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GLYCOSYLATIO N MEMBRANAJGRE  DE CELLULE S EPITHELIALE S

DE TRACHEE EN CULTURE

F. Rogerieux, G. Lacroix, D. Oberson-Geneste, J-M. Porcher, et C. Lambre.
INERIS, Departement de Toxicologie et Ecotoxicologie, B.P.2,60550 Vemeuil en Halatte.

1- INTRODÜCTIO N

Les pluies acides reprcsentent une des förmes les plus graves de la pollution
atmospherique. Elles sont generees essendellement par solubilisation dans l'eau de deux gaz
polluants: le S02 qui peut se transformer en acide sulfürique et le dioxide d'azote qui peut
generer de l'acide nitrique. Ces acides conferent alors aux precipitations un pH moyen de 3,6
pouvant aller jusqu'ä 2 et, de ce fait, contribuent ä abaisser le pH de nombreux milieux
biologiques. Ceux ci comprennent des ecosystemes enüers (lacs) mais egalement certains
üssus humains comme les voies respiratoires. Des etudes ont monne que I'abaissement du pH
pouvait jouer un röle significatif dans l'alteration de certaines fonctions essentielles pour de
nombreuses cellules, en particulier, les cellules epitheliales. Certaines de ces fonctions sont
associees ä l'expression membranaire de structures complexes dans lesquelles la partie
glucidique est prünordiale (l) et, dans ce cas, les acides siaüques sont incrimines (2). Cette
etude a donc eu pour but de rechercher les consequences d'un abaissement du pH local sur la
sialylation des glycoconjugues membranaires en prenant comme modele d'etude, des cellules
de l'epithelium tracheal de cobaye maintenues en culture primaire. Le protocole experimental
a recherche la liberation eventuelle d'acides sialiques ä partir des membranes cellulaires: par
dosage HPLC (3) dans le milieu de culture et par marquage des membranes cellulaires ä l'aide
de lectines couplees ä la peroxydase (4). Cette technique a ete rendue quantitative par la
pratique des cultures en piaques ä microütraüon.

2-MATERIEL  ET METHODE S

2-1 Cultures.

La mise en culture des cellules a ete realisee selon un protocole dejä publie (5).

2-2 Marquages ayec les lectines.

L'elimination des acides sialiques temünaux des sialoglycoconjugues demasque le
disaccharide ß-D-galactose-N-acetyl galactosamine qui est reconnu specifiquement par la
lectine extraite d'Arachis hypogaea (Peanut-agglutinine = PNA). L'utilisation d'une PNA
marquee va permettre la quanüficaüon de la desialylation du Substrat. La PNA peut etre
couplee soit ä la peroxydase (POD) dans une methode directe, soit ä la digoxigenine dans la
technique indirecte. Pour ce dernier cas, la PNA est couplee ä la digoxigenine (alcaloide
extrait de la digitale) qui est reconnue dans la deuxieme etape par des fragments Fab dlgG de
mouton anti-digoxigenine couples ä la POD. D'autre part, les acides sialiques terminaux
peuvent etre reconnus directement par deux lectines, l'une extraite de Maackia amurensis
(MAA)  specifique des acides sialiques lies au galactose par une liaison osidique de type a 2-3
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et l'autre extraite de Sambucus nigra (SNA) specifique des acides sialiques lies au galactose
par une liaison osidique de type a 2-6. Enfin, la lectine extraite de Galanthus nivalis (GNA)
reconnaTt le mannose en position tenninale dans les chaines polysaccharidiques. L'utilisation
de ces lectines couplees ä la digoxigenine permet leur revelation par les anticorps anti-
digoxigenine couples ä la POD. L'activite peroxydasique est revelee par une solution de 3,3'
5,5'-tetrainethylbenzidine (TMB) ä 0,4 g/l en tampon citrate/acide citrique 0,1 M, pH 5,5 en
presence d'eau oxygenee.

3-RESULTATS

3-1 Etüde morphologique des cultures temoins.
La croissance progressive dans le temps des cellules apres coloration par le May

Grünwald Giemsa (MGG) a ete etudiee respectivement ä J l, J 3, J 4 et J 5. A partir d'ilots
isoles observes ä J l, 2 et J 3, les cellules arrivent ä confluence ä J 4 et le tapis cellulaire est
parfaitement continu ä J 5. La coloration par le bleu trypan montre que la viabilite des cellules
est toujours excellente (2% de cellules mortes ä J 5). Les cellules ne sont donc alterees ni par
le traitement ä la protease ni par les conditions de culture.

Comme attendu lorsque les cellules epitheliales sont niises en culture apres
dissociation ä la pronase, l'observation au microscope electronique ä balayage montre que la
Proportion de cellules ciliees est faible (de l'ordre de 5%). Les cellules ciliees observees sont
souvent groupees en ilöts et possedent un appareil ciliaire bien developpe. L'observation des
cellules par les techniques de microscopie electronique ä transnüssion a montre que la
monocouche cellulaire presente des jonctions intercellulaires serrees. Ces cultures presentent
donc des caracteristiques de cellules epitheliales de bonne qualite. Les cellules n'ontjamais ete
cultivees au delä de 12 jours.

3-2 Etüde morphologique apres traitement acide.
L'observation en microscopie ä balayage montre que les cils persistent sur les cellules

mais qu'ils sont de plus en plus endommages lorsque le pH diminue. De la meine facon, les
jonctions intercellulaires sont de plus en plus relachees.

Le lest au bleu trypan demontre que la viabilite des cellules n'est förtement alteree que
pour les pH inferieurs ä 5. Le tableau l donne les pourcentages de cellules mortes observes
apres incubation des cultures ä pH 6, 5,4,3 et 2. Afin de certifier que l'incubation des cellules
dans des tampons de pH compris entre 7,5 et 5 n'avait effectivement pas d'effet sur la viabilite
cellulaire, un test de vitalite plus sensible (MTT) a ete realise. 11 a confirme les resultats
obtenus avec le bleu trypan.

PH

Cellules
vivantes (%)

6

90

5

70

4

50

3

10

2

5

Tableau l : Evaluation de la viabilite des cellules en culture ä J5 apres traitement acide par la
methode d'exclusion au bleu trypan. (A pH 7,3, la vitalite est de 98%).
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3-3 Effets de la sialidase de Vibrio cholerae sur la glycosylation membranaire des cellules
en culture.

3-3-1 Etüde par H.P.L.C.

Une gamme realisee avec de l'acide sialique pur permet d'etablir que dans nos
conditions experimentales, le dosage par HPLC revele une relation lineaire entre l'absorbance,
mesuree ä 579 nm, et une quantite d'acides sialiques comprise entre 0 et 12 nmoles. Le
traitement des cultures par des quantites croissantes de sialidase montre bien une elevation
progressive de la quantite d'acides sialiques liberes (Fig. l a, b).

3-3-2 Etüde avec les lectines.

3-3-2-1 Influence du temps de culture sur  la reactivite avec les lectines.

La reactivite des cellules avec la lectine PNA semble augmenter
progressivement dans le temps (Tableau 2), ce qui indiquerait une relative desialylation de la
membrane. Par contre, cette augmentation de la fixation de PNA n'est pas associee ä la
diminution logiquement attendue des lectines MAA  et SNA specifiques de l'acide sialique.
L'augmentation de la reactivite avec PNA pourrait donc representer l'apparition progressive
dans le temps de residus galactose non sialyles. L'evolution de la reactivite avec GNA n'a pas
ete etudiee dans ce cas. ü apparait donc que J 5 represente le meilleur delai pour notre etude
puisque les cellules sont alors ä confluence et que la fixation des differentes lectines est
optimale et coherente.

Lectines

PNA

MAA

SNA

Temps de culture (jours)

J4

0,295 ±0,015

l,140 ±0,010

l,135 ±0,010

J5

0,450 ± 0,010

1,145 ±0,015

1,090 ±0,010

J6

0,580 ±0,010

1,295 ±0,010

1,085 ±0,020

J7

0,660 ±0,015

1,145 ±0,045

1,060 ±0,035

Tableau 2 : Modifications dans le temps de la reactivite des cellules epitheliales de trachee de
cobaye avec differentes lectines pour des cultures temoins ä pH 7,3. Les valeurs representent
les moyennes de 6 mesures.

3-3-2-2 Effet du traitement par  la sialidase de Vibrio cholerae.
La desialylation des cellules epitheliales en culture realisee experimentalement par

incubation avec une solution de sialidase de Vibrio cholerae resulte en une augmentation de la
reactivite avec les lectines PNA et GNA et une diminution de la reactivite avec les lectines
SNA et MAA (Fig.2).

L'augmentation de la fixation de PNA et de GNA suggere le demasquage des Sucres
sous-jacents ä l'acide sialique, la fixation plus faible de SNA et de MAA montre la diminution
de l'expression membranaire des acides sialiques lies respectivement en 2-6 et 2-3. Ces
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Figure l : Chromatogrammes des sumageants de cultures de ceüules tracheales apres
traitement:

a) par une solution de sialidase ä 2 mU

b) par une solution de sialidase ä 20 mU

c) par une solution acide pH 5

Sialidase (mU/ml)

Figure 2 : Effet du traitement par une sialidase de Vibrio choleroe sur la fixation de diverses
lectines : PNA (E), MAA (• ), SNA (0) et GNA (^) sur des cultures cellulaires d'epithelium
tracheal de cobaye ä J 5. Les valeurs de DO des temoins PBS pH 7,3 sont de 0,330 pour PNA,
1,225 pour MAA, 1,037 pour SNA et 0,702 pour GNA.
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Figure 3 : Modification de la fixation des lectines (a): E PNA, (b): • MAA  et D SNA, (c)
^ GNA sur des cultures ä J5 incubees par des tampons de pH differents. Les valeurs des DO
temoins sialidase (diluee au 1/500) sont de : 1,450 pour PNA ; 0,540 pour MAA ; 0,930 pour
SAN et 1,230 pour GNA. Les DO pour chaque point (moyenne ± ESM) ont ete caiculees sur 6
dosages.



observations demontrent donc que ce modele experimental est bien capable de mettre en
evidence une desialylation de la membrane cellulaire sur cellules non fixees.

3-4 Effets du pH sur  la glycosylation membranaire des cellules en culture.

3-4-1 Etüde par H.P.L.C.

L'analyse par HPLC des sumageants de culture obtenus apres incubation en pH acide
(de 6,5 jusqu'ä 3) n'a jamais nüs en evidence la presence d'acides sialiques libres en quantitf
significativement differente de celle des temoins provenant de culture incubees dans les
conditions nonnales ä pH 7,3 (Fig. Ic).

3-4-2 Etüde avec les lectines.

L'mcubation prealable des cultures cellulaires dans des tampons ä pH acide provoque une
modification de la fixation des lectines compatible avec une desialylation relative de la
membrane cellulaire (Fig.3 a, b, c). Les differences de fixation des diverses lectines sont
cependant beaucoup plus limitees que celles obtenues apres incubation avec la sialidase. B
faut noter ici encore que c'est la fixation de la GNA qui parait la plus sensible pour reveler
l'effet du pH sur la glycosylation membranaire.

4- DISCUSSION

La preparaüon de cultures de cellules epitheliales de trachee de cobaye en micropiaque
apres dissociation par la pronase montre que les cellules croissent en monocouche;
habituellement, les cellules amvent ä confluence apres 5 jours de culture et presentent une
inhibition de contact, les cellules restant jointives avec des jonctions serrees mtercellulaires.
La vitalite est bonne (>95%) jusqu'ä 7 jours de culture; la proportion de cellules ciliees est
cependant faible (<5%). Ce pourcentage est habituel dans ces conditions de culture;
l'utilisation d'une matrice (collagene, matrigel) permettant de conserver une meüleur
differenciation des cellules ciliees.

La glycosylation membranaire varie avec le temps de culture de J4 ä J7. Ainsi la
fixation de la lectine peanut-agglutinine (PNA) extraite d'Arachis hypogae augmente. Cette
lectine reconnait specifiquement les structures galactose-ß-D-N acetyl galactosamine
demasquees par desialylation des structures 0-glycosylees. Ceci pourrait provenir d'une
expression accrue de galactose non sialyle puisque les fixations des lectines SNA et MAA  qui
sont respectivement specifiques des acides sialiques liees en 2-6 et 2-3 restent inchangees
dans les meines delais. Pour la suite du travail nous nous sommes donc places ä J5 qui semble
constituer le meüleur delai.

La teclmique de culture en micropiaque a permis de mettre en evidence des
modifications de la sialylation membranaire apres traitement par une sialidase d'origine
bacterienne (Vibrio cholerae). Dans ces conditions, nous avons observe une diminution de la
fixation de SNA et de MAA  et inversement une augmentation de la fixation des lectines
specifiques du galactose (lectine PNA) et du mannose (lectine GNA). Ces observations etaient
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attendues puisque, dans la chame polysaccharidique des glycoconjugues, on sait que la
sialidase de Vibrio cholerae libere les acides sialiques terminaux lies par des liaisons de type
2-3 (reconnues par MAA)  et de type 2-6 (reconnues par SNA). Cette liberation d'acide
sialique rend alors accessibles les Sucres immediatement sous-jacents conune le galactose
(reconnu par PNA) ou plus eloignes cornme le mannose (reconnu par GNA). La
reconnaissance par la lectine GNA montre que les glycoconjugues de la membrane
cytoplasnüque ne sont pas seulement 0-glycosyles mais egalement en partie N-glycosyles. Les
acides sialiques n'etant pas directement lies au mannose, l'augmentation de fixation de GNA
apres desialylation pourrait s'expliquer par la diminution de l'encombrement du aux acides
sialiques, soit simplement par un effet sterique, soit en raison de leur forte Charge
electronegative.

Apres incubation en tampon de pH acide, la viabilite mesuree par le test au bleu trypan
reste superieure ä 70% jusqu'ä pH 5, ce resultat a ete confirme par le test au MIT.
L'observation en microscopie electronique montre que la ciliature persiste jusqu'ä pH 2,
cependant, les cellules sont alors tres alterees avec une dissociation de la cohesion inter-
cellulaire. L'effet des tampons de pH acide est revele par les differences de reactivite avec les
lectines. La reactivite est fortement perturbee des pH 6 alors meme que nous avons vu
precedemment qu'il n'y avait pas de liberation d'acides sialiques. Les differences de fixation
des lectines doivent en fait correspondre non pas ä une modification quantitative des Sucres
exprimes sur la membrane cytoplasnüque, mais ä une difference qualitative, l'acidite ambiante
provoquant des modifications dans la configuration spatiale des molecules de Sucres qui
reagissent alors differemment avec leur lectine specifique. Nous pouvons donc conclure que
ce Systeme constitue un excellent revelateur des perturbations induites sur les
sialoglycoconjugues membranaires par des milieux acides.

Les resultats obtenus au cours de cette etude confirment donc que les Sucres exprimes
ä la surface cellulaire constituent une cible privilegiee pour des agents environnementaux et
que les alterations biochimiques qui en decoulent peuvent etre significatives pour l'etat de
sante de l'organisme ainsi expose.
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