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Synth&e d’un N-m6thylacridinium-Sdpharose: son utiiisation dans la puri- 
fication des cholinest&ases 
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(ReGu le 22 dkembre. 1976) _ 

L’ion N-m&hylacridinium (MA) est un inhibiteur dks cholinestCrases par le 
jeu d’une fixation de l’atome d’azote quatemaire sur le sous-site anionique’.z. La 
faible constante de dissociation, & force ionique Blevke (1 M), du complexe enzyme- 
N-methylacridinium est B la base d’une mkthode permettant la purification des formes 
natives 14 et 18 S de l’acktylcholinest&ase (AChE) d’E1ectrophoru.s electricz&*4. 

Nous avons voulu vCrifier si l’ion acridinium pouv$t permettre la preparation 
d’AChE des organes Bectriques de Torpedo marmorata. 

Par ailleurs, dans la purification de la butyrylcholinestkrase (BuChE) du s&urn 
humain par chromatographie d’affinitk, nous avons montrk la n&essitC d’utiliser des 
gels qui permettent de travailler B force ionique Glev&, minimisant ainsi les phko- 
mkes d&change d’ions asptcifiques ‘_ La faible constante de dissociation, ajoutke au 
caractke compCtitif de l’inhibition des BuChE par les ions acridinium, nous a in&C 
B synth&iset une colonne N-mkthylacridinium-Skpharose, en we de leur purification. 

Cependant, devant les difficult& de la rkalisation de la colonne d’affinitk 
prkonisie par Dudai et Silman4, nous avons CtC amen& 5 modifier le schema de syn- 
these de la matrice. 

PART= EXPGRIMENTALE 

Pr&paration du gel d’afinitk 
SynthGse du 9-chloro-lo-m&thylacridinium (9-CMA). La 9-chloroacridine (9- 

CA) est synthetiske selon la mkthode d’Alber@. I1 est impCratif de purifier la 9-CA par 
recristallisation, dans un melange &hanol-eau ammoniaquk (0.5 %, v/v), suivie d’une 
deuxi&me recristalikation dans le ben&ne, pour Climiner l’acridone. 

La mithyiation de la 9-CA par le dimCthyle sulfate est pratiquk SOUS reflux 
de tolu&ne. tie produit brut prkcipite et on le lave avec du toluene, puis de l’kther 
anhydre et froid. Le 9-CMA se prksente sous la forme d’une poudre orange se dC- 
composant vers 90”. 11 est t&s soluble dans l’eau, ob il dCveloppe une fluorescence 
verte intense. La solution aqueuse se degrade rapidement en N-mCthylacridone. 

Prkparation du MA-Stipharose. Le Sepharose 4B, active au bromure de cyano- 
g&e, est trait6 par de I’acide kminohexanoique. On fixe ensuite le 1,3_diaminopro- 
pane en pr&ence de N-cyclohexyl-N’-2-(4_morpholinyl)lthyI carbodiimide mCthyl- 
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p-tolu6ne sulfonate B pH 5.2. Le gel est lave, remis en suspension dans l’eau distill&e 
et le pH est fixe B 8 par addition de soude 20%. Le 9-CMA est alors ajoute en tres 
fort exces et on laisse la condensation se poursuivre pendant 12 h. 

Le MA-Sepharose est 1avC rapidement par un melange ethanokau (1 :I, v/v) 
pour Climiner la N-mCthylacridone formke durant la reaction de couplage. Nous 
avons vCrifiC au microscope que ce traitement a l’alcool n’introduisait pas de modifl- 
cations visibles des perles de Sepharose. Finalement, le gel est lave abondamment a 
l’eau distillck, puis Cquilibre dans le tampon de fixation. 

Mesure des activitt% 
L’activite butyrylcholinesterasique est determike par la mtthode dEllman 

et aZ_‘, & 25” et a pH 7.4 avec, pour substrat, l’iodure d’adtylthiocholine (5 mM)_ 
L’unitk d’activit& (u) est d&&e comme la quantith d’enzyme qui catalyse l’hydrolyse 
de 1 ymole d’iodure d’acetylthiocholine par min, a 25”. La mesure de I’activitt acbtyl- 
cholinesterasique est effectuee au pH-stat. Les proteines sont do&s selon la methode 
de Lowry et al.*. L’activite specifique est le nombre de pmoles de substrat hydrolysies 
par mg de proteine. 

Obtention des prPparations enzymatiques 
AcPtyIchoIinest&ase. Les organes frais de Torpedo marmorata, decoup& en 

petits morceaux, sont homog&&isCs dans deux volumes de tampon phosphate 
0.01 M-NaCl (1 M) (pH 7.4). L’homogkrat est alors soumis Q deux centrifugations: 
l’une a 10,000 g pendant 1 h, suivie dune dew&me h 30,OOOg pendant 2 h. Le 
sumageant de la deuxieme centrifugation constitute notre materiel de depart. 

ButyrylchoZinestP. Le MA-Sepharose a CtC test& dans la purification de la 
cholinestirase de serum de cheval, par chromatographie du s&-urn prealablement di- 
alyse contre un tampon phosphate 0.01 IV-NaClO.16 M (pH 7.4). 

Protocole g&A-al de chromatographie 

Le MA-Sepharose (40 ml) est Cquilibre dans une colonne 1.6 x 20 cm par un 
tampon phosphate 0.01 M-NaCl 1 M (pH 7.4; tampon A) pour les BuChE, ou par 
un tampon phosphate 0.01 M-NaCl 1 M (pH 7.4; tampon B) pour I’AChE. La prkpa- 
ration enzymatique est admise sur le gel (20 ml/h)_ 

Le lavage des colonnes pour Climiner les proteines &rang&es est pratique 
par 40 volumes de tampon B (AChE) ou par le mCme volume de tampon phosphate 
0.01 M-NaCl 0.6 M (pH 7.4; tampon C) pour la BuChE. L’Clution des cholineste- 
rases est assuree soit par 5 volumes de DecamCthonium 2 x 10mz M dans le tampon 
B (AChE), soit par 5 volumes de NaCl 1.5 M dans le tampon A (BuChE). 

RfSULTATS ET DISCUSSION 

Chromatographie de I’AChE de T. marmorata 
Le Tableau I montre que I’on purifie 1’AChE 90 fois en un seul passage sur le 

MA-Sepharose. Cependant, le rendement est faible (17.5%) Sur les 100,000 unites 
(u) deposees, 53,000 u se retrouvent dans les eaux de lavage. La capacite operation- 
nelle de la colonne est done de 1,200 u/ml environ. Par ailleurs, on ne retrouve, dans 
l’eluat (Dkamethonium 20 mM), que 37 % de I’AChE fix& Cette impossibilitk de 
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TABLEAU I 

CHROMATOGRAPHIE DE L’AChE DE TORPEDO MARMORATA SUR LE MA-SGPHA- 
ROSE 

L’activitt dans l’kluat D&am&honimn est dttermin& aprk dialyse et concentration (4 fois) sur PM 
30. 

ErpPriment ProtPines Unit& Activitt? Rendement Enrichissement 
totales fu) spkfjique (%) 

(mg) 

J%antillon 3,385 101,750 30 100 1 
&at Dkcam&honium 6.6 17,735 2687 17.42 89.6 

dkcrocher l’enzyme pourrait s’expliquer par une fixation, en grande partie irrkversible, 
de 1’AChE sur l’ion N-m6hylacridiniumg. 

Chromatographie de la BrtChE du s&rum de cheval 
Deux passages successifs du &rum brut sur le MA-SCpharose permettent 

d’obtenir une prkparation purifike plus de 2,000 fois, avec un rendement excellent 
(Tableau II). On remarquera que cet enrichissement est obtenu sans l’aide de contre- 
ligand. Des essais pr6liminaires ont montrt? que cette colonne ne fixait pas la BuChE 5 
forte force ionique (1 M), contrairement 5 I’AChE. En appliquant un gradient 1inCaire 
de 0.6 & 1.5 M NaCl dans le tampon A, l’activitk enzymatique apparait dans les frac- 
tions d& 0.65 M NaCl, le maximum d’klution Ctant obtenu pour 0.85 M NaCl. 

. 

TABLEAU II 

CHROMATOGRAPHIE DE LA BuChE DE SERUM DE CHEVAL SUR LE MA-SEPHAROSE 

E.xp&iment Pr0tPine.s Unitt?s Activitti Rendertrent (%) Enrichissement 

totales (4 sptkifque 

(m&d (:dmL?) 
i?tape Toral 

S&urn (20 ml) 21,200 1680 0.079 IO0 IO0 1 
ler Passage sur MA- 

Sepharose 40 1980 49 118 118 620 
?ime Passage sur MA- 

Sepharose 11.2 1920 172 97 115 2176 - 

Le MA-Sepharose permet done une bonne purification de la BuChE du s&urn 
de cheval qui devrait Ctre amClior& par une Clution biospkcifique. La force ionique 
ClevGe utiliske dans le tampon de lavage Cvite le phGnom&ne d’khange d’ions qui 
g&e aux forces ioniques plus faibles. 

Les comportements de I’AChE et de la BuChE sont tr& diffkrentes vis-ti-vis 
de la colonne MA-SCpharose. L’AChE se fixe B t&s forte force ionique et, pour une 
grande part, de faGon irr&ersible; la BuChE ne s’accroche qu’h force ionique mod&e 
et de fapn parfaitement rkversible. 

L’interaction entre l’ion N-m&hylacridinium et les CholinestCrases fait inter- 
venir des forces coulombiennes et hydrophobes, et il semble que la participation du 
noyau acridinium lui-mCme soit Cssentielle lo. L’irrkversibilitC de la fixation de l’AChE 
de Torpedo marmorata pourrait done s’expliquer par des interactions particuli&e- 
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ment fortes entre Ies z6nes hydrophobes de la p&iphCrie du site catalytique et Ie noyau 
acridinium9.“. Par contre, la r&ersibilitk de I’adsorption de la fixation de ia BuChE 
est en faveur d’une participation ~beaucoup plus modeste des forces hydrophobes. 

CONCLUSIONS 

La coIonne de MA-Sepharose utilisk dans ce travail a permis une bonne purifi- 
cation de la BuChE du s&urn de cheval. Par contre, elIe se r&He parfaitement in- 
efficace pour I’AChE de T. marmorata. Ceci suggke une difference notable dans Ia 
repartition des z6nes hydrophobes autour du site actif de ces ceux enzymes. Le 
schema de synth&e proposk dans la prkparation du MA-Shpharose se caractirise 
par Ia grande simplicitt de Ia mise en oeuvre. 
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