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SUMMARY 

Afinity electrophoresb in polyacrylqmide gel. InpUence of the gel concentration on the 
apparent afiity of cholinestease for an anionic site ligand 

ABinity electrophoresis of three purified molecular forms of human plasma 
cholinesterase (monomer Ci, dimer CJ, tetramer C,) was carried out in polyacryl- 
amide gels at various total acrylamide concentrations ranging from 3.48 to 9% in a 
discontinuous buffer system. A water-soluble linear copolymer supporting procai- 
namide, a ligand of the anionic site of cholinesterase, was physically entrapped at 
various concentrations within the gel network. 

The combined effects of gel concentration and ligand concentration on the 
affinity pattern of the three molecular forms were studied. It was found that gel 
concentration inlluences the apparent binding activity of their anionic site: 

The apparent strength of interaction varied with the gel concentration: the 
denser the gel was, the higher the apparent affinity. 

The ligand-induced isomerization process was also depending on the gel con- 
centration: the ligand concentration from which each zone is splitting into two mov- 
ing zones decreased as the total gel concentration increased. 

These results show that the electrophoretic matrix plays an important role in 
the affinity process in affinity electrophoresis presumably by controlling kinetic ef- 
fects: kinetics of protein-ligand complex formation and dissociation reactions, and 
mass transfer kinetics. 

INTRODUCTION 

L’electrophorese d’affinite en gel de polyacrylamide permet une approche 
‘quantitative des interactions prot&n+&igand l**. AppliqtGe a l’btude de la cholines- 
terase du plasma hnmain (EC 3.1.1.8, butyrylcholine&ase, BuChE), elle nous a 
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permis d’apprehender un des aspects du fonctionnement du sous-site anionique du 
centre actif de cette enzyme3, de caract&iser certaines de ses variantes genttiques4 et 
de mettre en evidence une alteration des prop&es de son site anionique apr&s in- 
hibition par un organophosphor? . 

La theorie de l’&ctrophor&e d’afhnite, dans son &tat actuel, ne permet pas de 
d&ire ou d’interpreter la totalite des ph&nom&nes observes. En particulier, des pa- 
ram&es tels que l’intensite du champ blectrique, la force ionique du tampon, la 
nature du polymere porteur du ligand ou le type de matrice electrophoretique, con- 
trolent l’affinitb apparente des proteines pour les ligands libres ou immobilisk, sans 
qu’il soit possible de quantifier ni m&ne de prevoir leurs effets. Des r&rltats obtenus 
dans un travail prkckdent3 suggeraient que la concentration du gel de polyacrylamide 
exerce aussi une influence sur I’afFinite apparente de la cholinesterase pour un ligand 
immobilisk dans la matrice. Aussi, nous avons entrepris d’explorer l’effet de la con- 
centration du gel sur l’athnitk de cette enzyme pour un derive macromokulaire de 
la procdinamide, emprisonne dans des gels de polyacrylamide de porosite variable. 

MAThIELS ET Mh-HODES 

Pr&paration enzymatique 
La BuChE a et& purifike a partir dun pool de plasma humain selon un pro- 

tocole comportant des precipitations fraction&es suivies de chromatographies d’C- 
change d’ions et d’affinW. La preparation titrant 217 U mg-l [l U corresponds a 
la quantitk d’enzyme hydrolysant 1 ~01 min- r d’iodure de butyrylthiocholine (1 
mM) a 25°C en tampon phosphate 0,l M, pH 7 (ref. 6)] etait &ctrophor&iquement 
pure. Apres electrophorese en gel de polyacrylamide (T = 6%, C = 3&t%*)’ et 
coloration argentique*, une settle zone, correspondant a la forme tetramkique (C4) 
de l’enzyme, a tte r&61&e. Les formes monomirique (Cr) et dimkique (C,) presentes 
en faibles quantites n’ont et& d&e&es qu’apres coloration enzymatiqueQ. 

&lectrophor&es d’afinitt 
Les ilectrophoreses d’affinite des formes Cr, C3 et C4 de la BuChE ont &e 

realiskes en gel de polyacrylamide dans un systeme multiphasiqueQ analogue au sys- 
teme alcalin d’omstein’ en utilisant, comme macroligand, un copolymere lineaire 
[poly(acrylanride-acide acrylique substitue)] porteur de la procahnunide trappk dans 
le gel. La methode de synthtse de ce macroligand ainsi que les conditions de pre- 
paration des gels et d’electrophorese ont ete detaillees dans un article prkkdents. 
Toutefois, nous avons opkre a temperature constante (8°C) en cuve Uniscil UE4 
thermostat&e. 

Pour apprker l’influence de la concentration du gel sur les parametres d’af- 
finite des trois formes molkculaires de la BuChE, nous avons Ctudie les variations de 
la mobilite Clectrophoretique relative de ces enzymes en fonction de T % et en fonc- 
tion de [L], la concentration analytique en procainamide immobiliske dans le gel. Les 
migrations ont tte effectuees a 12 concentrations differentes en acrylamide, comprises 
entre 3,48 et 9%, avec un taux de reticulation constant (C = 344%) et a 12 con- 

* T % reqrknte la concentration totale en monomhes acrylamide dans le gel: (acrylamide + 
Bis)/lOO ml, et C % = Bis/T. 
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centrations en ligand. Trois gammes de concentration [L] correspondant aux do- 
maines d’affinitC respectifs des formes Cr, Cj et Cd ont et& couvertes: 150-3000 @I 
pour C1, 4-75 PM pour C3 et O&-12,5 pit4 pour Cq. Aprt!s r&elation de l’activit6 
cholinesttrasiqueg, les gels ont et& densitometres’. Pour chaque concentration de gel, 
les constantes de dissociation apparentes (Knapp ) des complexes enzyme-macroligand 
ont et6 dttermin6es graphiquement en utilisant la representation de Takeo et Na- 
kamura’O. 

R,’ = K’ (1 + [LI/KD.gg) (1) 

dans laquelle R,, et R,d&Qnent respectivement la mobilit relative de l’enzyme en 
presence et en absence de ligand dans un gel de concentration T don&e. Dans les 
gels d’affinite, chaque fox-me mol6culaire de la BuChE passe progressivement d’un 
&at initial A a un Ctat B au-deld d’une concentration en ligand dite concentration de 
transition (15,). Ce phinomtne a eti interprett comme le r&that dune isomtrisation 
des sites anioniques induite par la fi$ation du ligand entrainant l’augmentation de 
leur affnite (KDapp.B < KDapp. ,,) (ref. 3). Ce phenomene se manifeste dans des con- 
ditions de non-equilibre et nous avons emis l’hypothese selon laquelle la dur&e de vie 
de l’ttat B doit btre longue devant l’intervalle de temps qui s&pare dew contacts 
efficaces entre l’enzyme et le ligand. Pour les raisons invoqutes dans un article pr& 
&dents, settles les RDapp correspondant aux enzymes dans l’ttat A ont et& determi- 
&es. 

RkSULTATS ET DISCUSSION 

En l’absence de ligand, la mobilitt d’une proteine dans un gel de polyacryla- 
mide depend de l’effet de tamisage mol6culaire du gel et peut ttre de&e par le 
modele semi-empirique de Rodbard et Chrambachl’: 

R, = R,, exp [-c(R + r)’ 7’j (2) 

dans laquelle R,,,. represente la mobiliti libre de la proteine (T = 0), R son rayon 
moyen, r le rayon d’une fibre de polyacrylamide et c un facteur empirique dependant 
des conditions exp&imentales. Sous forme semi-logarithmique, cette relation est con- 
nue sous le nom d’equation de Ferguson: 

loislo Rm = logi, R,, - K,T (3) 

la pente de la droite [I& = c’ (R + +] ou coefficient de retardement est propor- 
tionnelle a la taille de la proteine, l’ordonnee a l’origine loglo R,, , encore &rite 
log,, Y. est fonction de la charge nette de la proteine rapport&e a la surface. Dans 
un gel d’atXnit6, la mobilitt va dependre en plus de l’interaction entre la proteine et 
le ligandl”*12 (eqn. 1). La di&entielle de la mobilite relative (dR,,,) d’une proteine 
migrant dans un gel d’affinite dans lequel L et T varient, est done: 

dR, = ($$)LdT + ($jTdL (4) 
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Aussi, dans des gels d’a.Rlnite de concentration en acrylamide variable et en admettant 
que dans le milieu sans contrainte (T = 0%) nous ayons &,, constant quelle que 
soit [L], nous pouvons &ire: 

4 = R,,,. exp [--In 10 KRTJ/(~ + [Ll/KDapp) (5) 

avec pour condition physique T > Tag (Tar est la concentration en acrylamide au- 
dessous de laquelle le macroligand n’est plus immobili13). 

On peut Ctablir une equivalence entre l’effet de Tet l’effet de [L] sur la mobilite. 
Placons-nous dans le cas ou R,, est constant. On calcule alors dL/dT en differenciant 
la relation 5: 

-In 10 KRT =: In 2 + ln (1 + [Ll/KDapp> 
m0 

-h 10 KR dT = 
d(l + tLl/KD,,) 

1 + [Ll/KDnpp 
(7) 

soit: 

dL -= 
dT 

-1n 10 KRKD.pp (1 + [Ll/KDapp) 

Pour conserver R,, constante lorsqu’on ajoute une concentration [L] de ligand 
immobilisk dans le gel, il faut abaisser la concentration en acrylamide T du gel, de 
AT. Sachant que: 

dT= - 
dLI&.,, 

ln 10 KR (1 + [Ll/KD& 
(9) 

apres integration entre 0 et [L] on obtient: 

AT= - 
1 

ln 10 & 
ln (1 + WIIKDA 

Les diagrammes de Ferguson (exemple, pour la forme Ci: Fig. 1) confirment 
l’hypothese selon laquelle la variation de [L] n’affecte pas R,,. 11s montrent surtout 
le recul progressif des scuils d’exclusion T, (T pour laquelle log,, 1000 R,, = 10) et 
une augmentation apparente des 1 KRI lorsque [L] croit. En termes geometriques, dans 
des gels ne contenant pas de ligand, de telles variations correspondraient a un accrois- 
sement de la taille des enzymes. 

Si I’on considtke KR, = KR + AKR (pente des diagrammes de Ferguson dans 
les gels d’affinite) comme une variable fonction de [L] (c$ encadre de la Fig. l), un 
raisonnement analogue au precedent peut itre tenu; il conduit a: 

AKR = - kT In (1 + [LlIK~app) (11) 
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Fig. 1. Diagramme de Ferguson re@entant la variation de la mobiliti relative (E) de la forme CI en 
fonction de la concentration en acrylamide (T %) Pour 12 = 0 (log,, R, = loglo R,- KIT) et B des 
concentrations croisantes en l&and immobilid. En encad variation de KS, en fonction de ln (1 + 

et a la relation &equivalence, 

A&T = AT& (12) 

,& partir de l’eqn. 10 ou 11, on peut prevoir la variation de Ku*,,,, en fonction 
de T: 

K DPpp = [Ll/[exp(-ln 10 &J’I - 11 (13) 

avec 

lim Kn.pp = - 00 
T+O 

et 

lim KD.pp = &hpp,mh = -iL] 
T+a, 

Dans la r&W, des limites physiques sont impos&s par la structure du gel. Au 
dessous dune concentration T, = 2.15%13, l’effet de tamisage mol&tlaire ne se 
produit plus et la mobilite des trois formes de la cholin&erase devient virtuellement 
la meme. En electrophorese d’afhnite, la &cessiti d’immobiliser le macroligand cons- 
titue unecontrainte supplernentaire impliquant de travailler a des concentrations en 
acrylamide sup&ieures a T,,. Le seuil d’immobilisation du ligand T,J > T, est 
fonction de la taille et de la conformation du macroligand et de son interaction avec 
les chaines de polyacrylamide. La limite sup&ieure est en pratique la concentration 
en acrylamide pour laquelle l’enzyme est exclue du gel (Te). 

Les representations de Takeo et Nakamura pour les di%rentes concentrations 
T (Fig. 2) confirment que les &%,pp des trois enzymes dependent de T. Pour ces trois 
formes mol&culaires, les droites de pente In 10 K~T/RmoKDapp convergent vers un 
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point y. L’ordonnee de ce point correspond a R:,,r, l’ordonnke d’une droite de pente 
nulle obtenue theoriquement lorsque T = 0 (en pratique pour T = T,J. L’abscisse 
du point y, KDapp = - [L] correspond a la valeur minimale de KDapp (eqn. 13) atteinte 
lorsque T = 00 (droite parallele a l’axe des ordonnbes). 

Les coordonnkes des points y ont ete d&ermi&s graphiquement (Fig. 2). .En 
ce qui conceme la forme C4 qui migre peu, les mesures des distances de migration ont 
et6 impr&cises; aussi les points d’intersection des droites R,’ = f([L]) sont relative- 
ment disperses. Pour C4, le point y est le point d’intersection des mMianes des pro- 
jections de ces points sur les deux axes. Les R,& estimes 1,3 pour Cr, I,7 pour CJ 

(b) 
Rmi-’ 

I 
9 

0 25 60 75 

Fig. 2. 1 .lO@M 
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Fig. 2. Variation de l’invezse de la mobilit& relative (R;>) en fonction de la concentration en ligand 
immobilisk [L] a diffhntes T %. (a) Forme C1, (b) forme CS, (c) forme C,. 

et 2,5 pour Cq, correspondent A la mobiliti qu’auraient ces enzymes dans un gel 
d’atFinit~ de T,,, -N 3,40%. Les valeurs de KD.~,,.~, abscisses des points y, sont 
indiqukes dans le Tableau I. L’interaction entre les diffkrentes formes mokculaires 
de la BuChE et la procainamide &ant monovalente: 1 site sur n, ces constantes sont 
en r&alit& &gales B KD.~,]R (ref. 14). 

L.es variations des Knapp en fonction de T sont repr&entkes dans la Fig. 3. 
Leurs valeurs limites KD~~~,,,,.~ extrapolk A T = 0 ont &k calcukks par tigression 
et figwent au Tableau I. 

IAS valeurs KDapp,min indiqukes sur la Fig. 3 par le symbole It montrent que, 
dans nos conditions exp&rimentales, l’afkiti maximale est, en fait, atteinte db une 
concentration en acrylamide Top sit&e entre 7 et 8% et ne varie pratiquement plus 
au-dell. 

TABLEAU I 

VALEURS EXTRl?MES DES CONSTANTES DE DISSOCIATION APPARENTBS DES COM- 
PLEXES BuChE (Cl, C3, C+PROCAmAMIDE 

Cl 1 2750 2750 200 200 1 13,75 
c3 2 589 I178 :,33 35 70 2,85 16,83 
C4 4 107 428 6,42 6390 27,6 7924 15,Sl 

l Nombre de sites anioniques de chaque forme mol&.xdaire. 
* Valeurs des KD.p,,,nur extrapolhes $ T = 0 (Fig. 3). 

- Valeurs des K hpp.,,,i,, calculks I park des coordonnks dcs points y (Fig. 2). 
t RaPport (J&P) U.C.WhI- 
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Fig. 3. Evolution de l3ttSti apparente (Ko.,,& des trois forms m~lhlaire~ de la Bum (&at A) pow 
la procahamide immobilisk., en fonction de T %. 

Par ailleurs, l’etude de la transition de la BuChE entre l’ttat initial A de basse 
affinite et Mat B de haute afISt montre, pour les trois enzymes, que la concentra- 
tion de transition (Q est egalement fonction de T (Fig. 4). Plus la concentration en 
acrylamide est tlevke, plus le seuil de transition est prkcoce. 

L’effet de la concentration du gel sur le fonctionnement du site anionique de 
la BuChE ne semble d&pendre ni du nombre de sous-unites, ni de l’afhnite intrins6que 
de celles-ci. 11 se manifeste de facon identique pour les trois formes molkculaires: 
Kn~pp~T=O~/Ku~pp,min est constant (c$ Tableau I, rapport a/b). Cet effet se produit 
dans des conditions de non-equilibre: enzyme migrant de facon unidirectionnelle vers 
le ligand immobilise sous l’action du champ tlectrique et ne semble dependre que de 
la structure du gel. 

La structure du gel conditionne la repartition des mole&es de ligand et leur 
accessibilite a l’enzyme; elle doit egalement controler les cin&iques de formation et 
de dissociation des complexes enzymeligand. Le gel peut aussi exercer des contrain- 
tes stkiques sur l’enzyme et modifier en particulier la conformation de son centre 
actif. Ce type de contrainte semble cependant negligeable dans le cas present. En 
effet, les trois formes molkculaires de la BuChE sont des isomeres de taille et si de 
tels effets st&iques se manifestaient, ils devraient %tre plus marques pour le t&tram&e 
que pour I& autres formes. On ne connait pas la structure microscopique du rkseau 
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procakamide immobiliske (L,), induisant le passage. de l’enzyme - _ .~~ 
(Cl, Cs ou Cd) de Mat initial A $ Mat B, en fonction de T %. 

constitd par l’enchevetrement des fibres de polyacrylamide reticulees et des chaines 
du macroligand. On suppose que les mol&cules de ligand sont rkparties de facon 
homogene, mais l’existence d’essaims est tres probable’*. En effet, il a et6 observe* 
que certains macroligands rendent les gels opaques16 ou inhibent leur polymerisa- 
tionl’. Or Gelfl et Righettil* ont montrt que la turbidite des gels de polyacrylamide 
reflete une distribution hetbrogene des chaines de polyacrylamide en domaines de 
di&entes densites. La formation de ces essaims alttre l’homogkreite, la porosite et 
les proprittes de tan&age molkculaire des gels. Dans le cas des gels d’afhniti, l’exis- 
tence de ces essaims ou ilots va determiner la concentration efficace en ligand dans 
le gel ([L&r c [L]) et, dans le cas de macroligands charges, conditionner aussi l’im- 
portance des effets Blectrostatiques entre le support charge et l’enzyme. 

L’effet de la concentration du gel sur le seuil de transition L, suggere, en&r, 
que l’hysteresis de la cholinesterase qui se manifeste au cows de l’ilectrophor&e 
d’affinite pourrait r&her non seulement d’un changement conformationnel rema- 
nent de l’enzyme induit par le ligand mais aussi de contraintes diffusionnelles. Ce 
phenomene, uniquement observe dans un syst6me non-tquilibrt, pourrait i3re a rap- 
procher des phenomenes d’hysterksis et d’oscillation, d’origine diffusionnelle, ob- 
serves avec l’acktylcholinesterase greffee sur des membranes artificielleslQ. 11 convient 
cependant de prkciser que les contraintes diffusionnelles ont en general tendance a 
abaisser la force apparente des interactions protkine-ligand, alors que les effets Alec- 
trostatiques dus a l’existence d’un gradient de potentiel entre la matrice et la phase 
mobile ont un effet inverse. 

Sur la base de nos resultats expkrimentaux, et malgre l’absence d’arguments 
theoriques, on peut dire, en conclusion, que la concentration du gel joue un role 
important dans le processus de l’interaction protkine-ligand en determinant, dune 

l Certains copolymk~ portem de ligands cationiques de la cholinestkase (dibucaine, amodia- 
quine, tacrine) inhibent la polym&ation du gel de polyacrylamide ou rendent Its gels opaques lorsqu’ils 
sent incofporcS en forte proportion15. 
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part, la vitesse de transfer? de la proteine vers le ligand immobilid, et en condition- 
nant d’autre part, les probabiitks des Mnements alkatoires qui constituent la d- 
quence temporelle des collisions avec ou sans interception entre la prot&ne et le 
@andto. L’effet global du gel est done la somme de phenomenes complexes, certains 
pouvant Ctre antagonistes, qu’il convient maintenant d’examiner dans le detail. Une 
tentative de mod&&ion est actuellement en tours d&&oration dans notre labo- 
ratoire. 

L’kctrophorese d’aflinit6 en gel de polyacrylamide de trois formes moku- 
lakes purifiees de la cholinestirase duplasma humain (monomere Cr, dim&e Cs, 
t&am&e Cb) a Cte real&k en systkne multiphasique dans des gels dont la concen- 
tration totale en monomeres acrylamide &ait~comprise entre 348 et 9%. Un copo- 
lymere linkaire porteur de la procainamide, un ligand du site anionique de la choli- 
nest&we, 6tait emprisonne 51 ditfkentes concentrations darts le gel. 

Nous avons Ctudie les effets combines de la concentration du gel et de la con- 
centration du ligand sur MEnit des trois formes molkculaires de la cholinesterase. 
Nous avons trouve que la concentration du gel intluence les proprittes du site anio- 
nique de ces enzymes: 

La force apparente de l’interaction varie avec la concentration du gel: plus le 
gel est dense, plus l’afkitk apparente est elevk. 

Le processus d’isomerisation des sites anioniques induit par le ligand depend 
aussi de la concentration du gel: la concentration en ligand & partir de laquelle chaque 
bande se divise en deux zones dkcroit lorsque la concentration du gel augmente. 

Ces resultats montrent que la matrice ClectrophorCtique joue un role important 
en &ctropho&e d’affinitk en contr6lant probablement dune part, la cirktique de 
transfert et d’autre part la formation et la dissociation des complexes prot&ne-ligand. 
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