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SUMMARY 

Possibilities of study of the human plasma cholinesterase variants by affinity 
electrophoresis 

Affinity electrophoresis has been applied to the study of the multiple molecular forms 
of three human plasma cholinesterase phenotypes (usual enzyme U, atypical enzyme A and 
intermediate UA). Electrophoreses were carried out in polyacrylamide gels containing a 
water-soluble macromolecular derivative of m-amino-(substituted)-phenyltrimethylam- 
monium immobilized within the gel network. 

Apparent dissociation constants (KI, aVp ) were estimated from the mobilities of the 
enzymes versus ligand concentration. 

The ratio of K. app values of the molecular forms of phenotypes A and U which is 
approximately 2 is consistent with the hypothesis that the anionic site is altered in atypical 
enzyme. 

INTRODUCTION 

La biosynthese de la cholinesterase (E.C. 3.1.1.8) du plasma humain est 
control&e par plusieurs loci independants, Deux d’entre eux, E, et E, ont 
&k identifies. Le premier prksente un polymorphisme t&s etendu et com- 
Porte au moins 8 alleles, le plus frequent &ant le gene “usuel” E’: (96%) [l] . 
Le second s’exprime avec une frkquence de l’ordre de 10% dans les popular 
tions caucasoides et produit une enzyme de faible mobilite klectrophoretique, 
le compose! C, [Z] . Parmi les alleles de E,, le gene ET code pour l’enzyme 
“atypique” impliquhe dans la majorite des accidents d’hypersensibilite i la 
succinylcholine, myorelaxant d’action breve. Environ un individu sur 2000 est 
homozygote pour Ey et developpera une apnee prolongee aprk injection de 
ce curarisant [31. 

0378-4347/83/0000-0000/$03.00 o 1983 Elsevier Scientific Publishing Company 



290 

La nature des differences structurales entre le phenotype U (EYE:) et le 
phenotype A (EYE:) n’est pas encore connue de faGon precise. Cependant, 
sur la base d’arguments cinktiques [4-81, de la chromatographie d’affinite 
[9] et de l’electrophorese des fragments de digestion trypsique des deux en- 
zymes marquees au [ 3-14C] diisopropylfluorophosphate [ 101, il apparaii que 
la diffbrence se situe au niveau du sous-site anionique du centre actif. Selon 
l’hypothese de Kalow et Davies [4?, la mutation ne concernerait qu’un seul 
aminoacide de ce site et correspondrait i la substitution d’un aminoacide dicar- 
boxylique par un aminoacide neutre ou basique. 

Nous avons emis l’hypothese qu’il devait etre possible d’etudier le site 
anionique des allozymes du locus E, par electrophorese d’affinite en operant 
avec des ligands specifiques immobilises dans un support de polyacrylamide. 

Un travail preliminaire nous a permis d’analyser le comportement des formes 
moleculaires C, (monomere), C3 (dim&e) et C4 (tetramere) de l’allozyme U 
et de determiner leur domaine d’affinite pour un ligand, copolymere lineaire 
de l’acrylamide et d’un derive du p-aminophenyltrim&hylammonium (p- 
APTMA), emprisonne dans les mailles du gel [ll] . 

Le present article expose les premiers resultats que nous avons obtenus avec 
les phenotypes U, A et UA (EYE:) et l’isomere mbta du ligand cationique 
precedent. 

MATfZRIEL ET MhTHODES 

Origine des plasmas et de la cholinestbrase purifihe 
Les plasmas sur lesquels nous avons pratique nos essais provenaient d’une 

collection, conservee i -3O”C, constituee lors d’une etude portant sur la 
population des donneurs de sang de la region lyonnaise [12 j et de sujets 
ETE’: ayant developpe une paralysie des muscles respiratoires a la suite d’une 
injection de succinylcholine. 

L’allozyme U (EYE:) a et,4 purifie a partir de sang perime fourni par le 
Centre Regional de Transfusion Sanguine de Lyon-Beynost selon la methode 
antkrieurement d&rite [ 131. 

L’identite des phenotypes a et& reconfirmee par la determination des nom- 
bres de dibucaihe [14] et de fluorure [15;. 

Synthkse du Zigand et formation du copoiym&-e 
k 11.82 mmoles de chlorhydrate de m-N,N-dimethyl-phenylenediamine 

(Merck) en solution dans 40 ml d’hexamethylphosphotriamide, nous avons 
ajoutk 2 ml de pyridine, puis Ientement 12.3 mmoles de chlorure d’acide 
acrylique sous agitation. Apres 12 h de reaction, le m-N-acryl-(N,N-dim&hyl)- 
phknylenediamine a ete isole par precipitation dans la soude a 5%, puis methyle 
sous reflux d’acetone avec un exces d’iodure de methyle pendant 45 min. 
L’iodure de m-N’-acryl-(N,N,N-trim~thylammonium)ph&nylinediamine pre- 
cipitant pendant la reaction a ete r&up&e par filtration puis lave i l’acetone 
froid (rendement: 46%). Sa structure a ete confirmee par spectrographic infra- 
rouge et de NMR. Son spectre ultraviolet en solution aqueuse presente un 
maximum d’absorption a 262 nm (E = 12,000 M-’ - cm-‘). 

La copolymerisation de cette molecule avec l’acylamide a 6th effect&e 
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par voie radicalaire en milieu aqueux saturi d’azote dans les conditions ope- 
ratoires definies anterieurement pour l’isomere para [ll: . Sa concentration 
analytique dans le copolymere dialyse determinee par spectrographic (X,,, = 
244 nm, E = 12,000 M-’ - cm-‘) etait de 7 m&f. 

klectrophort?se d ‘affinitk 
Les electrophoreses d’affinite ont ete effect&es en tube (8.5 cm X 0.5 cm 

I.D.) avec des gels de polyacrylamide de separation (T = 6%, C = 3.44%; pour 
une definition de T et C voir ref. 30) dans lesquels le copolymere lineaire 
ligand-acrylamide a et6 incorpore en concentrations differentes au moment 
de la polym6risation [ 111. Nous avons opere a 4°C dans une cuve Uniscil 
UE4 avec des galeries de 12 tubes dans lesquels la concentration analytique 
en ligand variait entre 0.0175 n-&! et 1.40 n-&f. Les migrations se sont de- 
roulees dans un tampon de circulation 0.041 l)/I Tris-glycine (pH 8.4) sous 
une intensite de 3 mA/gel et ont ete poursuivies pendant 90 min. 

Les zones d’activite cholinesterasique correspondant aux formes molecu- 
laires C1, CZ, C3 et C4 de l’enzyme ont et6 r&Glees selon la m&hode de Juul 
[ 161 arretee a la formation de complexes blancs insolubles entre la thiocholine, 
produit d’hydrolyse de l’iodure de butyrylthiocholine et les ions cuivriques 
presents dans le tampon. Les distances de migrations ont ete mesurees par 
densitometrie des gels sur un appareil Vernon PHI 4 (filtre Wratten No. 47 B) 
apres 5 min d’incubation a 37°C pour la forme C4 et apres 90 min pour les 
trois autres formes d’activite plus faible, Les mobilites relatives (Rmi) ont 
ete determinees par rapport au colorant traceur (Bleu de Bromophenol); 
portees en fonction de la concentration en ligand (L), elles nous ont permis 
d’estimer les constantes de dissociation apparentes (KD app) des complexes 
enzyme-ligand & partir de l’equation 1 [ 17 j , 

1 1 
-= 
Rmi Rmo ’ 

l+ [Al ’ 

KD aw 1 

dans laquelle R, O represente la mobilite relative en l’absence de ligand. Les 
esterases ont ete detectees selon la methode de Marker-t et Hunter [18; en 
utilisant le /3-naphtylacetate comme substrat et le Fast Violet B Salt comme 
diazonium de coup&e. Apres fixation de la coloration par immersion pendant 
30 min dans un m&nge ethanol-acide acetique (3:2), les gels ont ete trans- 
fer& dans une solution d’acide acetique a 10%. Les distances de migration et 
les intensites relatives de ces enzymes ainsi que celles des proteines visibles 
(zones opalescentes) apres precipitation par le melange denaturant precedent 
ont ete mesurees par densitometrie (filtre Wratten No. 47 B). Les proteines 
ont, par ailleurs, ete r&&es par coloration au Bleu de Coomassie. 

klectrophorkse en l’absence de ligand 
Les Clectrophoreses en l’absence de ligand (L = 0) ont &B effect&es dans des 

gels de separation de concentration T = 6% dans des conditions identiques aux 
precedentes. Des pre-electrophoreses de ce type nous ont permis d’isoler 
separement les quatre formes moleculaires de la cholinesterase apres troncon- 
nage des zones de gel les renfermant [ 11: . 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Allozyme Upurifik 
Le comportement des trois formes molcculaires C1, C3 et C4 presentes dans 

la preparation de cholinesterase (allozyme U) vis-&-vis du ligand immobilise 
(polyfm-A(N-acryl)-PTMA-acrylamide] } est identique h celui que nous avons 
observe avec l’isomere para de ce ligand [ 11 j . Pour chaque espece molkculaire, 
dans le domaine d’affinite qui lui est propre, au-de& d’une concentration en 
ligand nommee concentration de transition, il apparaii une seconde zone, B, 
qui s’intensifie rapidement aux depens de la premike, A, lorsque L continue 
de croike. Nous avons interpret& ce phenomene comme le resultat dune 
isomerisation des sites amoniques de l’enzyme induite par le ligand entramant 
une augmentation de leur affinite (K D,B < KDTA) [ll]. Par ailleurs, les valeurs 
des constantes de dissociation apparentes (Tableau I) sont de l’ordre de gran- 
deur de celles qui ont ete obtenues avec le precedent ligand (ref. 11, Tableau 
I). L’affinite pour le derive mkta apparart cependant legerement plus forte, 
confirmant ainsi les donndes cinetiques et chromatographiques de Picard [I91 
avec la mGme enzyme ainsi que celles de plusieurs auteurs [20--221 avec des 
acetylcholinesterases de differentes sources 

TABLEAU I 

VALEURS DES CONSTANTES DE DISSOCIATION APPARENTES (KU, n-lo4 Iw) 
DES COMPLEXES FORMES ENTRE LE POLY [m-A(N-ACRYL)PTMA-ACRYEAMIDE] 
ET LES FORMES MOLECULAIRES DES PHENOTYPES U, UA ET A DE LA CHOLIN- 
ESTERASE DU PLASMA HUMAIN 

Allozyme U purifiee par 
chromatographie 

Formes mokulaires 
non purifiees (plasma) 

C, A 1.28 * 0.32 
B 0.31 + 0.10 

C, A 
B 

* 

C, A 0.189 + 0.072 
B l * 

C, A 0.098 f 0.015 
B 0.023 * 0.003 

U UA A 

1.32 1.48 2.33 
0.29 0.41 0.56 

*** *** *** 

Formes moleculaires purifiies 
par pre-Blectrophorese 

U UA A --__ 

1.00 1.39 1.51 

0.118 §§ 0.214 

0.308 55 0.687 

0.108 @ 0.192 

l La forme C,, dim&e constitue d’une sous-unite C, associee a une sous-unite non enzyma- 
tique de plus petite taille [ 241 n’est pas copurifide avec les trois isomer-es de taille. 
** Confondue avec C,. 

***Determinations impossibles en raison du chevauchement de C, et C,. 
§RBsultats aleatoires par suite de la competition de proteines parasites. 
§§Valeurs fluctuant entre U et A. 

&de dire&e des formes molkulaires des trois phknotypes duns les kchantil- 
Eons de plasma 

L’&ude de la mobilite des quatre formes moleculaires de la cholinesterase 
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dans des plasmas de phknotype U, UA ou A, en fonction de la concentration 
en ligand, n’a fourni des donnkes immkdiatement interpr&ables que pour les 
formes C,. Pour les phknotypes U et A, le rapport des constantes de dissocia- 
tion apparentes (Ko app, A) des complexes C,-ligand est voisin de 2. Dans le 
cas du phknotype UA, en thkorie, deux zones C1, l’une de type U, l’autre de 
type A, devraient se &parer lorsque L augmente. Cependant, la faible diffken- 
ce d’affinitk apparente entre les deux enzymes, objectivhe par le rapport des 
Ko, ne permet pas leur r&solution dans nos conditions expkimentales. Aussi, 
la forme C1 de ce phknotype migre avec une mobilit intermkdiaire entre U et 
A (Tableau I). 

nM 

Fig. 1, Variation de R,,,;’ en fonction de L pour les quatre formes mol6culaires CC!,, C,, C,, 
C,) des phenotypes U, UA et A dans diffkents plasmas. n , phenotype A; 8, phbnotype UA; 
q , phenotype U. En pointill&. les formes C, dans 1 Stat B (0 I phenotype A; a, phenotype UA; 

0, phenotype U). 
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Les valeurs des K ~~~~ pour les formes C, et C3 n’ont pu etre calculees. 
En effet, l’affinite de C, pour le ligand, superieure a celle de C3, entrafne 
rapidement, lorsque L croit, le chevauchement de ces deux formes (Fig. 1). 

Les resultats concernant les formes C4 n’ont, par ailleurs, pu etre pris en con- 
sideration, en raison de leur caractdre aleatoire (Fig. 1). Une analyse de variance 
pratiquee sur les pentes des droites representant la variation de R,;' en fonc- 
tion de L a confirme que ces pentes ne different pas de facon significative dans 
leur ensemble. Leur variabilite a l’interieur d’un meme phenotype est en effet 
superieure a la dispersion factorielle lice aux differences d’affinite entre les 
trois phenotypes. Nous avons alors emis l’hypothese que cette variabilite etait 
inherente a la nature de la technique et resultait de la fixation aspecifique de 
proteines sur le ligand immobilise. Cette hypothese a et.6 verifiee en deux 
temps. 

Nous avons tout d’abord determine l’influence de la quantite de proteines 
dans l’kchantillon sur la mobilite de la forme C4 d’un plasma quelconque a 
concentration nulle en ligand et en parallele a concentration elevee (L = 1.80 - 
10m4). Dans les gels temoins (L = 0), l’inverse de la mobilite de C, (R,o-l) est 
independante de la quantite de proteines deposees, par contre, dans les gels 
d’affinite, elle decroit rapidement lorsque [P] augmente et tend vers R, ,--I 
(Fig. 2). Correlativement, on note apres coloration au Bleu de Coomassie ou 

1 I 

Fig, 2. ktude de la variation de R,,,i 1 de la forme C, en fonction de la quantite de proteines 
plasmatiques [P] dans i’echantillon. En trait plein (L = 1.80.IO-’ M) et en pointille (L = 0). 
La courbe en tirets (A) represente la quantite de proteines [p] arretees au sommet des gels 
de separation en fonction de [Pj lorsque L = 1.80~lo-’ M (les concentrations [pj deter- 
minces par densitometrie des gels sont exprimees en unites arbitraires). 
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precipitation par lo melange ethanol-acide acetique, la presence en quantite 
progressivement croissante de proteines [p] arretees a l’entree des gels de 
separation. Aucune activite arylesterasique n’est detectee a ce niveau. 

Dans un second temps, nous avons cherche a apprecier l’importance des 
variations qualitatives entre les plasmas. Nous avons opere avec des plasmas 
de phenotype U, UA ou A ayant la mGme concentration en protkines. Pour 
chacun d’eux, des d&pots de 10 yl/gel (environ 600 yg) ont 6th effect&s et les 
electrophorkses a T = 8% pratiquees respectivement en l’absence et en presence 
de ligand (L = 1.80. lo-‘). Apres migration, les gels de separation ont et& 
section&s a leur par-tie superieure sur une hauteur de 2 mm. Les tronqons 
isoles ont et& ensuite soumis a des electrophoreses a T = 6% et L = 0. Pour les 
troncons issus des gels contenant le ligand, les zones proteiques r&elees apres 
coloration au Bleu de Coomassie se repartissent a tous les niveaux des gels; 
leur nombre, leur position (R,) et leur intensite variant d’un echantillon a 
l’autre. 

Done, ces proteines dont la concentration est toujours tres supk-ieure a 
celle de la cholinesterase (5-10 mg/l), non detectee par la coloration au Bleu 
de Coomassie, varient qualitativement et quantitativement d’un plasma a 
l’autre. En raison du manque de specificite du ligand et/au du fonctionnement 
de la matrice comme un kchanqeur d’anions, elles se fixent au sommet des 
gels d’affinite et occupent les residus ligands disponibles sur des distances plus 
ou moins grandes selon leur concentration dans les khantillons. Or, la forme 
C4, peu mobile du fait de sa taille, traverse les gels d’affiniti! sur des distances 
di< do [d,(T=6%,L=0)=8--1Omm;; durant son parcours, elle est done en 
competition avec ces proteines et sa mobilite relative ne reflete plus son affinitk 
spkifique pour le ligand. 

hude des formes molkculaires isolbes par blectrophor&e 
En travaillant avec les formes moleculaires isolees par pr&electrophorese a 

T = 6%, nous avons pu estimer les constantes de dissociation apparentes des 
formes CZ, C3 et C4 inaccessibles dans les conditions precedentes, et confirmer 
les valeurs obtenues pour les formes C, des trois phenotypes (Fig. 3). 

Pour le phenotype C, nos resultats (Tableau I) sont cornparables en ce qui 
concerne C1, C3 et C4 a ceux auxquels nous avons eu acces avec l’enzyme 
purifiee. L’affinite relativement elevee de la forme CZ est, a premiere vue, 
paradoxale. En effet, cette enzyme est constituee d’un monomere C, lie par un 
pont disulfure 1231 6 une sous-unite plus petite, depourvue d’activite. Cepen- 
dant, CZ possede des propriktes electriques particulikes [24! apparaissant 
essentiellement likes a la nature de cette seconde sousunite dont la surface 
pourrait comporter un nombre relativement elevi! de residus aspartates et/au 
glutamates. La presence de ces groupements pourrait done expliquer la haute 
affinite de C!, vis-a-vis du p&sent ligand cationique. 

Le rapport des constantes de dissociation pour les quatre formes moleculaires 
des phenotypes U et A est voisin de 2 (Tableau I). L’affinite rkduite de l’en- 
zyme “atypique” par rapport a l’enzyme “usuelle” traduit l’alteration du sous- 
site anionique du centre actif et apporte un argument supplGmentaire en faveur 
de l’hypothese de Kalow et Davies [4;. Cependant, la difference d’affinite 
apparente entre les formes moleculaires des deux allozymes apparart moins 
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importante que ne le larssait prevoir les &arts entre les volumes d’elution 
des formes C4 des homozygotes (A, et U,) et de l’heterozygote UA (A4, A3U, 
A,U,, AU3 et U,) lors de leur separation par chromatographie d’affinite sur 
diaminocaproyl-phenyltnmethylammonium-Sepharose 4B [ 9; . Un calcul 
approche, tenant compte des observations d’O’Carra et al. [25], effect& a 
partir des don&es chromatographiques de La Du et Choi [9], permet d’at- 
tribuer au rapport de KL) app (C.,) des phenotypes A et U une valeur minimale 
de 4.5. 

Ce meilleur pouvoir separateur de la chromatographie d’affinite tient a 
plusieurs facteurs. La presence du bras espaceur e-aminocaproyle kloignant le 
ligand du support diminue les effets de matrice non specifiques et les contrain- 
tes steriques, et favorise l’accessibilite de l’enzyme a l’affinant. En electro- 

a) 

C 

(bi 

0 0 0 5 i)’ 

Fig. 3. 
LLJ.‘g’M 
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Fig. 3. Courbes reprksentatives de la variation de Rmc’ en fonction de L pour les quatre 
formes molkulaires des phenotypes U, A et VA lsolees aprPs pr&Blectrophorke des plasmas 
(2’~ 670, L = 0). (a) Forme C,. (b) forme (-,,, (ci forme C,, (d) forme C,. 

phorese d’affinite, la situation est plus complexe [26j. Dans notre cas, le 
ligand est directement couple a une chaine de polyacrylamide emprisonnee 
dans les mailles d’un gel de faible porosite line microdistribution en ilots du 
ligand peut provoquer au sem de ce gel des perturbations locales de la force 
ionique et du champ electnque. Par ailleurs, sous la pression du champ elec- 
trique, des transitions de phase du gel, induites par le ligand charge, ne sont 
pas a exclure [27]. Amsi, la conjonction d’effets steriques et electriques 
doit favoriser des interactions coulombrennes non specifiques, entre la surface 
de l’enzyme et le ligand, et entraiiner une diminution du pouvoir discriminant 
de ce demier vis-a-vis des allozymes 



Concernant le phenotype UA, la chromatographie d’affinite ne peut &parer 
nettement les cinq tetrameres de ce phenotype. Dans nos conditions experi- 
mentales, leur separation a et4 totalement impossible et les valeurs des KD app 
pour les formes CZ, C, et C4, fluctuant entre celles des formes correspondantes 
U et A, n’ont pu 6tre determinees, Pour la forme C1, nos resultats sont com- 
parables a ceux obtenus directement sur le plasma (Tableau I, Fig. 1 et 3a): 
l’affinitk de C1 (UA) apparait intermediaire entre celle de C1 (U) et celle de C!, 
(A). Toutefois. a partir de L = 0.2*10-’ M, sur le tote anodique de la zone Ci, 
un epaulement apparait de faGon inconstante. Pour des concentrations ~1~1s 
fortes en ligand, une seconde zone, peu intense mais plus mobile, correspon- 
dant vraisemblablement a C1 de type A, emerge peu a peu du pie principal (C, 
de type U). 

La synthese de ligands au pouvoir discriminant eleve permettant de &parer 
par electrophorese d’affinrte les differents hybrides de chaque forme molecu- 
laire du phenotype UA constit,ue l’un de nos objectifs. Sa realisation est la con- 
dition necessaire au developpement de cette technique pour le phenotypage 
des variantes de la cholinesterase du plasma humain. 

CONCLUSION 

La technique d’electrophorese d’affinite que nous developpons, bien que 
permettant de mettre en evidence des differences fonctionnelles minimes entre 
des allozymes, ne peut, dans son &at actuel, etre appliquee au phenotypage 
des variantes de la cholinesterase du plasma humain. Cet aspect pratique ne 
pourra etre aborde qu’apres levee de l’obstacle que constitue la presence, dans 
le plasma, d’autres proteines competitivrs de la cholinesterase. La resolution 
de ce probleme passe par la iecherche de nouveaux ligands de specificite plus 
etroite et plus discnminants et/au par la mise en oeuvre de techniques d’klec- 
trophorese d’affinite bidimensionnelle 

Au plan general, une telle demarche devrait permettre d’appliquer l’electro- 
phorese d’affinite, d’utilisation encore peu repandue en biochimie genetique 
[28, 29 j , h l’etude des iso- et allozymes dans des milieux biologiques com- 
plexes et entrainer un elargissement du champ du polymorphisme biochimique 
au-de18 de la variabilite elrctrophoretique mise en evidence par les techniques 
habituelles d’electrophorese et d’isofocahsation sur gel. 

RkSUMi? 

L’electrophorese d’affinite a ete appliquee a l’dtude des formes moleculaires 
de trois phenotypes de la choline&erase du plasma humain, l’enzyme usuelle 
U, l’enzyme atypique A et l’int,ermediaire UA. Les electrophorkses ont et6 
effectuees dans des gels de poiyacrylamide contenant un derive macromolecu- 
laire hydrosoluble du m-ammo(substituk)phenyltrim&.hylammonium im- 
mobilise dans la matrice. 

Les constantes de dissociation apparentes (KD app) ont et& estimees h 
partir de la mesure des mobilitds en fonction de la concentration en ligand. 

Le rapport des KD app des formes moleculaires des phenotypes A et U, 
approximativement egai 5 2, est, en accord avec l’hypothese selon laquelle le 
site anionique de l’enzyme atypique est modifie. 
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