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INTRODUCTION 

Dès n o t r e  e n t r é e ,  en 1960, dans son Labora to i re ,  l e  Professeur  

MONTREUIL nous a  con f i é  l a  t âche  d ' é t u d i e r  l a  composition en  glucides de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  q u ' i l  v e n a i t  d ' i s o l e r  du l a i t  de Femme. Ce genre de recher -  

che r e l e v a i t ,  en e f f e t ,  de n o t r e  s p é c i a l i s a t i o n  technique dans l e  dosage des  

suc re s .  Nos r é s u l t a t s  f u r e n t  exposés dans une première no te  parue en 1961.: 

J. MONTREUIL, G. BISERTE, S.  MULLET, G .  SPfK e t  N.  LEROY - Composition chi- 

mique de la  l ac tos idé roph i l i ne .  C.R. Acad. S c i . ,  1961, - 252, 4065. 

En 1965, à l a  s u i t e  d'un mémoire é l l i p t i q u e  de BLANC, BUJARD e t  

MAURON (1) paru dans l e  pér iodique  Expe r i en t i a ,  nous fames amenée à p a r t i c i p e r  

à l a  r édac t ion  d 'une mise au  po in t  qu i  pa ru t  dans le  même journa l  e t  dans 

l a q u e l l e  nous décr iv ions  l a  composition complète de la t r a n s f e r r i n e  e t  de la  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  : 

J. MONTREUIL, G.  SPIK, M. MONSIGNY, J. DESCAMPS, G .  BISERTE e t  M. DAUTREVAUX - 
Etude comparée de l a  composition en oses  e t  en amino-acides de l a  t r a n s f e r r i n e  

e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaines. Exper ien t ia ,  1965, 2 l ,  254. 

Ce t t e  é tude  r é v é l a ,  dans l a  composition de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  

quelques anomalies qu i ,  s ' a j o u t a n t  à des r é s u l t a t s  appor tés  pa r  l ' é lec t ropho-  

r è s e ,  l'immune-électrophorèse e t  l ' u l t r a - c e n t r i f u g a t i o n ,  nous amenèrent, 

- en  co l l abo ra t ion  avec J .  DESCAMPS -, à reprendre  d 'une manière systématique 

la ques t ion  de l ' i so lement  d 'une  l a c t o t r a n s f e r r i n e  pure .  En e f f e t ,  des échan- 

t i l l o n s  p ré sen ta i en t  fréquemment une hé t é rogéne i t é  dont  l a  na tu re  s e r a  d i s -  

c u t é e  p l u s  l o i n .  A l ' heu re  a c t u e l l e ,  ce  problème n ' a  pas  encore reçu,  malgré 

nos e f f o r t s ,  de s o l u t i o n  absolument s a t i s f a i s a n t e  e t  l e s  procédés que nous 

appliquons fou rn i s sen t  , c e r t e s ,  des p repa ra t ions  pures  mais avec des rende- 

ments re la t ivement  f a i b l e s .  

Nous sommes t o u t e f o i s  parvenue à préparer  des quan t i t é s  s u f f i s a n t e s  

de  l a c t o t r a n s f e r r i n e  pour en t reprendre  l ' é t u d e  comparée de l a  s t r u c t u r e  de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  t r a n s f e r r i n e  humaines. C e t t e  de rn i e re  nous 

é ta i t  fou rn ie  pa r  l ' I n d u s t r i e .  



Dans une première série d 'expériences,  nous avons exploré  l a  

c o n s t i t u t i o n  des groupements glycanniques e t  des copules p ro t é iques  dans 

l e u r  ensemble. Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus on t  Bté rassemblés dans 

l e s  mémoires su ivan t s  : 

3 .  MONTREUIL, G.  SPIK e t  A .  CBOSSON - Recherches s u r  l a  s t r u c t u r e  des glyco- 

p r o t é i d e s .  III - I d e n t i f i c a t i o n  chromatographique de l a  N-acétyl-lactosamine 

dans l e s  hydro lysa ts  de d i v e r s  g lycopro té ides .  Hypothèse de l ' e x i s t e n c e  d'un 

schéma généra l  de s t r u c t u r e  des g lycopro té ides .  C .  R.  Acad. S c i . ,  1962, 255, 
3493. 

3 .  MONTREUIL, A.  CNOSSON e t  G .  SPIK - Etudes s u r  l e s  g lycopro té ides .  I X  - 
Etudes c iné t iques  de  l 'hydro lyse  chimique des glycoprotéides.  Applicat ion 

à l'ovomucofde. Hypothèse de l ' e x i s t e n c e  d'un schéma généra l  de  s t r u c t u r e  de 

l a  f r a c t i o n  g luc id ique  des g lycopro té ides  d ' o r ig ine  animale. Bu l l .  Soc. 

Chim. B io l . ,  1965, 47, 1867. 

G.  SPIK e t  J. MONTREUIL - Etudes s u r  l e s  glycoprotéides.  X V I  - Etudes com- 

p a r a t i v e s  de l a  s t r u c t u r e  de la t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  hu- 

maines. "Finger-printing" des hydro lysa ts  prot6asiques des deux glycopro- 

t é i d e s .  C.R.'Soc. Biol . ,  1966, - 160, 94 .  

Dans une seconde s é r i e  de t ravaux,  nous avons abordé l ' é t u d e  

comparée des modal i tés  de l a  l i a i s o n  glycanne-protide dans l e s  deux glyco- 

p r o t é i n e s  e t  démontré, pour l a  première f o i s ,  l a  na tu re  de l a  conjugaison. 

Nous avons, en e f f e t ,  prouvé sans  ambiguité que, dans l a  t r ans fe r -  

r i n e ,  e x i s t a i e n t  deux groupements glycanniques unis  à l a  p r o t é i n e  pa r  une 

l i a i s o n  de  type ~-(f?-as~arty1)-~-acétyl~~ucosamin~lamine. Les premiers  r é su l -  

t a t s  f u r e n t  p u b l i é s  dans l e s  deux notes  su ivantes  : 

G. SPIK, M. MONSIGNY e t  J. MONTREUIL - E t u d e s u r  l e s  g lycopro té ides .  X I  - 
Mise en évidence d'une l i a i s o n  de  l ' a c i d e  a spa r t i que  avec l e  groupement muco- 

polyos id ique  dans l a  t r a n s f e r r i n e  humaine. C .  R .  Acad. Sc i . ,  1965, - 260, 4282. 

G. SPIK, M. MONSIGNY e t  3. MONTREUIL - Etudes s u r  l e s  g lycopro té ides .  X I I  - 
Mise en évidence d'une l i a i s o n  de l ' a c i d e  a spa r t i que  et de l a  glucosamine 

dans l a  t r a n s f e r r i n e  humaine. C. R. Acad. Sc i . ,  1965, 261, 1137. - 



Quelques mois auparavant, JAMIESON ( 2 )  avait décrit, dans une 

note, quelques glycopeptides qu'il avait isolés des hydrolysats pronasiques 

de la transferrine mais il ne précisait pas la nature de la liaison glycanne- 

protide. Un second mémoire de JAMIESON (3) ,  postérieur à nos deux notes 

n'apportait pas encore la solution de ce problème. 

Parallèlement à nos travaux sur la transferrine, nous menions une 

série de recherches sur la liaison glycannc-protide de la lactotransferrine. 

et démontrions l'existence de deux chaînes glucidiques unies à la protéine 

par une liaian de type N-(fLasparty1)-N-ac6tylglucosaminylamine et d'une 

troisièue chaîne conjuguée par une liaison O-thréonyl-glycosidique alcali- 

labile. Nos r6sultats furent communiqués, dès 1965, dans une conférence faite 

par MONSIGNY (4) au Symposium Technicon de Paris et publiés dans la note 

suivante : 

G. SPIK, M. MONSIGNY et J. MONTREUIL - XVIII - Etudes sur les glycoprotéides. 
Mise en évidence d'une liaison de l'acide aspartique et de la glucosamine 

et;dlune liaison O-thréonyl-glycosidique dans la lactotransferrine humaine. 

C.R. Acad, Sci., 1966, 263 D, 893. 

Cette publication &tait postérieure à une note de GOT (5) dans 

laquelle cet auteur donnait la composition de glycopeptides préparés à partir 

dlhydrolysats pronasiques de la lactotransferrine sans préciser la nature de 

la liaison glycanne-protéine dans cette glycoprotéine. Dans un article pos- 

térieur à notre note, GOT, GOUSSAULT et FONT (6) con£ innèrent 1' existence 

d'une liaison O-glycosidique de la thréonine dans la lactotransferrine. Enfin, 

qous avons rassemblé tous nos résultats dans un mémoire dont le texte était 

celui d'une confgrence faite par le Pr. MONTREUIL au 4è Symposium sur la 

Chromatographie, de Bruxelles (14-15 septembre 1966) : 

G. SPIK et J. MONTREUIL - Etude comparée de la nature de la liaison glycanne- 
protéine dans la transferrine et dans la lactotransferrine humaines. Chroma- 

- l 
tographie-Symposium IV, Arscia éd., Bruxelles. 

Le but de cette introduction, Bkait, d'une part, de montrer que, 

malgr6 la durée de nos travaux, nos résultats sont restés originaux et ont 

conserve leu= antériorité et, d'autre part, de pr6ciser le plan de notre 

mémoire. 



Nous présenterons successivenent, après un bref historique sur la 

transferrine et sur la lactotransferrine humaines : 

1 - le problème de la préparation de la lactotransferrine ; 
2 - la question de la fixation du fer par ces deux glycoprotéines ; 
3 - les propri6tés physiques des deux transferrines ; 
4 - l'étude comparée des fractions glycanniques ; 
5 - l'étude comparée des copules protéiniques ; 
6 - les modalités de la liaison glycanne-protéine dans les deux protgides . 



GENERALI TE S 

Nous exposerons, dans ce chap i t r e ,  les r é s u l t a t s  qu i  on t  é t é  ac- 

q u i s ,  dans d i f f é r e n t s  l a b o r a t o i r e s ,  s u r  l e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques 

e t  b io logiques  e t  s u r  l a  s t r u c t u r e  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de la  l ac to t r ans -  

f e r r i n e .  



1 - HISTORIQUE DE SA DECOWRTE 

La découverte ,  dans l e  sérum de d i f f é r e n t s  animaux, d'un p r o t é i d e  

capable  de  f i x e r  réversiblement  l e  f e r  : la  t r a n s f e r r i n e  ou s i d é r o p h i l i n e ,  

s ' e s t  e f f ec tuée  en p l u s i e u r s  é tapes .  

A - Mise en évidence de f e r  non héminique dans l e  plasma 

L ' h i s t o i r e  de  l a  découverte de l a  t r a n s f e r r i n e  commence r g e l l e -  

ment en 1925 par  l a  mise  en évidence, par  FONTES e t  THIVOLLE (18) de f e r  non 

porphyrinique dans les cendres du plasma de Cheval. Cependant, dès  1891, 

SOCIN (19) a v a i t  déjà s i g n a l é  l a  présence de f e r  dans du sérum non hémolysé 

mais son observat ion n e  r e ç u t  aucune app l i ca t ion .  En 1927, HENRIQUES e t  

ROCHE (20) e t  WARBURG e t  KREBS (21) mettent  au p o i n t  des  procédes de dosages 

du f e r  plasmatique non héminique e t  t rouvent  des  va l eu r s  comprises e n t r e  

50  e t  220 pg p. 100 m l  de plasma. 

B - Local i sa t ion  du f e r  dans l e  plasma humain 

En 1927-1933, BARKAN (22,23) démontre q u ' i l  ne s ' a g i t  pas  de f e r  

"minéral" mais que l e  méta l  ne d i a l y s e  pas aux pH physiologiques.  Au c o n t r a i -  

re, ap rès  a c i d i f i c a t i o n ,  l e  f e r  devient  u l t r a f i l t r a b l e .  L 'auteur  (24) con- 

c l u t  que l e  f e r  e s t  l i é  à des p ro t é ines  e t  i s o l e  avec SCHALES (BARKAN e t  

SC HA LES(^^)), en 1937, p a r  p r é c i p i t a t i o n  pa r  l e  s u l f a t e  d'ammonium à 

demi-saturat ion,  un complexe fe r -g lobul ines  q u i  c o n t i e n t  l a  t o t a l i t é  du f e r  

- - - - --- - -- 

(+) Revues générales  : LAURELL, 1952 (7)  ; DREYFUS-SCHAPIRA, 1955 (8)  ; 
SCHULTZE, HEIDE e t  MÜLLER, 1957 (9)  ; RAMSAY, 1958 (10) ; DREYFUS e t  
sCHAPIRA, 1958 (11) ; LAURELL, 1960 (12) ; PUTNAM, 1965 (13) ; BEARN 
e t  PARKER, 1966 (14) ; SCHULTZE e t  HEREMANS, 1966 (15) ; P r o t i d e s  of  
t h e  Bio logica l  F l u i d s ,  1967 (16) ; JEPPSSON, 1967 (17) .  



plasmatique. STARKENSTEIN e t  HARVALIK (26) parviennent simultanément à l a  

même conclus ion. 

En 1941, VAHIQUIST (271, par  électrophor&se,  e t  YOSHIKAWA, HAHN 

e t  BALE (281, par  fractionnement du sérum après i n j e c t i o n  de f e r  radio-ac t i f ,  

montrèrent,  eux auss i ,  que l e  f e r  é t a i t  l o c a l i s é  su r  les globulines a e t  , 
mais auss i ,  en tres f a i b l e  quan t i t é ,  au niveau des albumines. C e  dernier  r é  - 
s u l t a t  ne  r e ç u t  pas de confirmation u l t é r i e u r e .  

C - Mise en évidence d e  l a  r é v e r s i b i l i t é  de l a  formation du complexe 
fer -proté ide  

HOZMBERG e t  LAURELL (29) e t  SCHADE e t  CAROLINE (30) (+) montrèrent 

que l a  globuline sér ique  f i x a n t  l e  f e r  n ' e s t  pas sa tu rée  en métal  e t  que 

l ' a d d i t i o n  de sels de f e r  au sérum provoque l e  développement d'une colora t ion  

saumon qu i  a t t e i n t  un.maximum quand 300 )ig environ de f e r  ont  é t é  f ixés  par  

100 m l  de sérum, Cet te  r éac t ion  de f i x a t i o n  du f e r  e s t  r é v e r s i b l e  (LAuRELL) 

(32). A cé pre té ide .  responsable du t ranspor t  de f e r  plasmatique, HOLMBERG 

e t  LAURELL (33), en 1947, donnèrent l e  nom de t r ans fe r r ine .  SCHADE, REINHART 

e t  LEVY (34) proposèrent, en 1949, l e  terme de s idérophi l ine  pour exprimer 

l ' a f f i n i t é  pour l e  f e r  de l a  globuline.  

D - Isolement des t r ans fe r r ines  

Grace à leur  p r o p r i é t é  de f i x a t i o n  du f e r ,  a s soc iée  à leur  pouvoir 

bac té r ios ta t ique  m i s  en évidence par  SCHADE et CAROLINE (351, l e  repérage 

des t r a n s  f e r r i n e s  au cours des opéra t ions  de fractionnement des sérums de 

d ivers  animaux é t a i t  a i s é  e t  permit de mettre au point ,  rapidement, des pro- 

cédés d'isolement. 

En 1947, LAUREL e t  INGELMAN (36) décrivent  la  prépara t ion  de l a  

t r a n s f e r r i n e  du Porc e t  parviennent à l a  c r i s t a l l i s e r  en 1953. En 1949, 

SURGENOR, KOECHLIN e t  STRONG (37) modifient l a  "méthode 6" de COHN e t  obtien- 

nent ,  à p a r t i r  du plasma humain, une " f rac t ion  IV-7" t r è s  en r i ch ie  en trans-  

f e r r i n e  à p a r t i r  de laquel le ,  en 1952, KOECHLIN (38) prépare c e t t e  dernière  

à l ' é t a t  c r i s t a l l i o 6 .  

(+) SCHADE e t  CAROLINE é t a i e n t  parvenus à ce  r é s u l t a t  en étendant  au sérum 
l e s  recherches q u ' i l s  poursuivaient  s u r  l e  blanc d'oeuf e t  q u i  l e s  avaient  
conduits  à i d e n t i f i e r  ii l a  conalbumfne le  proté ide  f i x a n t  du f e r  (313, 



Depuis, de nombreux procédés ont été proposés dont nous décrivons 

ci-dessous les principes. Ils permettent d'obtenir des quantités élevées de 

transferrine pure dont les propriétés physico-chimiques et biologiques sont 

étudiées principalement depuis les 7 ou 8 dernières années. 

II - PREPARATION DE LA TRANSFERRINE HUMAINE 
La transferrine humaine est obtenue, avec les meilleurs rendements, 

à partir de prdparations enrichies provenant de fractionnement du plasma par 

le procédé à l'éthanol de COHN et coll. ou par le procédé au rivanol de 

HOVRE~SI et SMETANA. 

Nous nous limiterons à l'exposé du principe des différentes métho- 

des qui ont été proposées. 

A - PREPARATION DE LA TRANSFERRINE A PARTIR DES "FRACTIONS DE COHN" 
En 1945, COHN (39) décrit un procédé de fractionnement des pro- 

téides plasmatiques par un gradient d'éthanol associé à des variations de 

température, de pH, de force ionique et de concentration en protéides. Il 

obtient de cette manière 6 fractions. En 1946, SCHADE et CAROLINE (40) qui 

étudiaient- l'action inhibitrice sur la croissance de Shigella dysenteriaa 

(voir p. 7 ) des fractions de COHN, observent que la fraction IV-3,4 possède 

l'activité maximale. Ces auteurs montrent, en outre, que l'addition de sel de 

fer développe, uniquement avec cette fraction, une coloration rose-saumon 

identique à celle que fournit la conalbumine de l'oeuf et caractérisaient 

ainsi la protéine responsable du transport du fer plasmatique. Malheureuse- 

ment, la grande complexité de composition de la fraction IV-3,4 du "frac- 

tionnement 1" de COHN, ne permit pas d'isoler la transferrine à partir de 

cette fraction. 

Malgré les perfectionnements apportés à son procédé par COHN, 

aucune des fractions qu'il obtenait ne renfermait de proportions importantes 

de transferrine. Par exemple, la fraction IV-4 de la "méthode 6" de COHN 

contenait, - outre la transferrine -, de la choline-estérase, de la sérum- 
albumine, des a-lipoprotéines, des a et des ? globulines. 

2 



En 1949, SURGENOR, STRONG, TAYLOR, GORDON e t  GIBSON (41) e t  

SURGENOR, KOECHLIN e t  STRONG (42) sous-fract ionnent  l a  f r a c t i o n  IV-4 de 

COHN de manière à é l iminer  l a  chol ine-es té rase ,  l 'a lbumine e t  l e s  l i popro té i -  

nes  e t  ob t iennent  une f r a c t i o n  à 76 p.100 de  t r a n s f e r r i n e  q u ' i l s  appe l l en t  : 

f r a c t i o n  IV-7. Malgré p lus i eu r s  t e n t a t i v e s ,  l e s  au t eu r s  ne  parviennent  pas 

à o b t e n i r  l a  t r a n s f e r r i n e  à l ' é t a t  pur à cause d ' i n t e r a c t i o n s  énergiques 

e n t r e  c e t t e  protBine et  l e s  a -globul ines  présentes  dans l a  f r a c t i o n .  
2  

KOECHLIN ( 4 3 )  r é u s s i t ,  l e  premier,  à o b t e n i r  de la t r a n s f e r r i n e  

pure  en soumettant l a  f r a c t i o n  IV-7 à un sous-fractionnement éthanol ique e t  

en f a i s a n t  v a r i e r  les condi t ions  d e  pH e t  de  fo rce  ionique.  A l a  s u i t e  de 

KOECHLIN, d ' a u t r e s  au t eu r s  proposèrent  des procédés fondés s u r  l e  même p r inc i - .  

pe. P lus  récemment, l a  chromatographie s u r  échangeurs d ' i ons  a  é t é  appl iquée 

avec succès.  

1 - SOUS-FRACTIONNEMENT DE LA FRACTION IV-7 

a - Procédé de KOECHLIN (44) 

Le procéd6 de KOECHLIN est fondé s u r  l a  recherche  systématique des 

me i l l eu re s  condi t ions  de fo rce  ionique,  de pH et  de concent ra t ion  en p r o t é i -  

des  a appl iquer  à l a  f r a c t i o n  IV-7 pour r é d u i r e  au maximum l e s  i n t e r a c t i o n s  

pro té ines-pro té ines .  Dans c e r t a i n e s  condi t ions ,  il p r é c i p i t e  d'abord s é l e c t i -  

vement les g lobul ines  a ( f r a c t i o n  IV-7-11, p u i s  l a  t r a n s f e r r i n e  ( f r a c t i o n  2 
IV-7-21 pure  à 95 p.  100. 

Dans une seconde s é r i e  de  t ravaux,  KOECHLIN f i x a  l e s  condi t ions  

su ivantee  de  l a  c r i s t a l l i s a t i o n  de l a  t r a n s f e r r i n e  : 

0,Ol- 0,02 
(ch lorure)  

Concent tatfon en é thanol  
p. 100 10 - 14 

Concentrat ion en p ro t é ines  
p. 100 8 - 10 

Température O - 3 ° C  

6 , 1  - 6 ,5  

0,Ol- 0,05 
(ch lorure  ou a c 6 t a t e )  



La cristallisation B pH 6,? est réservée à des préparations 

IV-7-2 pures à 95 p.100. Seules les préparations possédant un degré de pure- 

té supérieur cristallisent à pH 5,2 - 5,5. Deux ou trois cristallisations 
successives fournissent la transferrine homogène en électrophorèse et en 

ultracentrifugation. Toutefois, la purification de la transferrine par la 

cristallisation reste un procédé délicat. En outre, les rendements sont 

faibles. 

b - Procédé dlIWîAN 
INMAN (45) améliore le sous-fractionnement de la fraction IV-7 

de SURGENOR et coll. et le rendement de la cristallisation. Toutefois, les 

rendements restent faibles et INMAN et coll. (46) furent amenés à modifier 

profondément le procédé de KOECHLIN et de l'associer, en particulier, à la 

chromatographie sur échangeurs d'ions. 

2 - SOUS-FRACTIONNEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DES FRACTIONS DE CORN 
a - Procédé dlINMAN et coll. 
INMAN et coll. (47) utilisent la fraction IV-4 de la "méthode 6" 

de COHN, - au lieu d'utiliser la fraction IV-7 comme matériel de départ. La 
principale modification apportée par les auteurs consiste à saturer la trans- 

ferrine en fer, de manière Zi augmenter de 40 fois sa solubilité et de favori- 

ser sa séparation par précipitation fractionnée des impuretés. La pr6cipi- 

tation de la transferrine elle-même est précédée d'un traitement par 1'EDTA 

de manière à augmenter son insolubilité en la privant de fer. Les auteurs 

obtiennent de cette manière une pr6paration (fraction IV-4-c) qui contient 

80 à 85 p.100 de transferrine dont la purification est achevée par chromato- 

graphie sur DEAE-cellulose (qui la débarrasse des globulines Y G), puis sur 

CM-cellulose (qui élimine la sérumalbumine et les globulines al). 

Ce procédé permet de préparer rapidement des quantités élevées de 

transferrine pure à 91-95 p.100. 

b - Procédé de WINDLE et col',. 
WINDLE, WIERSEMA, CLARK et FEENEY (48) isolent la transferrine 

B partir de la fraction IV-7-2 de KOECHLIN, préalablement saturée en fer, 

qu'ils soumettent à la chromatographie sur DEAE-cellulose. L'élution est 



e f f ec tuée  avec un tampon 0 , O l M  tris - HC1, de pH 8 ,5  avec des concentra- 

t i o n s  c ro i s san te s  en ClNa : 0,05  M - 0,075 M - 0 , l M  et 0,15 M. La t r a n s f e r -  

r i n e  e s t  é luée  avec l e s  tampons renfermant 0,05 e t  0 ,875M.de Clla. 

c - Procédé d'AISEN e t  c o l l .  

AISEN e t  c o l l .  (49) u t i l i s e n t  la  f r a c t i o n  IV-7 de SURGENOR e t  c o l l .  

dont i l s  e x t r a i e n t  l a  t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r  p a r  chromatographie s u r  

DEAE-Sephadex A-50. (tampon tris de pH 8 ; grad ien t  de concent ra t ion  de 

0,07 à 0,15 M). 

B - PREPARATION DE LA TRANSFERRINE PAR LES METHODES AU RIVANOL 

Le l a c t a t e  de  6,9-diamino-2-éthoxy-acridine ou r i v a n o l  possède l a  

p r o p r i é t é  de p r é c i p i t e r  dans c e r t a i n e s  condi t ions  de  pH, de f o r c e  ion ique  e t  

de concent ra t ion  en r i v a n o l  l a  majeure p a r t i e  des p ro t é ides  s é r iques .  Fondé 

s u r  c e  pr inc ipe ,  un procédé de  fractionnement du plasma a é t é  d é c r i t  pa r  
'.l 

H O ~ J S I  e t  SMETANA (501, en 1956. Dans l e  surnageant  obtenu ap rès  p r e c i p i t a -  

t i on ,  à 20°C e t  à pH 7,3, de 2 volumes de  plasma p a r  7 volumes de r i v a n o l  

à 0,4  p.100, e t  à l a  température de l a  p i è c e ,  l e s  au t eu r s  o n t  t rouvé  dans le  

f i l t r a t ,  à c8 té  de la sérumalbumine e t  des g lobul ines  YG, une g lobu l ine  8 .  
En 1958, BOETTCHER et  c o l l .  (51) reprennent  les é tudes  f a i t e s  

q f  

par  HO&JSI e t  SMETANA et  déc r iven t  une méthode de p u r i f i c a t i o n  de l n  glo- 

b u l i n e @  présen te  dans l e  surnageant après  p r é c i p i t a t i o n  pa r  l e  r i v a n o l  e t  

l ' i d e n t i f i e n t  à l a  t r a n s f e r r i n e .  

1.- Procédé de BOETTCHER, KISTLER e t  NITSCHMAN (52) 

La méthode de  BOETTCHER e t  c o l l .  e s t  fondée su r  l a  grande so lubi -  

l i t é  de  l a  t r a n s f e r r i n e  en présence du r i v a n o l  à des pH supé r i eu r s  à 7. En t r e  

pH 8 e t  10, l a  sérumalbumine e s t  p r é c i p i t é e  en  t o t a l i t é  e t  il demeure dans 

l e  surnageant les g lobul ines  YG et la t r a n s f e r r i n e  q u i  peuvent ê t r e  séparées  

par  p r é c i p i t a t i o n  é thanol ique  e f f ec tuée  à basse  température e t  à des concen- 

t r a t i o n s  e t  à des pH d i f f é r e n t s  : les g lobu l ines  YG sont  d 'abord p r é c i p i t é e s  

par  l ' é t h a n o l  B 25 p.100 e t  à pH 6 ,8  e t  la  t r a n s f e r r i n e  e s t  p r é c i p i t é e  du 

f i l t r a t  par  l ' é t h a n o l  à 40 p.100 e t  à pH 5,8. Les rendements a t t e i g n e n t  2  g 

de t r a n s f e r r i n e  p u r e  à 90 p.100 pour 100 g de  p r o t é i d e s  s é r iques  to taux .  

La t r a n s f e r r i n e  e s t  e n s u i t e  p u r i f i é e  par  un nouveau fractionnement 

au r ivano 1. 



2 - Procédé de KISTLER e t  c o l l .  (53) 

En 1960, KISTLER e t  c o l l . ,  pa r  l a  mesure de l a  c a p a c i t é  de f ixa -  

t i o n  du f e r ,  démontrent que l e s  p répa ra t ions  de  t r a n s f e r r i n e  obtenues pa r  

l e  f ract ionnement  au  r ivano l  s e lon  BOETTCHER e t  c o l l .  (54) cont iennent  

jusqu'à 40 p.100 d' impuretés e t  i ls  proposent  un procédé de purff icàtAon 

fondé s u r  l a  c r i s t a l l i s a t i o n  de l a  t r a n s f e r r i n e  dans l e s  condi t ions  d é c r i t e s  

par  INMAN pour l a  f r a c t i o n  I V - 7  de  COHN (55). Ce procédé permet d ' ob ten i r  

des q u a n t i t é s  é levées  de t r a n s f e r r i n e  t r è s  pu re  à p a r t i r  du plasma humain 

ou encore à p a r t i r  de t o u t e  f r a c t i o n  e n r i c h i e  en t r a n s f e r r i n e .  

3  - Modif ica t ions  aux méthodes précédentes  

De nombreuses modi f ica t ions  de l a  technique de KISTLER e t  c o l l .  

on t  é t é  proposées.  E l l e s  p o r t e n t  : 

- s u r  les condi t ions  de p r é c i p i t a t i o n  par  le r i v a n o l  ; 

- s u r  l e s  condi t ions  d ' é l imina t ion  de ce  de rn i e r  ; 

- s u r  l e s  condi t ions  de p u r i f i c a t i o n  de l a  t r a n s f e r r i n e .  

Comme nous ne  pouvons d é c r i r e  en d é t a i l  tous ces  procédés,  nous 

l e s  avons rassemblés dans l e s  tab leaux  1 (p. 13) ,  II (p. 14) e t  III (p. 15).  

4 - Procédé de SCHULTZE 

Dans l e s  l a b o r a t o i r e s  de  l a  f i rme BEHRINGWERKE, SCHULTZE et  c o l l .  

on t  m i s  au  p o i n t  p l u s i e u r s  procéd6s généraux de  fractionnement du sérum 

qu i  a s soc i en t  l e  r e l a rgage  par  l e s  s e l s  n e u t r e s  e t  par  l ' é t h a n o l ,  l a  p réc i -  

p i t a t i o n  au  r i v a n o l ,  la  chromatographie p r é p a r a t i v e  d ' abso rp t ion  e t  d'échan- 

ges d ' i ons ,  l ' é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  de convection ou s u r  g e l s  d ive r s .  

Ces méthodes o n t  f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses desc r ip t ions  (vo i r , pa r  exemple, 

SCHULTZE, GOILNER e t  c o l l .  (56) ; HEIDE e t  HAUPT (57) ; HEIDE, HAUPT e t  

STORIKO (58))  e t  on t rouvera ,  dans l e  remarquable ouvrage de  SCHULTZE e t  

HEREXANS, Molecular Biology of Human P r o t e i n s  (59) ,  un c h a p i t r e  consacré 

aux procédés de fractionnement des p r o t é i d e s  plasmatiques dans lequel  son t  

d é c r i t e s  les méthodes de p répa ra t ion ,  à l ' é c h e l l e  i n d u s t r i e l l e ,  de  l a  t r ans -  

f e r r i n e .  Nos recherches ont  é t é  e f f ec tuées  s u r  de t e l s  é c h a n t i l l o n s  mais 

nous ne  connaissons pas  l e s  d é t a i l s  techniques de l e u r  p répa ra t ion .  



Tableau 1 

Condit ions de p r é c i p i t a t i o n  des p r o t é i d e s  s é r i q u e s  pa r  l e  r i v a n o l  

( a )  Sérum de Boeuf 
(b)  Non p r é c i s é  

Les a u t e u r s  donnent comme s e u l e  p r é c i s i o n  : p r o t é i n e s  3 p. 100 ; r i v a n o l  0,87 p.  100. 
En s o l u t i o n  dans un tampon t r i s  5mM de pH 8 , s  

Références 

-4 

HOVRPJSI e t  S?ZTANA (a) 

Nature de l a  

s o l u t  ion 

de dépa r t  

-- -- 
Sérum 

Sérum 0 , 4  p .  100 3,5 0 ,15  9,4 0°C BOETTCHER e t  c o l l .  ( 61 ) 
1 1 

KISTLER e t  c o l l .  ( L 2 )  

NACLER et c o l l .  ( 63 ) 

ROOP e t  PUTNLIM ( fj!+ ) 

-7. p. 100 

- -- - --- 

Sérum (a)  3  ( b )  PATRAS e t  STONE (55 ) 

ROBERTS, MAKEY e t  SEAL . 

-- ( 6 6 )  
------~- - - - -- 

Sérum d i l u é  à 3 p. 100 

de p r o t é i d e s  ( c l  ( c  1 ' (b) [HEIDE e t  HAUPT ( 67 ) I 

J HEIDE, HAUPT, STORIKO 

1 et  SCHULTZ E ( 68 ) 

i-_-- -- O 

Sérum s a t u r é  en f e r  d i l u é  

avec 3  v o l .  de t r i s  5mM 096 P. 100 (d)  20'C SUTTON e t  KARP ( 69 ) 

Concentrat ion de 

l a s o l u t i o n d e  

r ivano 1 

0 , 4  p. 100 

Volumes de so- 

l u t i o n d e r i v a -  

no1 a j o u t é e  

---.. 

395 

Température. 

2 0 " ~  

Force 

ion iqiie 

-- 

- 

pH 

7 , 3  



Tableau II 

Procddés d 'é l imina t ion  du r i v a n o l  des f i l t r a t s  

l Méthodes 
------.-- 

Dialyse c o n t r e  un tampon phosphate 

0 , 0 2  M pH 6,3, s u i v i  d'un passage 

s u r  colonne de CM-cellulose 

Références 

Passage s u r  charbon actipt5 

-- -- --- -- 

- NAGLER, KOCHWA et WASSERMAN ( 7 3 ) 

- BOETTCHER e t  c o l l .  ( 70 ) 

- K I S T L E R  e t  ~011. (7l > 
- PATRAS e t  STONE (2 

Addition de 5 p. 100 de ch lo ru re  de sodium - HEIDE, HAUPT, S T ~ R I K O  e t  SCHULTZE ( 74) 

I 

Passage s u r  amidon de pomme de  t e r r e  - SUTTON e t  KARP ( 75 ) A-- 
Passage s u r  colonne de Sephadex - 6-25 1 - ROOP e t  PUTNAM ( 7 6 

I 



rl 
'a) - 
a 



Depuis les premiers travaux de PETERSON et  SOBER (851, l a  chro- 

matographie s u r  des c e l l u l o s e s  modifiées e t ,  en p a r t i c u l i e r ,  su r  l a  DEAE- 

ce l lu lose ,  a été largement u t i l i s é e  pour préparer  l a  t r ans fe r r ine .  Une revue 

générale de l a  quest ion a été ef fec tuée  par  PETERSON e t  SOBER (86). 

JAMES e t  STANWORTH (87) ont  r é a l i s é  une étude c r i t i q u e  des procé- 

dés de fractionnement des proté ines  sér iques  par  chromatographie s u r  DEAE- 

ce l lu lose .  Les auteurs  ant montré que l ' a f f i n i t é  de la t r a n s f e r r i n e  pour 

l 'échangeur d ' ions v a r i a i t  avec l a  teneur en t r a n s f e r r i n e  du mélange de pro- 

t é i d e s  à p u r i f i e r  : l a  t r a n s f e r r i n e  pure est éluQe avec un tampon phosphate 

0,01 Ml  de pH 7,6, tandis  que l a  t r a n s f e r r i n e  présente  dans l e  sérum t o t a l  

est é luée  avec un tampon phosphate 0,02 M, de pH 6,3. Lea auteurs expl i -  

quent c e t t e  d i f férence  par  une modificat ion de l a  configurat ion moléculaire 

de l a  t r a n s f e r r i n e  quand e l l e  est combinée B d 'au t res  molécules de proté ides  

sér iques ,  ou par  des d i f fé rences  de teneur en f e r  de la  proté ine  ou encore 

par  l ' ex i s t ence  de p lus ieu r s  t r ans fe r r ines .  

Nous avons préc is& dans les  tableaux I V  et V (p. 17 e t  18) quelques condi t ians  

appliquées par l e s  auteurs  pour i s o l e r  l a  t r a n s f e r r i n e  directement B p a r t i r  

du s6rum humain ou B p a r t i r  de f r ac t ions  t r k s  en r i ch ies  en ce  proté ide  (voi r  

a u s s i  les paragraphes précédents ) . 

D - CONCLUSIONS 

Les procédés de prépara t ion  de l a  t r a n s f e r r i n e  sont  t rop  nombreux 

pour que l ' on  puisse  conclure que l e  prcblème de l ' isolement de ce composé 

pur e t  a l ' é t a t  n a t i f  s o i t  résolu .  Pour t e n t e r  de f a i r e  l e  point  de c e t t e  

question, FREEMAN (88) a préparé l a  t r a n s f e r r i n e  en appliquant t r o i s  procédés 

d i f  f  é ren t s  : 

1 - Chronatographie su r  DEAE-cellulose de l a  f r ac t ion  I V  de COHN. 

2 - P r é c i p i t a t i o n  au r ivanol ,  s u i v i e  d'un re largage  par  le  su l -  

f a t e  d'ammonium e n t r e  45 e t  65 p.100 de s a t u r a t i o n  e t  d'une p u r i f i c a t i o n  eur 

DEAE-cellulose. 

3 - Fractionnement s u r  DE&-cellulose du sérum e n t i e r .  L t é l u t i o n  

est r é a l i s é e  par  un tampon phosphate. Le 3è p i c ,  renfermant de l a  t r a n s f e r r i n e  



Tableau I V  

Conditions d ' isolement  de la  t r a n s f e r r i n e  pa r  chromatographie 
s u r  c e l l u l o s e s  modif iées  

---- 
S6rum e n t i e r  

r 

Nature du m a t é r i e l  

de  dépar t  

P r é c i p i t é  AP1 du f r ac t ion -  
nement ' 3 1 '6 the r  de 
KEKWICK e t  Mc KAY (95) DEAE 

Nature de 
l1échangeur  

d ' ions 

DEAE 
DEAE 

DUE 

DEAE 

TUE 
CM 

F rac t ion  obtenue par  
r e l a rgage  au s u l f a t e  
d ' amrnon ium 

Nature du tampon Procédés de 

pur i f  i c a t  ion 

DEAE 

Références 1 
---- 

Phosphate 0,02 M, pH 6,3 
Phosphate 0,002 M, pH 7 

Phosphate 0,005 M, pH 7 

phosphate y 0,015, pH 6,4 

Phosphate 0 , l  M, pH 7 , l  
Phosphate 0,005 M, pH 6 
à 7,5 

- 

Chromato s u r  
hydroxy lapa t i t e  
Chromato s u r  
Sephadex G 50 
Electroph.  g e l  
d ' amidon 

1 Phosphate 0,005 M, pH 7,4 1 

Acéta te  0,02 M, pH 5,2 

JAMES e t  STANWORTH (89) 
ROBINSON e t  PIERCE (gQ) 
ROBINSON et  c o l l .  (91) 

Chromato s u r  
DEAE-cellulose 

ROBINSON et PIERCE (92) 

CHARLWOOD (93) 
SHIRASAWA (94) 

JEBISSONet SJOQUIST (95) 

JONES e t  PERKINS (97) 

BEZKOROVAINY et c o l l .  (9 ) 

Frac t ion  é thanol ique  

F rac t ion  p obtenue par  
é l ec t rophorèse  en g e l  
d ' am idon 

Phosphate 0,005 à 1 M, 
pH 6 à 7,5 3PPSSON e t  SJOQUIST (99) 

----- --- 
CS 

Phosphate 0,025 M PARKER e t  BEARN (99 a) 



Tableau V 

Conditions d ' isolement  de l a  t r a n s f e r r i n e  pa r  chromatographie 

s u r  Sephadex modi f iés .  

Nature du 

m a t é r i e l  de dépar t  

ff 

Nature de 1 '6-  

changeur d ' i ons  Nature du tampon 

- - -_ - - .- II-- 

Plasma d i a l y s é  

Frac t ion obtenue 

par  chromato sur 

Sephadex .G 200 

F rac t ion  obtenue par  

é l ec t rophor&se  s u r  

Pevikon C 870 

---- 

Phosphate 0 ,04  M ; 

PH 5,9 

Tris-HC1 0 ,05  à 

0,2 M ; pH 8 

___ __- 
DEAE- Sephadex A-50 

DEAE-Sephadex 

DEAE-Sephadex A-50 

Procédgs de 

p u r i f i c a t i o n  Références 

Relargage so4 Am2 

+ DEAE-S ephadex 

(tampon t r i s )  

+ DUE-Sephadex 

(tampon borate-  

phosphate) ROBERTS et c o l l .  (99b) 

GELOTTE e t  c o l l .  (99c) 

CHARLWOOD ( 99d) 

., 



et dea globulinesY , e s t  soumis à une g lec t rophorèse  p r é p a r a t i v e  en g e l  

d'amidon à pH 9 , l .  

Ces t r o i s  p répa ra t ions  de t r a n s f e r r i n e  possèdent l e s  p r o p r i é t é s  

communes su ivan te s  : 

1 - E l l e s  f i x e n t ,  t ou t e s  t r o i s ,  l e  f e r  d 'une manière ident ique .  

2 - En é lec t rophorèse  s u r  p a p i e r ,  e l l e s  migrent comme des glo- 

bu l ines  P . 
3 - En u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  e l l e s  possèdent l a  même cons tan te  

de  sédimentat ion.  

4 - E l l e s  son t  antigéniquement ident iques .  Toutefois ,  une d i f f é -  

r ence  très marquée s e  mani fes te  e n t r e  ces  t r o i s  prépara t ions  en l ' é l e c t r o -  

phorèse en g e l  d'amidon, 

En e f f e t ,  l a  f r a c t i o n  préparée  pa r  l e  r i v a n o l  s e  d i s s o c i e  en 2 

bandes qu i  possèdent  une v i t e s s e  de migra t ion  p l u s  l e n t e  que l a  t r a n s f e r r i n e  

p ré sen te  dans l e  sérum e t  l a  t r a n s f e r r i n e  préparée  par  DEAE-cellulose e t  g e l  

d'amidon. En o u t r e ,  des exp4riences b io logiques  r é v è l e n t  que l a  p répa ra t ion  

de t r a n s f e r r i n e  obtenue pa r  l a  2è mathode e s t  c a t a b o l i s é e  p l u s  rapidement 

que l a  t r a n s f e r r i n e  préparée  pa r  l e  3è procédé. 

FREEMAN (100) expl ique ces  d i f f é r e n c e s  par  dea p e r t e s  d ' ac ide  s i a -  

l i q u e  ou par  une dénatura t ion .  

III - FIXATION DU FER PAR LA TRANSFERRINE 

A - FIXATION DU FER ET DE DIVERS PETAUX PAR LA TRANSFERRINE 

La p r o p r i é t é  de f i x e r  l e  f e r  que possède l a  t r a n s f e r r i n e  a  é t é  

mise en évidence pour l a  première f o i s  pa r  SCHADE e t  CAROLINE (101) (voi r  

p .  7 ) en 1946. Un peu p l u s  t a r d ,  COHN montra que c e t t e  p r o t é i n e  é t a i t ,  en 

o u t r e ,  capable de  f i x e r  i n  v i t r o  d ' a u t r e s  métaux comme l e  cu iv re  e t  l e  

z i n c  e t  il proposa de 1 ' appeler  "metal-combining B l-pseudoglobulin '' 
Mais HOLKBERG e t  LAURELL (102) démontrèrent a u s s i t ô t  que, dans l e  plasma, l a  

t r a n s f e r r i n e  f i x a i t  uniquement l e  f e r .  En e f f e t ,  l ' a d d i t i o n  de s e l s  de cui-  

v r e  au sérum ne modif ie  pas  l a  capac i t é  de f i x a t i o n  du f e r  pa r  ce  de rn i e r  e t  

ne  provoque pas  l a  d i s s o c i a t i o n  du complexe f e r - t r a n s f e r r i n e .  



L ' a f f i n i t é  de l a  proté ine  pour l e  f e r  semble donc ê t r e  plus grande que son 

a f f i n i t é  pour l e  cuivre .  Des expériences f a i t e s  avec des s e l s  de zinc mon- 

t r e n t ,  en out re ,  que l ' a f f i n i t é  de l a  proté ine  pour l e  zinc e s t  plus f a i b l e  

que son a f f i n i t é  pour l e  cuivre  e t  pour l e  f e r .  HOLMBERG e t  LAURELL parvin-..- 

r e n t  a i n s i  à l a  conclusion que s i  l a  protgine peut s e  combiner i n  v i t r o  

au cu iv re  e t  au zinc,  e l l e  e s t ,  i n  vivo, essentiel lement l i é e  au f e r .  C 'es t  

pourquoi, les auteurs proposèrent de l ' appe le r  t r a n s f e r r i n e .  Ces r é s u l t a t s  

furent  con£ irmés par SURGENOR, KOECHLIN e t  STRONG ( 103) . COTZ U S  (104), en 
rmontre 

1961 Pque l a  f r ac t ion  des globulines p l  du plasma e s t  capable de f i x e r  l e s  

selsmmgamaw e t  pose l1hypoth3se de l ' ex i s t ence  d'une "transmanganine:' 

d i £  f é ren te  de l a  t r ans  f e r r i n e .  Plus récemment, en 1965, JONES e t  PERICINS (105) 

ont  é tud ié  l a  f ixa t ion  de divers  métaux par  l a  t r a n s f e r r i n e  à des pH d i f f é -  
ret on montré que 

r e n t s  F ies  ions calcium, cuivre,  zinc, cobal t  pouvaient s e  f i x e r  car  l a  

protéine,  mais que l e u r s  s i t e s  de conjugaison n ' é t a i e n t  pas spécif iques e t  

q u ' i l s  é t a i e n t  d i f f e r e n t s  de c e l u i  du f e r .  

Enfin, selon HOPKINS e t  SCHWARZ (1071, l e s  s e l s  de chrome s e  f ixe-  

r a i e n t  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  même s i t e  q u i  accepte l e  f e r .  En e f f e t ,  

l a  s a t u r a t i o n  de l a  t r a n s f e r r i n e  par  l e  chrome empêche l a  f i x a t i o n  u l t é -  

r i e u r e  du f e r .  

En conclusion, on peut actuellement af f i rmer  que l a  t r a n s f e r r i n e  

possède un s i t e  spéci f ique  de f i x a t i o n  du f e r  e t  des s i t e s ,  non spéci f iques  

de f i x a t i o n  d 'aut res  ions métal l iques comme l e  zinc,  l e  cuivre,  l e  calcium 

e t  l e  coba l t .  Toutefois,  dans l e  plasma, l a  t r a n s f e r r i n e  semble f i x e r  exclu- 

sivement l e  f e r .  

B - VALENCE DU FER CONJUGUE A LA TRANSFERRINE 

Plusieurs démonstrations ont é t é  apportées B la na tu re  f e r r ique  

des ions f e r  conjugués à l a  t r a n s f e r r i n e .  Nous pouvons l ~ r é s u m e r  de l a  

manière suivante : 



rd.e f i x a t i o n  
1 - La v i t e s s e r i n  v i t r o  des  ions f e r r i q u e s  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e  est p l u s  -- 
grande que c e l l e  des ions f e r r eux  (FIALA (108) ; KOECHLIN (109) ; ROSS é t  

c o l l .  (l10D. 

Ce phénomène n e  s 'observe  pas ,  en aérobiose  , avec l a  t r a n s f e r r i -  

ne  présente  dans l e  plasma ca r  c e l u i - c i  renferme un système d'oxydation des 

i ons  fe r reux  (STARKENSTEIN e t  kJEDEN (111) ; UURELL (112) ; SURGENOR, KOECHLIN 

e t  STRONG (113)) .  Selon RABINOWITZ (1141, c e t t e  oxydation s e r a i t  c a t a l y s é e  

pa r  l a  céruléoplasmine e t  pa r  une l i popro té ine  U ou B .  2  

2 - L'addi t ion d e  d ipyr idyle ,  qu i  donnent une co lo ra t ion  spéc i f ique  des ions 

fe r reux ,  aux complexes f e r - t r a n s f e r r i n e  ne  donnent l i e u  à aucune r éac t ion ,  

mais c e l l e - c i  se produi t  en  mi l i eu  réducteur  (TOMPSETT) (115). 

3 - L1hydrosu l f i t e  de sodium f a i t  d i s p a r a î t r e  l a  co lo ra t ion  rouge des solu-  

t i o n s  de t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r  (EHRENBERG e t  LAURELL) ( 116).  

4 - La na tu re  f e r r i q u e  de l ' i o n  fer  a 6 t é  confirmée par  des m e s u r e s  rnzg.n$?C&&i- 

ques .(i.IICWhe'ETS (117) ; EHRENBERG e t  LAURELL (118)) e t  par  l ' é t u d e  de l a  r é -  

sonance de s p i n  (AASA e t  c o l l )  (119). 

C - CAPACITE DE FIXATION DU FER PAR IA TWSFERRINE 

La mesure de l a  capac i t é  de f i x a t i o n  du f e r  par  l a  t r a n s f e r r i n e  

a  pu ê t r e  e f f e c t u é e  grâce aux deux s é r i e s  de procédés su ivan t s  : 

1 - Procbdés calorimétriques de dosage du f e r .  Des méthodes p r é c i s e s  e t  sen- 

s i b l e s  de dosage du f e r  conjugué à l a  t r a n s f e r r i n e  ont  é t é  mises  au po in t .  

E l l e s  sont  fondees s u r  l e s  p r i n c i p e s  s u i v a n t s  : 

a  - Dissoc ia t ion  en mi l ieu  réducteur  de l a  combinaison fe r - t rans-  

f e r r i n e ,  en géné ra l ,  par  l ' a c i d e  chlorhydrique ; p r é c i p i t a t i o n  du p r o t é i d e  

pa r  l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  ; dosage calorimétrique du f e r  p a r  l ' a ,  a' -dipy- 

r i d y l e ,  l ' o r thophénan th ro l ine  ou l a  b@.hophénanthroline. 

b - Addit ion d 'un  excès de s e l  f e r r i q u e  e t  doaage de l a  q u a n t i t é  

de  f e r  qu i  n'a pas 6tG fix6 (HOE~SERG ee U;~JRISLL> (120). 

2  - Procédés photométriques.  SCHADE e t  CAROLINE (121) ont  montré que l a  co- 

l o r a t i o n  des s o l u t i o n s  de f e r r i - t r a n s f e r r i n e  c r o i s s a i t  proport ionnel lement  

à l a  q u a n t i t é  de  méta l  f i x é e  e t  a t t e i g n a i t  une i n t e n s i t é  maximale qu i  s e  



t r a d u i s a i t ,  dans le  t r a c é  de l a  d r o i t e ,  pa r  l l a p p a r f t i o n  brusque d'un p l a t eau  

(F ig  16; p.109). Sur c e t t e  observa t ion ,  l e s  au t eu r s  o n t  proposé une méthode 

de  s a t u r a t i o n  con t r6 l ée  de l a  t r a n s f e r r i n e  qui  c o n s i s t e  à a j o u t e r  progres- 

sivement une s o l u t i o n  de s e l  f e r r i q u e  au p r o t é i d e  e t  de s u i v r e  spectrophoto- 

métriquement à 460-465 m)i l ' accro issement  de l1absorbance.  

Le procédé de SCHADE et CAROLINE, a s s o c i é  aux techniquee colorimé- 

t r i q u e s  précédentes ,  a permis de  déterminer l a  c a p a c i t é  de f i x a t i o n  de  la 

t r a n s f e r r i n e .  Nous avons rassemblé dans l e  tab leau  V I  (P. 24 ) l e s  va l eu r s  do+ 

nées par  d i f f é r e n t s  au teurs .  La connaissance du poids molécula i re  de l a  

t r a n s f e r r i n e ,  meme s ' i l  e s t  encore approximatif ,  d 'une p a r t ,  e t  du pourcen- 

t age  de f e r  f i x é  à l a  s a t u r a t i o n  du p ro t é ide ,  d ' a u t r e  p a r t ,  amène à l a  con- 

c lu s ion  que l a  t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  renferme 2 atomes de f e r .  Ce r é s u l t a t  

a  été acquis ,  dès 1952, par  KOECHLIN (122) e t  confirmé pa r  tous  l e s  au teurs .  

D - CONDITIONS DE FIXATION DU FER 

La f i x a t i o n  du f e r  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e  d6pend é t ro i tement  du pH, 

de l a  n a t u r e  du tampon u t i l i s é  e t  des i ons  carboniques. 

1 - In f luence  du pH 

En 1927, BARKAN (123) a v a i t  montré qu'en a c i d i f i a n t  le  sérum 

avec de l ' a c i d e  chlorhydrique l e  f e r  s é r i q u e  devenai t  u l t r a f i l t r a b l e .  

En 1947, expérimentant s u r  le  sérum, LAURELL a é t u d i é  l a  s t a b i -  

l i t é  du complexe f e r - t r a n s f e r r i n e  en fonc t ion  du pH en mesurant l a  c a p a c i t é  

de f i x a t i o n  du f e r  par  l e  sérum e t  montré q u ' e l l e  é t a i t  maximale e n t r e  

pH 7 e t  8 e t  minimale à pH 5. 

Un r é s u l t a t  i den t ique  a é t é  obtenu par  SURGENOR, KOECHLIN et  

STRONG (124), s u r  des so lu t ions  de  t r a n s f e r r i n e .  Les au t eu r s  o n t  montré, 

en é t u d i a n t  l e s  v a r i a t i o n s  d ' i n t e n s i t é  de  l a  co lo ra t ion  de ces  de rn i è re s  

en fonc t ion  du pH, que l e  complexe commençait à s e  d i s s o c i e r  v e r s  pH 6-6,5 

e t  que la c o l o r a t i o n  d i s p a r a i s s a i t  totalement  à pH 4 ( ~ i g .  1 ; p.23).  



Figure 1 

Courbe de dissociation du complexe fer-transferrine en fonction 
du pH (dtapr&s SURGENOR et  c o l l . )  (125). 



T a b l e a u  V I  

T e n e u r  en fe r ,  en p. 1000, de l a  t r ans fe r r ine  saturée en m é t a l  

SURGENOR, KOECHLIN e t  STRONG, 1949 (127) 

KOECHLIN, 1952 ( 1 2 8 )  

LAURELL, 1953 (129) 

SCHULTZE, HEIDE e t  ALLER, 1 9 5 7  (130) 

KATZ, 1961 (131) 

JEPPSSON e t  SJ&~UIST, 1963 ( 1 3 2 )  

ROBINSON et PIERCE,  1964 (133) 

ROBERTS, MAKEY et SEAL, 1966 (134) 

LINE,  GROHLIGH e t  BEZKOROVAINY, 1 9 6 7  (135) 



Quand, après acidification, on revient à la neutralité, la coloration rouge 

réapparaft. La dissociation du complexe fer-transferrine en milieu acide 

est donc reversible (LAuRELL (136) : SURGENOR, KOECHLIN et STRONG (137) ; 

FIALA (138)). 

2 - Influence de la composition du tampon et des chélateurs 
FIALA (139) a signalé en 1949, que les phosphates fragilisaient 

le complexe fer-transferrine. En effet, en présence de ces sels, les pH de 

dissociation sont décalés d'environ + 1,5 unité. A la suite de cette observa- 
tion, INMAN (140), en 1956, a étudié systématiquement l'influence des tampons 

divers sur les conditions de dissociation du complexe fer-transferrine, Le 

tableau V I 1  (p. 26) montre que les solutions de citrate favorisent considé, 

rablement la dissociation des complexes et ralentissent en conséquence, la 

fixation du fer. Les résultats identiques ont été obtenus par BLANC (141) 

(+). Cette action s'explique par une compétition entre la transferrine et 

le chélateur. 

Cependant, dans les expériences de saturation de la transferrine 

en fer, ce dernier doit être nécessairement ajouté sous une forme chélatée 

car les ions ferriques "libres" se fixent sur des sites non spécifiques 

(AASA et coll.) (143) et donnent des transferrines "sursaturées". Pour ob- 

tenir, en prBsence de chélateurs, une fixation totale du fer, il suffit 

d'élever le pH des solutions à 8-8,5 et d'ajouter, en outre, au milieu, 

des bicarbonates qui favorisent la réaction. 

3 - Influence du CO et des bicarbonates 
2 

SCHADE, REINHART et LEVY (144) puis WARNER et WEBER (145) ont 

montré que le complexe fer-transferrine contenait du CO à raison d'une mole 
2 

par atome de fer. En l'absence de CO2, l'addition d'ions ferrique, même en 

présence d'oxygène, J&eloppe une faible c~lorabiûn qui s'intençifta si 

l'on ajoute du bicarbonate de sodium à raison d'une mole par atome de fer. 

(+) Et par FRAENKEL-CONRAT (142) avec la conalbumine. 



Tableau V I 1  

Valeur du pH d e  d i s s i o c i a t i o n  t o t a l e  du complexe f e r -  

t r a n s f e r r i n e  en s o l u t i o n  s a l i n e  (d ' ap rè s  1NW.l) (146) 

i i 
Nature du sel  1 Force  ionique / Molar i te  ! pH de d i s s o c i a t i o n  

1 

l ! ; 
S u l f a t e  d'ammonium 10,003 B 0,014 499 1 

l 

/ l 
Chlorure  de sodium / 0,15  

C i t r a t e  de sodium + 1 
Chlorure de sodium 1 

I 
; 0 ,6  M + 0,01 M! 
i i 6,75 

(+) 97 p. 100 de d i s s o c i a t i o n  

C i t r a t e  de sodium 

C i t r a t e  de sodium 
l 

0 , l M  1 
i 1 
I 0 , 5 M  i 

1 



Sulvant c e r t a i n s  au t eu r s  corne LAUfL?lLL (147), SCHADE, REINHART 

et LEW (148) e t  SCHAX e t  REINTA?,T (L49), 2 ions  CO H- p a r t i c i p e r a i e n t  à 3 
l ' é d i f i c a t i o n  du complexe f e r - t r a n s f e r r i n e  lui-même. Un argument q u i  semble 

d é c i s i f  à c e t  égard,  a  é t é  récenment appor t é  par  SCPUDE e t  REINHART (150) 

ê 1 ' a i d e  du 14c0 HNa dont l e s  au teurs  on t  d k ~ o n t r é  l a  f i x a t i o n  s u r  l a  f e r r i -  
3  

t r a n s  f e r r i n e .  

Cependant, d ' a u t r e s  au teurs  sout iennent  que l e s  bicarbonates  ne  

s e  combinent pas avec l e  complexe f e r - t r a n s f c r r i n e  mais r e n f o r c e n t ~ a e a i e m e n t  

l a  c o l o r a t i o n  de ce  de rn i e r  (WARCER e t  \JEBER (151) ; FRAENKEL-CONRAT (152) ; 

AISEN e t  co11.(153)). 

Quel que s o i t ,  t o u t e f o i s ,  l e  mécanisme de l a  r é a c t i o n ,  la  présen- 

c e  de bicarbonates  f a v o r i s e  l a  conjugaison du f e r  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e .  En 

ou t r e ,  e l l e  a b o l i t  l ' a c t i o n  f r a g i l i s a n t e  des ché l a t eu r s .  La f i g u r e  2 (p 28) 

empruntée à BLANC (154) e s t  à c e t  égard démonstrat ive.  

4 - Conclusions. Les expériences de conjugaison du f e r  su r  l a  t r a n s f e r r i n e  

n é c e s s i t e n t ,  2i l a  f o i s ,  l a  présence de cho la t eu r s  des t inés  à o r i e n t e r  l a  

f i x a t i o n  du méta l  s u r  l e s  s i t e s  spéc i f iques  e t  de bicarbonates  pour favo- 

r i s e r  e t  s t a b i l i s e r  c e t t e  de rn i è re .  

E - MODALITES DE LA LIAISON FER-TRANSFERRINE 

Pour expl iquer  l a  f i x a t i o n ,  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e ,  de deux ions 

f e r r i q u e s  e t  de deux moles d ' a c i d e  carbonique, p l u s i e u r s  schémas on t  été 

proposés.  

LAURELL, en 1951, exp l iqua i t  l a  f i x a t i o n  du f e r  pnr l ' é q u i l i b r e  

su ivant  : 

Trans fe r r ine  + 2 ~ e *  + 2 HC03- f 

[ (~e*  OH- C" 2 ( T r a n s e r i n e -  4  li) 1 + 4 H+ 

FIALA e t  BURK, en 1949, invoquerent l a  formation d'hydroxamates. 

En e f f e t ,  l e s  ac ides  hydroxaniques donnent, en présence de f e r ,  une colora-  

t i o n  rose-saumon q u i  possède un maximum d 'absorp t ion  à 460 mp . Toutefo is ,  

comme l a  formation de ces complexes ne n é c e s s i t a i t  pas de CO c o n t r a i r e -  
2 ' 

ment à ce  qu i  s e  pas se  avec l 'hydroxylamine elle-même, FIALA e t  BURK (154n) 



RELATION ENTRE TENEUR 
EN FER ET EXTINCTION I 

I 

Figure 2 

Influence des phosphates et des citrates, seuls ou associCs 
aux bicarbonates, dans la formation des complexes fer-crans- 
ferrine, En abcisses, quantites de fer ajoutées 3 i'apotrans- 
ferrine sous la forme de sulfate ferreux. En ordonndes, ab- 
sorbances des solutions. SAH! : solution-thoin de sérum al- 
bumine humaine (d'après BLANC) ( 154 ) .  



posèrent  en hypothèse que l a  t r a n s f e r r i n e  r é a g i s s a i t  comme une hydroxyla- 

mido-proteine q u i  se conjugnit ,  dans un premier temps, avec l e  CO2, pour 

donner naissance 2I un groupement hydroxycarbamique : 

Pro té ine  - /OH 
N k ~ O O ~  

Dans un second temps, ce lu i -c i  s e  combinait avec l e  f e r  pour donner l e  

comp lexe suivant  : 

En syn the t i san t  des hydroxylamido-protéines e t  en comparant l eu r s  propr ié tés  

avec c e l l e s  de l a  conalbumine, -dont l e s  modalités de l i a i s o n  avec l e  f e r  

sont  identiques 21 c e l l e s  de l a  t ransfer r ine- ,  FRAENKEL-CONRAT (155) infirme 

l e  schéma de FIALA et BURK. . 

1' - Démonstration de l a  p a r t i c i p a t i o n  de l a  tyros ine  

Actuellement, l ' accord  e s t  géndralement f a i t  su r  l a  pa r t i c ipa -  

t ion  de l a  fonction phénolique de l a  tyros ine  à l a  f i x a t i o n  du f e r ,  à r a i -  

son de 3 rés idus  de c e t  ac ide  aminé par  atome de f e r .  C e  r é s u l t a t  a é t é  

acquis s u r  l a  base des expérimentations suivantes : 

a - D e s  expériences de t i t r i m é t r i e ,  in sp i rée  de c e l l e s  de WARNER e t  bfEBER (156) 

et  de WHISNIA e t  c o l l .  (157) s u r  l a  conalbumine, ont  montré que l a  f ixa t ion  

de chaque atome de f e r  sur  l a  t r a n s f e r r i n e  s'accompagnait de 12 l ibé ra t ion  

de 3 protons (AASA, MALMSTKC~, SAJTMAN e t  VANNGÀRD) (158) conform&ent au 

schéma suivant  : 

Nota : La formation de ce complexe explique l e  comportement anionique élec- - 
trophor&se de l a  t r a n s f e r r i n e  sa tu rée  en f e r  (voir  p. 35 1. 



b - L'étude de la fixation du fer à la suite de modifications chimiques 

spécifiques des sites de fixation peut apporter des renseignements précieur 

sur le mécanisme de cette dernière. Malheureusement, il n'existe pas encore 

de procgdés rigoureusement spécifiques. Toutefois, les expériences suivantes 

ne sont pas en contradiction avec la conception d'une conjugaison du fer 

sur la tyrosine: 

1' - L'acétylation de la transferrine par liacétylimidazole empê- 
che la fixation du fer (FEENEY et KOMATSU (159) ; IKMATSU et FEENEY (160). 

Or, depuis les travaux de SIMPSON et coll. (161) et de RIORDAN et VALLEE (162), 

on sait, par des mesures :;p~~tr~photométriques, que l'acétylation se porte 

sur les fonctions OH des residus de tyrosine. Ce résultct est donc en fa- 

veur de la participation de ces fcnctions dans la fixation du fer par la 

transferrine. En outre, llapotransferrine fixe 6 groupements "acétyleu de 

plus que la transferrine saturée. Toutefois, quelques réserves doivent être 

faites dans les conclusions que l'on peut tirer de ces résultats, car l'a- 

cétylation des protéines par l'acétylimidazole ne se porte pas spécifique- 

ment sur les OH de la tyrosine, mais aussi sur les &-NH~ de la lysine et 

sur les groupements SH de la cystéinc. 

2' - Connc dans le cas de la conalbumine (AZARI et FEENEY) (1631, 

l'iodation de l'apotransferrine inhibe la fixation du fer et fait perdre 

à la transferrine ses propriétés chromogéniques. (PERKINS (164) ; JONES et 

PERKINS (165) ; MICHAUD et WOODWORTH (166). L'iodation de la transferrine 

saturée en fer ne fait pas perdre à cette dernière ses propriétés chromogé- 

niques. L'apo-iodo-transferrine préparée à partir de la transferrine préa- 

lablement saturée en fer, puis iodée, garde ses propriétés de fixation 

intacteo.En outre, l'iodo-apotransferrine possède 6 résidus dliodotyrosine 

de plus que l'iodotransferrine saturée en fer (KONATSU et FEENEY) (167) 

3' - Les résultats de l'étude de la dispersion optique rotatoire 
(VALLEE et ULNER (168) ; UUIER et VALLEE (1G9) et de la résonance magné- 

tique électronique (WINDLE, WIERSEMA, CLARK et FEENEY (170) montrent une 

asymétrie de la molécule de m6tallotransferrine qui n'existe pas dans l'apo- 

transferrine. Le fer crée donc un centre d'asymétrie moléculaire. 



2 - Participation d'autres groupements que la fonction phénolique de la 
tyrosine 

 après les expériences effectuées par différents auteurs,il 

semble que le fer se conjuguerait, non seulement avec les OH de la tyrosine, 

mais encore avec des fonctions azotées, comme celles du noyau imidazole de 

l'histidine (HAZEN (171) ; AASA, MALMSTROM et coll. (172)). Selon WINDLE, 

WIERSEMA et coll. (1731, les études de résonance magnétique électronique 

montrent que deux atomes d'azote sont impliqués dans la liaison fer-transfer- 

r ine . 
Finalement, pour rendre compte de tous les résultats acquis 

jusqu'à présent sur les modalités de la fixation du fer sur la transferrine, 

WINDLE, WIERSEMA et coll. (174) ont propos6 le schéma de la figure 3 (p. 32). 

D'après ces auteurs, chaque ion ferrique serait lié "octahédriquement coor- 

diné" à 3 fonctions phénoliques de la tyrosine, à deux atomes d'azote 

et à un ion bicarbonate (+). 

3 - Réactivité des deux sites de fixation 
Pour certains auteurs, l'affinité pour le fer des deux sites 

spécifiques d'une molécule de transferrine est identique. Pour d'autres, l'un 

est plus réactionnel que l'autre. 

Selon AASA, MAWTROM et coll. (17.5) et AISEN, LEIBMAN et REICH 

(176), les deux sites sont identiques et indépendants. 

Au contraire, d'après INMAN (1771, WARNER et WEBER (1781, 

WOODWORTH (179) et SCHADE (180), les deux sites ne posséderaient pas la 

même affinité. En effet, le second atome de métal est fixé beaucoup plus 

rapidement que le premier sur l'apotransferrine (INMAN (181) ; WARNER et 

WEBER (182)) et il est dissocié plus lentement du complexe : sa vitesse de - 1 - 1 
dissociation est, en effet, de 2,8 x 10-~ sec contre 4,7 x 10-~ sec 

(WOODWORTH) (183). Ce dernier auteur a récemment proposé un schéma qui 

expliquerait ce mécanisme : dans un premier temps, le premier atome de fer 

se fixerait lentement sur deux points situés d'une manière éloignée sur 

l'apotransferrine, provoquerait un remaniement de la molécule qui, 

-- - 
-t-t 

(+) Selon les mhes auteurs 1&$ ions.Cu se fixeraient -sur le triêae site que 
le fer avec les hydroxyles de deux tyrosines et avec deux atomes d'azote 
(Fig. 3 ; g. 32). Le systéme s'inscrirait sur une surface plane symétrique 
qui explique l'absence d'effet Cotton donné par la cupritransferrine. En 
outre, les modalités de la fixation du fer et du cuivre sont identiques 
sur La conalbumine et sur la transferrine. 



Copper binding 

chain 

lron binding 

$chBaas de t a  f iu t l or i  du fer c~ du cuivre aux La tnnsferriae 
( e i  sur Li conalbumins) (dTapr&s VINDLB. WIIJRSEEU et eo l l .  > (1841. 



en rapprochant l e s  deux a u t r e s  po in t s  de conjugaison du f e r  f a c i l i t e r a i t  

l a  f i x a t i o n  de c e  d e r n i e r  (Fig.  4, p .  3 4 ) .  C e t t e  hypothése d 'une r e l a t i o n  

e n t r e  morphologie moléculaire ,  e t  f i x a t i o n  du f e r  a v a i t  d é j à  é t é  proposée 

pa r  FRAENKEL-CONRAT e t  FEENEY ( 1851, par  FRAENKEL-CONRAT ( 18 61, par  

WARNER (187) e t  par  BUTTKUS e t  c o l l .  (188).  

4 - CONCLUSIONS 

Il e s t  bien é t a b l i ,  à présent ,  que l a  t r a n s f e r r i n e  f i x e  deux 

atomes de f e r ,  sous l a  forme d ' ions  f e r r iques ,  s u r  deux s i t e s  spéc i f iques  

e t  que ces  msmes s i t e s  sont  capables  de f i x e r  deux ions cu iv r iques .  Il 

semble, en ou t r e ,  démontré que l e s  fonct ions phénoliques de t r o i s  rés idus  

de t y r o s i n e  par  atome de f e r  s o i e n t  impliquéesdans l a  conjugaison. La par- 

t i c i p a t i o n  d ' a u t r e s  ac ides  aminés à l a  l i a i s o n  demande à ê t r e  confirmée. 

Quant à l a  d i f f é r e n c e  de r é a c t i v i t é  des deux s i t e s  de f i x a t i o n ,  

e l l e  n ' e s t  pas encore démontrée. Toutefois ,  on a  acquis  l a  c e r t i t u d e  que l a  

f i x a t i o n  du f e r  mod i f i a i t  l a  forme e t  l e s  p r o p r i é t é s  de 1 ' apo t r ans fe r r ine .  

I V  - PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES DE LA TRANSFERRINE 

Liu moment où nous avons e n t r e p r i s ,  en 1960, nos t ravaux s u r  l a  

t r a n s f e r r i n e ,  nos connaissances s u r  l e s  p rop r i é t é s  physico-chimiques de c e  

composé é t a i e n t  t r è s  f ragmentaires  e t ,  à l ' excep t ion  de SCHULTZE e t  de s e s  

co l l abo ra t eu r s ,  aucun au teu r  n ' a v a i t ,  à l 'époque, e f f e c t u é  une é tude  com- 

p l è t e  du probl&me. Après 1960, de nombreux chercheurs  s ' a t t a c h è r e n t  à l a  

ques t ion  e t  l e s  r é s u l t a t s  qu '  i l s  o b t i n r e n t  ne fu ren t  pas  t ou jou r s  concor- 

dan t s .  C ' e s t  pourquoi, nous avons poursu iv i  des t ravaux q u i  é t a i e n t ,  au 

dépar t ,  complémentaires ou or iginaux,  e t  q u i  devinrent ,  par  l a  s u i t e ,  

" s t a t i s t i q u e s " ,  de maniEre à t e n t e r  de r é a l i s e r  l ' a c c o r d  e n t r e  l e s  r é s u l t a t s  

ou à déterminer  l e sque l s  é t a i e n t  s a t i s f a i s a n t s .  



% ~ I - L  , J  

S ç h & ~ 8  (de WOODk'ORYd < i891 e q i i q u a n t  les d i f  férerzees de v i t e s a ~ . d e  
f i x a r i a u  des deux srmes da fer sur ir rransferriae (e t  sur Is eo- 
i t a l b m i n e )  



A - PROPRIETES PHYSIQUES 

La t r a n s f e r r i n e  est une p r o t é i n e  i nco lo re  quand e l l e  e s t  aous l a  

forme d l= t r ans fe r r ine ,  dépourvue de méta l .  Associéeau f e r ,  e l l e  est r o s e  

saumm, a s s o c i é e  au cu iv re ,  e l l e  e s t  jaune. 

1 - Carac tè res  de s o l u b i l i t é  

La t r a n s f e r r i n e  est trEs s o l u b l e  dans l ' e au ,  s u r t o u t  sous  l a  forme 

de  mé ta l l op ro t é ine .  E l l e  e s t  p r é c i p i t é e ,  à pH 7, par  l e  s u l f a t e  d'armnonium, 

à 64-74 p. 100 de s a t u r a t i o n  ( s o l u t i o n  à 0 , 4  g de p r o t é i d e  p .  1000 m l  d 'eau) ,  

p a r  l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  à 10 p. 1CO e t  p a r  l ' a c i d e  s u l f o s a l  i cy l ique .  

E l l e  n ' e s t  pas  p r é c i p i t é e  par  1 ' a c é t a t e  d 'u ranyle  (SCHULTZE, COLLNER, HEIDE, 

SCHONENBERGER e t  SCHWICK) (190).  

2 - Comportement é l ec t rophoré t ique  

En é l ec t rophorèse  1 i b r e  e t  en é l ec t rophorèse  de zone s u r  papie r ,  

en gé lose  e t  s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e ,  l a  t r a n s f e r r i n e  possède l a  v i t e s s e  

de n i g r a t i o n  d'une g lobu l ine  p l .  Nous avons rassemblé dans l e  t ab l eau  V I 1 1  

(p. 36) l e s  v a l e u r s  de m o b i l i t é  é l ec t rophor&t ique  obtenues pa r  d i f f é r e n t s  

au t eu r s  . 

Dans c e r t a i n e s  cond i t  ions é l e c t r o p h o r é t  iques,  -en p a r t i c u l i e r ,  

p a r  é l ec t rophorèse  en g e l  d'amidon-, l a  t r a n s f e r r i n e  r é v è l e  une hétérogé-  

n é i t é .  C e l l e - c i  s e r a  d i s c u t é e  p lu s  l o i n ,  ( v o i r  p.52 ) 

D'aut re  p a r t ,  une anomalie se r é v è l e  dans l e  comportement é l e c t r o -  

phoré t ique  de l e  t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r .  En e f f e t ,  on v o i t  à 1 'examen 

des  va l eu r s  de ROOP (Tableau V I 1 1  p. 36) ,  que l a  mé ta l l op ro t é ine  possède un 

c a r a c t è r e  p lu s  é l e c t r o n é g a t i f  que 1 ' a p o t r a n s f e r r i n e .  Un r é s u l t a t  i den t ique  

a  é t é  obtenu pa r  AISEN et c o l l .  (191) q u i  on t  t rouvé les va l eu r s  de  mob i l i t é  

é l ec t rophoré t ique  à pH 6 , 7  ( f o r c e  ionique 0 , l )  su ivan te s  : 

Apotrans f e r r i n e  - 0,95 

T r a n s f e r r i n e  à 1 atome de f e r  - 1,20 

Trans f e r  r i n e  à 2 atomes de f e r  - 1,53 
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Une observa t ion  analogue a é té  f a i t e  à propos de l a  conalbumine par  

FJARNER e t  WEBER (197). Ce comportement de l a  t r a n s f e r r i n e  peu2 s ' e x p l i q u e r  

p a r  des remaniements profonds de  l a  chaîne pro t e ique  q u i  dévoi len t  ou mas- 

quent des groupements i o n i s é s  ou encore p a r  l a  conjugaison avec l ' i o n  car- 

bonique du complexe f e r -p ro t é ine  (vo i r  p. 25 ).  

3 - Poin t  i s o 6 l e c t r i q u e .  Les va l eu r s  du po in t  i s o é l e c t r i q u e  de l a  t r ans -  

f e r r i n e  " l i b r e "  e t  s a t u r é e  en f e r  son t  p r6c i sées  dans l e  tab leau  I X  ( p  38) .  

4 - Masse molécula i re  

A présent  encore,  l ' a c c o r d  e s t  l o i n  d ' 8 t r e  f a i t  s u r  l a  va l eu r  

de l a  masse molécula i re  de l a  t r a n s f e r r i n e  q u i  ~ s c i l 4  su ivant  les a u t e u r s ,  

e n t r e  68 000 à 90 000. Ces d i f f é r e n c e s  s ' exp l iquen t ,  d 'une p a r t ,  pa r  des 

v a r i a t i o n s  des p r inc ipaux  paramètres q u i  permettent  de c a l c u l e r  l a  masse 

mo lécu la i r e , ( cons t an t c  de  sédimentat ion,  c o n s t a n t e  de d i f fu s ion ,  c o e f f i -  

c i e n t  de v i s c o s i t é )  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  par  l a  n a t u r e  des  procédés u t i l i s é s  

( u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  d i £  fu s ion  dc l a  lumière ,  f i l t r a t  ion du g e l ,  quant i- 

t é  de f e r  f i xée .  Nous avons rassemblé dans les t ab l eaux  X (p. 391, X I  (p.40) 

e t  X I I  ( p.41), les v a l e u r s  de quelques cons t an t e s  physiques u t i l i s é e s  dans 

l e  c a l c u l  des masses molécula i res  e t  dans l e  t ab l eau  X I I 1  (p .  42) l e s  va- 

l e u r s  de c e s  de rn i e r e s  déterminées par  d i f f é r e n t s  a u t e u r s .  

5 - P r o p r i é t é s  physiques d ive r se s  

Nous avons rassemblé dans l e  t ab l eau  XIV (p .  43) quelques unes 

des p r o p r i é t é s  physiques de l a  t r a n s f e r r i n e  que nous n'avons pas  d é c r i t s  

dans l e s  paragraphes précédents .  

B - PROPRIETES CHIMIQUES 

La t r a n s f e r r i n e  e s t  une g lycopro té ine  q u i  c o n t i e n t  de 14,7 

(KOECHLIN (198), SüFtGENOR, KOECHLIN e t  ÇTRONG (199)) à 15,3 - 15,4  

(SCHULTZE, GûLLNER et  c o l l .  (2001, SCHULTZE, HEIDE e t  MULLER ( 2 0 1 ) ) ~ .  100 

d ' azo t e .  E l l e  e s t  exempte de l i p i d e s  (SURGENOR, KOECHLIN e t  STRONG (202) 

SCHULTZE, GOLLNER c t  c o l  1. (203),  BEZKOROVAIMY, RAFELSON e t  c o l l  . (204) . 



Tableau 3X 

Valeurs du point i soé lec t r ique  de l a  t r an s f e r r i ne  suivant d i f f é r en t s  auteurs 

1 / Elect rofocal isa t  ion 

Références pH i 

5,80 - 5,90 

5,50 

Nature de l a  t r an s f e r r i ne  1 Méthodes 

KOECHLIN, 1952 ( 205) 

INMAN, 1956 (206) 

Apot rans fe r r ine  

KELLER e t  PENNELL, 1959 (207) 

PARKER e t  BEARM, 1962 (208) 

BEZKOROVAINY, RAPELSON e t  co l1  ; 1963 (209) 

ROOP e t  PUTNAM, 1967 (210) 

u t  il isées  

So lub i l i t é  minimale 

? 

Electrophorèse 1 ib re  5,80 

Electrophorkse l i b r e  5,80 

I ~ l e c t r o p h o r é s e  1 ib re  

~ l e c t r o p h o r è s e  l i b r e  

4,90 

5,50 

Trans f e r r  ine sa turée  en f e r  ? 

~ l e c t r o ~ h o r è s e  1 ib re  

5,40 

5,45 

INMAN, 1956 (212) 

KELLER e t  PENNELL, 1959 ( 2 1 ~ )  



Tableau X 

Valeursdes cons tan tes  de sédimentat ion de l a  
t r a n s f e r r i n e  humaine su ivant  d i f f é r e n t s  au t eu r s  (a) 

Condit ions des Mesures 

Apotrans f e r r i n e  
ClNa 0,15 M 

Phosphate 0 ,03  M + 
ClNa 0,2 M ; pH 6,78 
Acéta te  ; pH 5 

1 Phosphate ; pH 7 

Tampons d i f f é r e n t s  ; 
pH de 6,8 à 8 
Phosphate 0 , l  M ; pH 6,8 

Tampons d i f f é r e n t s  ; 
PH 5 , 5  a 8 , 5  

Acéta te  0 ,15  M ; pH 5 
Cacodylate 0,05 M 
+ClNa 0 , l  M ; pH 7 

Trans f e r r  i n e  s a t u r é e  en f e r  
Phosphate ; pH 7,67 

Cacodylate ; pH 7 
A s  i a l o t r a n s f e r r i n e  ; 
Cacodylate pH 7 

~ O 2 0  w . 10 
-13 Références 

i 
ONCLEY, SCATCHARD e t  
BROWN, 1947 (214) 
INMAN, 1956 (215) 
SCHULTZE, SCHONENBERGER 
e t  c o l l . ,  1956 (216) 
NAGLER, KOCHWA et c o l l . ,  
1962 (217) 

MAHLING, 1963 (218) 
BEZKOROVAINY, RAFELSON 
e t  c o l l . ,  1963 (219) 
BEZKOROVAINY, RAFELSON 
e t  c o l l . ,  1963 (220) 

ROBERTS, MAKEY e t  c o l l . ,  
1966 (223) 
BEZKOROVAINY, 1966 ( 224) 

5, lO 
5 

i 

CHARLWOOD, 1963 ( 221) 
JEPPSOM et  SJOQUIST, 
1963, (222) 

5,54 

5,99 / BEZKOROVAINY, 1966 ( 225) I 

BEZKOROVAINY, 1966 ( 225) 

4,97 

5,75 

( a )  Nous n'avons f a i t  f i g u r e r  dans n o t r e  t ab l eau  que l e s  va leurs  c a  u l ées  

ROBERTS, W E Y  et c o l l  ., 
1966 (226) 
BEZKOROVAINY, 19 6 6 ( 2 2 7) 

pour une d i l u t i o n  i n f i n i e  e t  exc lu  l e s  déterminat ions e f f ec tuées  à une 
s e u l e  concen t r a t ion  en t r a n s f e r r i n e .  



Tableau XI 

Valeuls des cons t an te s  de d i f f u s i o n  de l a  t r a n s f e r r i n e  humaine su ivant  d i f f é r e n t s  au teurs  

(b)  Moyenne de 9 mesures 
c Do2, 

-- 

I 
Condit ions des mesures 1 

1 D20 w ( a )  ! I Références 
-- ---Y-------- t- --- 

- l 594 i INMAN, 1956 (229) - j 6,2 j scHuLTz~, HEIDE e t  c o l l . ,  1957 (230) 
Apot ransfer r ine ,  tampon a c é t a t e ,  
p = 0 , l  ; pH 5 I5,3 i- 0,17 (b )  1 BEZKOROVAINY e t  RAFELSON, 1964 (231) - 
Apotransfer r ine ,  tampon phosphate 1 
p = 0 , l  ; pH 7 5 , 4 3  - + 0,08 (b)  BEZJWROVAINY e t  RAPELSON, 1964 (232) 
Apot ransfer r ine ,  tampon cUrClH 
1-i 1 0,1 J p:1 2,2  / 4 , 2 8 ( b )  1 ROBERTS e t  c o l 1  ., 1966 (233) 
Trans f e r r  i n e  s a t u r é e  en f e r ,  
pon phosphate p=0,1 ; pH 6,8 j 

1 taml 5,85 ( c l  1 ROBERTS e t  c o l l . ,  1966 (234) 
Apot ransfer r ine  p u r i f i é e  s u r  Se- 1 I I 

phadex ; pH 5 5,52 i BEZKOROVAINY, 1966 (235) 
Apot ransfer r ine  p u r i f i é e  s u r  Se- 1 
phadex ; pH 7 5,54 

i 

1 1 BEZKOROVAINY, 1966 (236) 
Trans f e r r  i n e  s a t u r é e  en fer ;  1 

PH 7 1 5275 1 BEZKOROVAINY, 1966 (237) 1 
I 

T r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r  e t  
1 

débar rassée  de l ' a c i d e  s i a l i q u e ;  1 i 

I 
PH 7 1 5,99 1 BEZKOROVAINY, 1966 (23%) 
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Tableau X I I 1  

Valeus  de  l a  masse molécula i re  de l a  t r a n s f e r r i n e  
humaine déterminée p a r  l ' a p p l i c a t i o n  de d i f f é r e n t e s  
méthodes physico-chimiques . 

/ Procedés u t i l i s é s  1 Masse molecula i re  / Références i 
Di£ f r a c t  ion de l a  

MoRRISON e t  LOUTIE, 1952 (246) 
SCH~NENBERGER, 1955 ( 247 

Sédimentation 
+ d i f f u s i o n  

Sédiment a t  ion 
+ v i s c o s i t é  

E q u i l i b r e  de 
Sédimentat ion 

Dif fus ion  + 
v i s c o s  i t é  

ONCLEY, SCATCHMD e t  c o l l . ,  1947 (248)  
ROBERTS, MAKEY e t  c o l l . ,  1966 (249) 

SCHULTZE, HEIDE e t  c o l l . ,  1957 (250) 
HAZEN, 1963 (251) 
BEZKOROVAINY, PUIFELSON e t  c o l l  . , 1963 (252) 

BEZKOROVAINY, WELSON, 1964 (253) 
BEZKOROVAINY, 1966 ( 254) 
ROBERTS, MAKEY e t  c o l l . ,  1966 (255) 

BEZKOROVAINY, RAF'ELSON , 1964 ( 256) 

ALLERTON, 1962 (257) 
CHARLWOOD, 1963 (252) 
BEZKOROVAINY, RAFELSON e t  LIKHITE, 
1963 (259) 
ROBERTS, MAKEY et  to l l ,  1966 (260) 
TANFORD, 1967 (261) 

i 

95  O00 i BEZKOROVAINY, RAFELSON, 1964 ( 262) 

1 " G e l  f i l t r a t  ion" 1 70 O00 i SILBERZAHN, RICHARD e t  c o l l . ,  1967 (263) i I 
Teneur en f e r  à 
l a  s a t u r a t  ion  SURGENOR, KOECHLIN e t  c o l l . ,  1949 (264) 

KOECHLIN, 1952 (265) 
86  000 1 KATZ, 1951 (266) 
66  O00 ' JANDL e t  KATZ, 1963 (267) 
93 O00 1 BEZKOROVAINY, RAFELSON e t  c o l 1  . , 1963 
74 100 1 ROBERTS, MAKEY e t  c o l l . ,  1966 (269) 

l 



Tableau X I V  

Valeurs des cons tan tes  physiques d ive r se s  
de l a  t r a n s f e r r i n e  humaine 

Valeurs 

114 100 
278-280 mp Apot ransfer r ine  11,2 

10,9 
11,2 
11,7 

11,9 
11,4 

Trans fe r r ine  s a t u r é e  14 , l  

Références 
---- 

- - _I_- . - - 
KOECHLIN, 1952 ( 270) 
SCHONENBERGER, 1955 ( 271) 
KELLER e t  PENNEL, 1959 (272) 
BEZKOROVAINY, RAFELSON e t  c o l l . ,  
1963 (273) 
ROBERTS, MAKEY e t  c o l l . ,  1966 (274) 
AISEN e t  c o l 1  ., 1967 (275) 
LEIBMAN e t  AISEN, 1967 (276) 

E i~l;  T r a n s f c r r i n e  s a t u r é e  0,57 

465 mp 0,57 
0,595 

SCHADE, REINHART e t  c o l l . ,  1949 (277) 

SURGENOR, STRONG e t  c o l l . ,  1949 (278) 
BEZKOROVAINY, 1966 (279) 1 

Volume s p é c i f i q u e  p a r t i e l  
- mesuré 0,725 

- c a l c u l é  0,722 

- Trans fe r r ine  s a t u r é e  / [ a ] 5 w v ;  

ONCLEY, SCi'LTCHARD e t  c o l l . ,  1947 (280) 
KOECHLIN, 1957 ( S B  1) ;SCHULTZE, 
HEIDE e t  c o l l . ,  1957 (282) 
BEZKOROVAINY, RAFELSON e t  c o l  1 ., 
1963 (283) 

Pouvoir r o t a t o i r e  spéc i f ique  
- Apotransfer r ine  

2 5 
Iu1546,1 mp ; eau -57'+2 - b] 589 mp ; tampon pH 8 , 3  -49 

KOECHLIN, 1952 ( 284) 
BEZKOROVAINY e t  GROHLICH, 1967 (285) 

-55 BEZKOROVAINY e t  GROHLICH, 1967 (286) 

f / f o  Apot ransfer r ine  1,28 
1,31 

Trans fe r r  i ne  s a t u r é e  1,27 

INMAN, 1956 (257) 
BEZKOROVAINY, 1966 (288)  
BEZKOROVAINY, 1966 ( 289) 

Rapport a x i a l  
AEotransfer r ine  113 

112 
Trans f e r r i n e  s a t u r é e  113 

INMAN, 195 6 ( 2 90) 
BEZKOROVAINY, 1966 ( 291) 
BEZKOROVAINY, 1966 ( 292) ml 



1" - Composition en g luc ides  

La n a t u r e  g lycopro té in ique  de l a  t r a n s f  e r r i n e  a 4t6 .  démontrée, 

dès 1952, par  KOECHLIN (2931, et pa r  SURGENOR, KOECHLIN et  STRONG (294) 

q u i  on t  t rouvé en  taux d ' o s e s  neu t r e s  de 1 ,8  p. 100. 

a - Composition centésimale 

La première dé te rmina t ion  complète de l a  composition centésimale 

en g luc ides  de l a  t r a n s f e r r i n e  aéré e f f ec tuée  par  SCHULTZE, G ~ L L N E R  e t  

c o l l .  (295). D'autres  t ravaux fu ren t  r é a l i s é s  par  l a  s u i t e  e t  nous avons ras -  

semblé dans l e  tableau XV (p.  45) l e s  r é s u l t a t s  obtenus pa r  l e s  au t eu r s .  

On v o i t  que c e s  va leurs  s o n t  très d i f f é r e n t e s  su ivant  l e s  expérimentateurs 

e t  q u ' i l  s ' imposa i t  d ' e f f e c t u e r  des déterminat ions d'une manière " s t a t i s -  

t i que"  . En ef  £e t ,  l a  connaissance, à un mole p rè s ,  de l a  composition en 

oses  d e  l a  t r a n s f e r r i n e  é t a i t  néces sa i r e  pour en t reprendre  s u r  des bases  

s o l i d e s  l ' e x p l o r a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  du glycanne. 

b - Composition molaire  

Les oses  "neutres" ont  é t é  i d e n t i f i é s  pour l a  première f o i s  pa r  

chromatographie s u r  papier  au  ga l ac tose  e t  au mannose par  SCHULTZE, SCHMIDT 

BERGER e t  c o l l .  (296) en 1958. En o u t r e ,  l e s  au t eu r s  ont s i g n a l é  l a  présence 

de t r a c e s  d 'ac ide  mxqkgueet de fucose, mais ce s  r é s u l t a t s  ne  reçurent  u l -  

tér ieurement  aucune confirmation.  La présence de g a l a c t o s e  e t  de mannose a 

é t é  v é r i f i é e  p a r  nous-même, en  1961 (MONTREUIL, BISERTE, MIJLLET, SPIK e t  

LEROY (297),  p u i s  par  JAMIESON ( 298 ) ,  en 1964. L'osamine a é t é  i d e n t i f i é e ,  

pour première f o i s ,  B l a  glucosamine e t  l ' a c i d e  s i a l i q u e  i3 1 ' ac ide  N-acétyl- 

neuraminique pa r  nous même, en 1961 (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK e t  

LEROY) (299). Ce de rn i e r  r é s u l t a t  concernant l ' a c i d e  s i a l i q u e  a é t é  con f i r -  

m e  p a r  JAMIESON (300) en 1966. 

Nous avons p réc i sé ,  dans l e  tab leau  X V I  (p .  46) l a  composition 

mola i re  en oses  de l a  t r a n s f e r r i n e  su ivant  SCHULTZE, SCHMIDTBERGER e t  HAUPT 

en 1958 (301) e t  JAMIESON, e n  1965 (302) .  On v o i t  que l e s  r é s u l t a t s  obtenus 

pa r  les deux au teu r s ,  a s s o c i é s  à ceux que nous avons publ iés ,  en 1961 e t  en 

1965 révhlent  un  désaccord^^ que nous d iscu terons  p lus  l o in .  



Tableau XV 

Composition centés imale  (en g p. 100) en g luc ides  de 

l a  t r a n s f e r r i n e  humaine d 'après  d i f f é r e n t s  au teurs  

Références 

KOECHLIN, 1952 (303)' ; 

SURGENOR, KOECHLIN e t  

STRONG, 1949 (304) .  

SCBULTZE, WLLNER e t  COII . ,  

SCHULTZE, HEIDE e t  co l l . ,  

SCHULTZE, SCHMIDTBERGER e t  

c o l l . ,  1958 (307) 

HEIMBURGER, HEIDE e t  c o l l . ,  

BEZKOROVAINY, RAFELSON e t  

c o l l . ,  1963 (309) 

JONES e t  PERKINS, 1965 (310 

JAMIESON, 1964 (311) 

a )  Galactose + mannose. 
b) La n a t u r e  de l 'osamine n ' a  é t é  p réc i sée  par  aucun a u t e u r .  
c )  Exprimé en ac ide-N-acétylneuraminique. 



Tableau XVI 

Composition molaire en oses de la transferrine suivant 

différents auteurs 

! ---- -- 7 1 

SCHULTZE, SCHMIDTBERGER / JAMESON, 1965 (313) 

et HAUPT, 1958 (312) ( a )  l f (b) 
.-- - - - 

1 Galactose 8 4 

4 ! Mannose 

1 
8 

Fucose 

N-acétylglucosamine 

Acide N-ac6tyl s ialique 

1 I - 
8 I l 

I 
8 

4 
1 

! 4 

1 
-------- I 

(a) Pour une masse mcilécriiairc d d - ~ g  000 
(b) Pour une masse moléculaire de 90 000 



4 7 

Les premiers dosages d 'ac ides  aminés dans l a  t r a n s f e r r i n e  ont é t é  

e f f e c t u é s  pa r  SCHULTZE, HEIDE e t  M'LER (3141, en 1957. I ls ont  é t é  r épé t é s ,  

à p lus i eu r s  r e p r i s e s ,  pa r  l e s  mêmes au teu r s  e t  nous avons f a i t  f i g u r e r  dans 

l e  tab leau  XVI ( ~ ~ 4 6 )  l e s  r 4 s u l t a t s  l e s  p lus  récents .que  ces  d e r n i e r s  on t  

fou rn i .  Nous y avons a j o u t e r  ceux q u i  ont é t é  e f f e c t u é s  e n s u i t e  par  PARKER 

e t  BEARN (315),  en 1962 e t  pa r  BEZKOROVAINY, RAFELSON e t  c o l l .  (316), en 

1963. 

Dans l e  tab leau  X V I I  ( p .  48) ,  nous avons p r é c i s é  l e  nombre de r é s i -  

dus d 'ac ides  aminés par  mole de t r a n s f e r r i n e .  On v o i t  que dans l 'ensemble, 

l e s  r é s u l t a t s  obtenus p a r  l e s  d i f f é r e n t s  au t eu r s  son t  assez  concordants 

sauf  dans l e s  ca s ,  -cependant t r è s  importants du po in t  de vue de l ' app l i ca -  

t i o n  des procédés de rup tu re  s é l e c t i v e  des cha înes  pept idiqucs- ,  de l ' a r g i -  

n i n e  e t  de l a  l y s ine ,  de l a  cys t é ine ,  de l a  méthionine, du tryptophanne e t  

de la  t y r o s i n e  e t  de l a  leuc ine .  

V - STRUCTURE DE LA TRaMSFERRINE 

Quand nous avons commencé nos recherches,  aucun t r a v a i l  concer- 

nant  l a  s t r u c t u r e  de l a  t r a n s f e r r i n e  n ' a v a i t  é t &  e n t r e p r i s .  Actuellement 

encore,  nos connaissances s u r  c e t t e  d e r n i è r e  sont  encore t r è s  f ragmentaires  

e t  l a  p lupa r t  d ' e n t r e  e l l e s  sont  l e s  r é s u l t a t s  de nos propres  t ravaux.  

A - STRUCTURE DE LA PROTEINE 

Les recherches s e  l i m i t e n t  actuel lement  aux r é s u l t a t s  su ivants  : 

14 

1 - L'acide aminé N-terminal e s t  l a  v a l i n e  (GOLLNER, 1955 (317) ; PUTNAM, 

1955 (318) ; MDNTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK e t  LEROY (319) ; ( v o i r  p. 177) ; 

BEARN e t  PARKER, 1966 (320) ; JEPPSSON, 1967 (321).  

Aucune recherche s u r  l a  nature .de 1 ' ac ide  aminé C-terminal n ' a  é t é  

e f f e c t u é e  sauf  par  nous-même ( v o i r  p. 181) . 
2 - La présence d'un s e u l  a c i d e  aminé N-terminal a  longtemps f a i t  penser que 

l a  p r o t é i n e  é t a i t  c o n s t i t u é e  par  une chaene polypept idique unique. C e t t e  

manière de v o i r  a v a i t  t rouvé  une confirmation dans l e s  t ravaux de PARKER, 

CRESTFIELD e t  BEARN, 1963 (322) q u i  n ' a v a i t  pas mis en évidence de sous- 

u n i t é s  après  réduct ion  des ponts  d i s u l f u r e  e t  a l k y l a t i o n  des groupements SH. 



- - - -  - - -  - - - - - - - - - - - - - -  

Sérine 3,9  (a) 

Thréonine 3,5 (a) 

Tryptophane 136 

Tyros ine 439 

Val ine 437 

( a )  Extrapolé au temps zéro de l'hydrolyse. 

(b) Somme dc l!acide cystéique et de Ia demi-cystéine. 

(c) Valeur probable obtenue en faisant les moyennes des valeurs aux trois temps d'hydrolyse. 

(d) Valeur de l'acide cystéique. 

(e) Somme de la méthionine et de la méthionine sulfone. 

- - - -  

3,7 (a) 

2,8 (a) 

4,4 (El 

3,1 (c) ( g )  

5,O (a) 

Total 94,5 

(£1 Application de la méthode spectrophotométrique de BENCZE et SCHMID (327). 

Q. Valeur spectrophotométrique : 2,8 p 100 . 
" 1 

i 
\ -1 

92 



Tableau zy111 

Composition en ac ides  aminés de l a  t r a n s f e r r i n e  humaine exprimée en moles 
par  mole de t r a n s f e r r i n e  humaine 

, I -1 

1 
i R é s u l t a t s  de / Résu l t a t s  de R é s u l t a t s  d e  

j ROOP e t  PURIAM, 
t 1967 

- -- - - 

92 000 go ooo 90 000 

80 91,o 

i 
1 62 6 6 , l  

2 5 
21,5 

60 67,5 1 58 6 3 65,7 
44 39,6 

I 54 58,O 
i 14  17 16,8 

5 7 l 6 6 69,8 
Méthionine 2 4 t 9 934 Phénylalanine 30 31 33 ,2  1 

35 I 35 38,8  ! 
39 44 42,9 

32 
1 33,5 

22 10 - 
1 18 25 29,1 

46 48 48,7 

694 
- .  1 827 7 62 

P 
w 



Cependant, JEPPSSON (329) a  récemment démontré que l a  rup tu re  des ponts 

d i s u l f u r e  en t r aPna i "L1appa r i t i on  de deux sous-uni tés  d 'une masse molécula i re  

de 39 000 e t  de 44 000. En ou t r e ,  s u r  l a  c a r t e  pept id ique  de l ' hyd ro lysa t  t ryp-  

s i q u e  de l ' u n e  de c e s  deux sous-uni tés  e x i s t e  un pep t ide  q u i  n e  s e  r évè l e  

pas avec l e s  r é a c t i f s  à l a  ninhydrine mais seulement avec l e  r é a c t i f  de 

RYDON e t  SMITH. L 'auteur  conclu t  q u ' i l  e x i s t e  donc, o u t r e  l a  v a l i n e ,  une 

a u t r e  amino-acide N-terminal dont l a  f ~ n c t i o n  NH2 e s t  bloquée. 

Nous ver rons  que nos propres  r é s u l t a t s  confirment ceux de JEPPSSON 

( v o i r  p. 183). 

B - STRUCTURE DE LA FRACTION GLYCANNIQUE 

Les seuks informations,  t r è s  f ragmentaires ,  que l ' o n  possède s u r  

l a  s t r u c t u r e  de l a  f r a c t i o n  g luc id ique  de  l a  t r a n s f e r r i n e  sont  l e s  su ivan te s  : 

1 - La t r a n s f e r r i n e  con t i en t  deux groupements glycanniques (JAMIESON, 1964 

(330) ; SPIK, MONSIGNY e t  MONTREUIL, 1965 (331)) dont l a  composition eiP oses  

semble ê t r e  ident ique ,  

2  - L'hydrolyse acide p a r t i e l l e  dee glycannes f o u r n i t  l e s  enchafnements su i -  

van t s  : N-acétyllactosamine, deux mannobioses isomères, un mannotriose,  corn- 

me dans de nombreuses a u t r e s  g lycopro té ines  (MONTREUIL, SPIK e t  CHOSSON, 1962, 

(332) ; MINTREUIL, ADAM-CHOSSON e t  SPIK, 1965 (333)). 

3 - L'ac ide  s i a l i q u e  se trouve en p o s i t i o n  ex terne  (MûNTREUIL, SPIK e t  

CHOSSON, 1962 (334) ; JAMIESON, 1964 (335) ; ROBINSON e t  PIERCE, 1964 (3361, 

MûNTREUIL, ADAM-CHOSSON e t  SPIK, 1965 (337)). En e f f e t ,  l e s  neuraminidases 

é l iminent  s é l e c t  ivement l ' a c i d e  s i a l i q u e  de  l a  g lycopro té ine  e t  conduisent 

à une a s  i a lop ro té ine .  

Lt61iminat ion de l ' a c i d e  N-acétylneuraminique s'accompagne de mo- 

d i f  i c a t i o n s  profondes de l a  m o b i l i t é  é lec t rophor6t  ique -qu i  on t  é t é  é tud iées  

pa r  POULIK (338) dès  1959 -1961, par  PARKER e t  BEARN, 1961 (339) e t  par  

BLUMBERG e t  WARREN, 1961 (340).  C e s  a u t e u r s  ont montré, en f a i s a n t  v a r i e r  

l a  concen t r a t ion  en enzymes que l ' o n  pouvai t  ob ten i r  jusqu 'à  5  bandes en 

é l ec t rophorèse  en g e l  d'amidon q u i  correspondent à des t r a n s f e r r i n e s  conte- 

nant  O, 1, 2, 3  ou 4 r é s idus  d ' ac ide  s i a l i q u e .  



4 - L'ac t ion  succes s ive  de l a  neuraminidase, p u i s  de l a  galactose-oxydase 

montre que 11ac3de s i a l i q u e  e s t  conjugue à des r é s idus  de g a l a c t o s e  (ROBIN- 

SON e t  PIERCE) (341) ( v o i r  a u s s i  nos r é s u l t a t s ,  p.164). 

5 - JAMIESON (342) a récemment proposé l e  schéma de s t r u c t u r e  de l a  f i g u r e  5 

s u r  l a  base des r é s u l t a t s  expérimentaux su ivan t s  : 

1 -  
-- 

ANAN + G a 1  - 2 GlcNAc, (Man, GlcNAc ) , G a 1  , + Man 3 Man -$ GlcNAc-Asn 
I 
i 

Figure  5 

a - L'hydrolyse ac ide  ménagée (HC1 0,15 N ,  à 10dC) l i b è r e  immé- 

diatement l ' a c i d e  s i a l i q u e  e t ,  en 4 h, un r é s i d u  de g a l a c t o s e  e t  deux r é s i -  

dus de N-acétylglucosamine. Le mannose apparaPt tardivement et  occupe donc 

une p o s i t i o n  " in te rne"  ( v o i r  a u s s i  nos r é s u l t a t s  p.152). 

b - L'oxydation periodique d é t r u i t  l a  t o t a l i t é  de l ' a c i d e  N- 

acétylneuraminiqueelfIgalactose. La m o i t i é  de 1 'osamine e t  75 p. 100 du 

mannose r é s i s t e n t  B l ' oxydat ion .  

c - La dégradat ion r é c u r r e n t e  de SMITH (343) donne, après  l e  

premier c y c l e  un d iho los ide  c o n s t i t u é  de mannose e t  de N-acétylglucosamine 

(1 : 1 )  e t  un g lycopept ide  contenant  du mannose, de l a  glucosamine e t  de 

l ' a c i d e  a spa r t i que ,  dans l e s  rappor t s  2 : 1 : 1. Après l e  second cyc le ,  

l ' a u t e u r  o b t i e n t  une glycopept ide renfermant l e s  m h e s  composants dansb.rcap 

Wrts 1:1:1. Le t ro i s i éme  c y c l e  f o u r n i t  une subs tance  c o n s t i t u é e  de glucosa- 

mine et  d ' ac ide  a spa r t i que  ( 1  : 1 ) .  



C - MûDALITES DE L'ATTACHE G~Y~ANNE-PROTIDE 

Nous avons l e s  premiers démontr6 sans arnbiguyté que l e s  deux 

glycannes é t a i e n t  conjugués, dans l a  t r a n s f e r r i n e ,  pa r  une l i a i s o n  de type 

N-(@-asparty1)- N-acétylglucosaminylamine (SPIK, MONSIGNY e t  MONTREUIL, 

1965 (343aD, ( v o i r  p. 218). C e  mode d ' a t t ache  a v a i t  é t é  posé en hypothèse, 

mais non demontré, par  JAMIESON (344), en 1964 et 1965. C e t  au t eu r  a  con- 

firmé nos r é s u l t a t s ,  en 1967 (3451, en i s o l a n t  pa r  dégradat ion r é c u r r e n t e  

de SMITH d'un glycopept ide de l a  t r a n s f e r r i n e  l e  chaînon asparagine  -N- 

a c ~ t y l g l u c o s a m i n e  ( v o i r  p lus  hau t ) .  

V I  - LE POLYMORPHISME ET LES VARIANTS DE LA TRANSFERRINE (+) 

Le manque d'homogénéité des r g s u l t a t s  concernant l e s  p r o p r i é t é s  

physico-chimiques de l a  t r a n s f e r r i n e  peut  s ' exp l ique r ,  dahs une c e r t a i n e  

mesure, par  l e  polymorphisme de  c e  p r o t é i d e  q u i  a  é t é  r 6 v é l é  p a r  SMITHIES 

(3521, en 1957, à l ' a i d e  de l ' é l e c t r o p h o r è s e  bidimensionnel le  en g e l  d'ami- 

don. 

A - CARACTERISTIQUES ELECTROPHORETIQUES DES VARIANTS DE LA TRANSFERRINE 

1 - La grande m a j o r i t é  des  sérums humains donne, en é l ec t rophorèse  en g e l  

d'amidon, une bande unique de t r a n s f e r r i n e  que SMITHIES (353) a v a i t  désignée 

par  %es l e t t r e s  @. Cer t a ins  sérums donnent une bande supplémentaire,  p lus  

r a p i d e  chez c e r t a i n s  s u j e t s  (bande P B ) ,  p l u s  l e n t e  chez d ' a u t r e s  ( b a n d e p ~ )  

q u i  a été i d e n t i f i é e ,  e l l e  a u s s i ,  2t de la  t r a n s f e r r i n e  (SMITHIES e t  HILLER 

(354) ; GIBLETT, HICKMAN e t  SMITHIES (355) ; ALLISON (356)). 

2 - Chacune des  bandes B e t  D présen te ,  en o u t r e ,  des  v a r i a t i o n s  de h o b i l i -  

t é  q u i  sont  cont rô lées  génétiquement, t a n d i s  que l a  bande C possède un com- 

portement i n v a r i a b l e  (Fig. 6 ; p .  53)- On connaî t  ac tue l lement  18 v a r i a n t s  

géné t iques ,  dont nous avons p r é c i s é  l a  na tu re  dans l e  tab leau  X I X  (p. 54) 

en l e s  c l a s s a n t  par  o r d r e  de m o b i l i t é  c r o i s s a n t e .  

(+) Revues généra les  : SMITHIES e t  CONNELL (346) ; BARNICOT (347) ; GIBLETT 
(348) ; AUDRAN ( 3 4 9 )  ; BEARN e t  PARIER (350) ; FINE (351). 





Tableau X I X  

Variants de l a  t rans fe r r ine  sérique humaine 

Désignation de 

l a  t rans fe r r ine  

D3 

D2 

D 1 

D Chi 

D Montréal 

D4 ou Do-1 

D wigan 

Do 

D Adélaïde 

C 

B 3 

B2 

B 1  - B2 

B1 

B Atalante 

Bo - 1 

Bo 

B Lae 

(+) ROOP e t  PUTMAN (375) ont iden t i f i é ,  en 1967, un nouveau variant  : 
l e  var iant  D-Raiford 

1 

1 
i 

Origine Références 

f 
Caucas ien-canadien j SMITHIES , 1958 ( 368 ) 

1 
I 

Indien-vén&eu&l ien 1 ARENDS, GALLANGO e t  col  1 ., 1962 (369) 1 
1 Caucasien-anglais ' HARRIS, ROBSON e t  SINALCO, 1958 (370) 1 

Grec 
l ' MURRAY, ROBINSON e t  BLUMBERG, 1964 
1 
1 (371) 

l 

I 
Noir américain j GIBLETT, HICKMAN e t  SMITHIES, 1959 

1 (358) 

Noir a f r i c a in  / HARRIS, ROBSON e t  SINALCO, 1958 (359) 
i 

Noir américain j SMITHIES, 1957 ( 3 6 0 )  
I 

Chinois I i PARKER e t  BEARN, 1961, (361) 

Caucasien-canadien 1 PARKER et  BEARN, 1962 (362) 

Anglais ' HARRIS, PENINGTON e t  col l . ,  1960 (363) 

Anglais / GLEN-BOTT, HARRIS e t  co l l . ,  1964 (364) 

Noir américain 
1 , GIBLETT, HICKMAN e t  SMITHIES, 1959 
l 

1 (365) 

Australien- i r lan-  

dais  
I 
j COOPER, LANDER e t  KIRK,  1964 (366) 

Japonais 1 PARKER e t  BEARN, 1961 (367) 

Indien Nava j O 

Américain 

PARKER e t  BEARN, 1961, (372) 

GIBLETT, HICKMAN e t  SMITHIES, 1959 

I 
(373) 

Nouvelle Guinée 1 LAI, 1963 (374) 
l 



3 - C e s  varkants  géné t iques  s o n t  sous l a  dépendance de t r o i s  gènes a l l é l o -  

morphes T£B, TfC e t  T£D q u i  conduisent aux 6 phénotypes : BB, CC, DD, BC, 

BD e t  CD. Suivant l e  phénotype, l e  sérum renfermera,  respect ivement ,  l e s  

t r a n s f e r r i n e s  B, C ou D ou le mélange des t r a n s f e r r i n e s  B f C,  B + D et  

C + D. 

Dans l e s  popula t ions  européennes, l e  phénotype homozyzote CC e s t  

observé avec une frequence de 99 p.100 (95 p.100 en Asie  e t  en Afr ique) .  

B - PROPRIETES GENERALES DES VARIANTS DE LA TRANSFERRINE 

1 - Les v a r i a n t s  géné t iques  de l a  t r a n s f e r r i n e  possèdent l e s  c a r a c t è r e s  

ident iques  su ivan t s  : 

- t aux  de f i x a t i o n  du f e r  (ALLISON) (376).  

- r é a c t i o n s  immunologiques (ALLISON (377) ; PARKER e t  BEARN (378)) .  

- teneur  en a c i d e  s i a l i q u e .  

- cons tan te  de  sédimentat ion (PARIER e t  BEARN) (379).  

2 - Toutefo is ,  on observe des d i f f é r ences  dans l a  composition e t  dans la 

s t r u c t u r e  des f r a c t i o n s  p ro t é iques  par  l l a p ~ l i c a t i o n  de l1électrochromato-  

graphie  aux hydro lysa ts  pro téas iques .  Par  exemple, dans le cas  des t r ans -  

f e r r i n e s  C e t  D 3 (SUTTON e t  BOWMAN) (380), 3 pep t ides  spéc i f iques  s o n t  

p ré sen t s  dans l e s  hydro lysa t s  t ryps iques  de c e t t e  de rn i è re .  

Dans l e  cas  des  t r a n s f e r r i n e s  C e t  Dl  , l e s  hydro lysa ts  chymotryp- 

s iques  cont iennent  un p e p t i d e  spéc i f ique  : 1 C pour l a  t r a n s f e r r i n e  C e t  

1 Dl pour la t r a n s f e r r i n e  Dl , dont l a  composition en ac ides  amines est l a  

su ivan te  : 

Lysine 

S Qr i n e  

Acide glutainique 1 

Phénylalanine 1 

Acide a spa r t i que  1 

Glycocol le  1 



Les t r a n s f e r r i n e s  C e t  D d i f f é r e r a i e x t  donc seulement p a r  l e  1 
remplacement, dans l a  p r o t é i n e ,  d'un r é s i d u  d'acide aspa r t ique  pour un r6- 

s i d u  de g lycocol le .  Ce r é s u l z a t  p o u r r a i t  expl iquer  l e  comportement é l e c t r o -  

phorét ique p l u s  anodique d e  !a t r a n s f e r r i n e  C en canpon basique (WANG e t  

SUTTON) (381) ; WANG, SUTTON e t  SCOTT ( 332 ) ) .  

Par une expérimentation analogue, WANG, ÇUTTON e t  RIGGS (383) on t  

montré que, dans la t r a n s f e r r i n e  B un r é s i d u  d ' ac ide  glutamique remplaça i t  2' 
un r é s idu  de g lycoco l l e  de  l a  t r a n ~ f e r r i r ~ e  C .  

C - ISOLEIMENT DES TRANSFERRINF,S B ,  C ET D 

L'isolement des t r a n s E e ~ r l n e s  B , C  e t  D a  é t é  r é a l i s é ,  à p a r t i r  des 

mélanges BC e t  CD, par  é lec t rophorèse  p r é p a r a t i v e  en g e l  d'amidon (PARKER et  

BEARE (384) ; SUTTON e t  KARP (385) ; WANG e t  SUTTON (386) ; JEPPSSON (387)) 

et pa r  ' ~ é l e c t r o f o c a l i s a t i o n "  (JEPPSSON) (388).  L ' app l i ca t ion  de c e  de rn i e r  

procédé a  permis à JEPPSSON (389) d ' o b t e n i r ,  pa r  - exenph ,  l e s  t r a n s f e r r i n e s  

B e t  B L 'é tude  de c e s  t r a n s f e r r i n e s  e s t  actuel lement  en cours .  
1 2 

Nota : A côté  du polymorphisme génétique de l a  t r a n s f e r r i n e ,  p l u s i e u r s  obser- - 
va t ions  sont en  faveur s o i t  de l ' e x i s t e n c e  d 'un  polymorphisme non génét ique 

de l a  t r a n s f e r r i n e ,  s o i t  d e  l a  présence de p r o t é i d e s  d i f f é r e n t s  de  c e t t e  

d e r n i è r e  mais capables  de f i x e r  l e  f e r .  . . 
JEPPSSON et SJOQüïST (3901, pa r  chromatographie su r  CM-cellulose de  

la t r a n s f e r r i n e  C on t  obtenu deux f r a c t i o n s  q u i  possèdent des p r o p r i é t é s  im-  

munologiques, biologiques e t  physiques iden t iques  mais qui  p ré sen ten t  de Mg&- 

r e s  v a r i a t i o n s  dans leur  composition glucidique.,  dans l e u r  composition en 

f e r  e t  dans l a  c a r t e  des p e p t i d e s  après  d i g e s t i o n  t ryps ique .  Selon l e s  au- 

t e u r s ,  il e x i s t e r a i t  donc, dans l e  sang, deux t r a n s f e r r i n e s  d i f f é r e n t e s .  

En o u t r e ,  au cours  du fractionnement e t  de l ' i so lement  de  l a  t r ans -  

f e r r i n e  C par chromatographie s u r  TEAE c e l l u l o s e ,  SHIRASAWA (391) a r é v é l é  

l ' e x i s t e n c e  d 'un  composé mineur qui  f i x e  l e  f e r ,  renferme 5 à 10 p.100 de l a  

r a d i o - a c t i v i t é  t o t a l e  de la  t r a n s f e r r i n e  e t  possède en é lec t rophorèse  en g e l  

d'amidon v e r t i c a l  une migra t ion  anodique p l u s  f a i b l e  que l e  composé majeur. 

Un r g s u l t a t  i den t ique  a  é t é  obtenu par  FABER e t  JORDAL (392) qu i  o n t  carac- 

t é r i s é  une g lobu l ine  a l  f i x a n t  l e  f e r .  



VI1 - REPARTITION, MET4BOLISIB ET ROLE BIOLOGIQUE DE LA TRANSFERRINE 

A - REPARTITION DE LA TRANSFERRINE 
La transferrine constitue le véhicule du fer à travers tout l'or- 

ganisme. Un individu normal possède de 10 ZL 11 g de transferrine dont 52 à 

53 p.100 sont extra-vasculaires, selon AWAI et BROWN (393) et 56 à 62 p.100, 

selon KATZ (394). 

1 - La transferrine des liquides biologiques 
a - La transferrine se trouve essentiellement dans le sang, à la 

concentration de 2 g p.litre environ. Ce résultat a été obtenu soit par des 

procédés physico-chimiques, soit par des méthodes immunologiques (JAGER (395) ; 

BAMBACH (396 ) ; WOODWORTH et SCHADE (397) ) . 
e 

b - Les urines normalos contiennent de la transferrine (BERGGAIID) 
(398) et on estime que 8 à 9 p.100 de la transferrine sont éliminés quoti- 

diennement dans les urines (AWAI et BROWN) (399). Ce taux est beaucoup plus 

&levé dans les urines de néphrotiques (HARDWICKE (400) ; HORST (401) ; 

NIESERT (402)) et peut atteindre, selon RIFKIND et coll. (403) 1,6 g par 

24 h. MAIORCA et SCARPIONI (404) ont dhontré que les transferrines sériqao 

et urinaire étaient identiques. 

c - Le liquide céphalo-rachidien contient de la transferrine (EWER- 
BECQ (405) ; BUCHER et coll. (406) ; GAVRILESCO et coll. (407) ; BURTIN (408) 

CLAUSEN et MUNKNER (409) à la concentration de 10,26 + 3,3 mg p. litre - 
(GOODMAN et VULPE) (410). En se fondant sur la forme asymétrique de l'arc 

de précipitation donnée, en imuno-électrophor&se, par la transferrine du 

liquide céphalo-rachidien, CLAUSEN et MUNKNER (411) ont montré qu'il existait 

deux composés qui seraient, selon PETTE et STUPP (412) et FRICK et SCHEID- 

SEYDEL (413) de la transferrine et de l'asialotransferrine. Ces composés 

posséderaient des groupements glycanniques incomplets (PARKER, HAGSTROM et 

BEARN) (414) et seraient synthétisés par le système nerveux central (FRICK 

et coll. (415) ; ROSENTHAL et SOOTHILL (416)). Selon SCHULTZE et HEREMANS 

\417), il s'agit d'un cas d'allomérisme prosthétique ou d'immaturité molé- 

culaire. 



d - Dans le  l a i t ,  l a  t r a n s f e r r i n e  a  é t é  i d e n t i f i é e ,  en 1959, pa r  

p l u s i e u r s  au teurs  '(HANSON (418) ; HUIDOBROTECH (419) ; FILIPE DA SILVA e t  

MONTEIRO (420) ; BLANC (421)), SCHWICK, ESSER e t  KOCH (422) est iment  que 

l e  taux  de t r a n s f e r r i n e  dans le  l a i t  est de l ' o r d r e  de 10 mg p . l i t r e .  Les 

t r a n s f e r r i n e s  du l a i t  e t  du plasma donnent des r é a c t i o n s  immunologiques 

d ' i d e n t i t é  p a r f a i t e .  

e - Enfin, l a  t r a n s f e r r i n e  a é t é  c a r a c t é r i s é e  dans l e s  l i q u i d e s  

b io logiqaes  su ivants  : l a  - b i l e  (HARDWICKE e t  c o l l . )  (423) ; l e s  s é c r é t i o n s  

nasa l e s  (ROSSEN e t  c o l l . )  (424) ; l a  s a l i v e  (GABL e t  wACHTER) (425) ; l a  

lvtnuhq (MOORE, MINNICH e t  WELCH) (426) 

2 - La t r a n s f e r r i n e  des t i s s u s  

La présence de t r a n s f e r r i n e  dans l e s  t i s s u s  a  pu ê t r e  démontrée 

pa r  é lec t rophorèse  en g e l  d'amidon dans l e  f o i e  e t  l e  r e i n  (1% LENNAN e t  

LEWIS) (427) ou par  l a  technique des an t i co rps  f l uo rescen t s  (LANE) (428) 

dans l e  f o i e  qui  e s t  l e  grand producteur de t r a n s f e r r i n e .  

B - METABOLISME DE LA TRANSFERRINE 

Chez l ' a d u l t e ,  l a  t r a n s f e r r i n e  e s t  essent ie l lement  syn thé t i s ée  

dans l e  f o i e  (voi r  la  revue généra le  de  SCHULTZE e t  HEREMANS (429) e t  

a u s s i  SAADI etVan derDECKEN (430).  Toutefo is ,  s e lon  c e r t a i n s  au t eu r s ,  

l a  r a t e ,  l e s  nodules lymphatiques, l a  moelle des o s  e t  l a  muqueuse i n t e s -  

t i n a l e  i n t e r v i e n d r a i e n t  a u s s i  dans sa  synthèse,  mais à un degré moindre. 

%a q u a n t i t é  de  t r a n s f e r r i n e  c a t a b o l i s e e  quotidiennement e s t  de 

1 g environ (FREEW) (431) e t  ça deni-vie a BéC f i x é e  e n t r e  7 et C j o u r s . p a r  

KATZ (4321, e n t r e  8 e t  10 jou r s  par  AWAI e t  BROWN (433) e t  à 12 jours  

pa r  GITLIN e t  c o l l  . (434) . 
Selon p l u s i e u r s  au t eu r s ,  l e f ~ e t u s  semble s y n t h é t i s e r  s a  propre  

t r a n s f e r r i n e  dès la 8è semaine (SHEIDEGGER, MARTIN e t  RIOTTON) (435). 

En e f f e t ,  l e  f o i e  des  embryons de 3 mois incorpore  du l4 C-glycocolle dans 

l a  t r a n s f e r r i n e  (DANCIS, BRAVERMAN e t  LIND) (436) .  En o u t r e ,  l e s  phénotypes 

t r a n s f e r r i n i q u e s  peuvent ê t r e  d i f f é r e n t s  chez l a  mère e t  chez l'embryon : 

C pour l ' u n e ,  C ec Dipour l ' a u t r e  (RAUSEN, GERALD e t  DIAMOND) (437). 



Enfin, les transferrines de cordon ombilical d'enfants prématurés sont im- 

matures : elles ne renferment pas d'acide N-acétylneuraminique et leurs grou- 

pements polyosidiques sont incomplets (PARKER et: BEARN (438) et PARKER, 

HAGSTROM et BEARN (439)). 

C - LA TRANSFERRINE ET LE IETABOLISPE DU FER 
11 nous est impossible de décrire en détail les mécanismes du méta- 

bolisme du fer et nous renvoyons le lecteur aux revues générales de BLANC (440) 

de DREYFUS (441, 4421, de DREYFUS et SCHAPIRA (443, 444), de LAURELL (445,4461, 

Nous nous limiterons donc à un résumé schématique de la question (~ig. 7 ; 

p. 60). 

La transferrine intervient : 

1 - d'une part, entre le fer alimentaire et les formes de réserve 
transitoires ou durables de la ferritine-et de lfhénosid4rine,; 

2 - et, d'autre part, entre ces dernières et les formes "actives" 
de conjugués du fer : hhoglobine, et myoglobine, cytochromes, catalases et 

peroxydases, métalloflavo-protéines. 

Le fer alimentaire conjugué (10 à 20 mg p. jour) est dissocié par 

l'acidité gastrique, réduit en ions ferreux par l'acide ascorbique et, peut- 

être aussi, par des groupements SH. 

Nota Récemment, DAVIS et coll. ont isolis du suc gastrique la gastroferrine, - 
protéide de masse moléculaire élevée, qui est capable de fixer du fer et 

qui contralerait la concentration en ions-fer libres et régulariserait 

l'absorption du fer (DAVIS, LUKE et DELLER (447,448) ; LUKE, DAVIS et DELLER 

(449)). Un protéide semblable existerait dans la salive (REILLY, DAVIS et 

DELLER) (450). 

Dans la fraction duodénale de l'intestin, le "fer gastrique", -au- 

quel vient olajduter le "fur biliairen-, passe dans les cellules intestinales (+) 

(+) L'absorption du fer est accélérée par l'histidine et le fructose (FRONSTIM) 
(451). D'après COONS (452), elle serait réglée par les hormones hypophysaires. 
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Suivant GRANICK (453), il existerait un gradient de potentiel d'oxydo- 

réduction dans ces aernr5res qui provoquerait, dans un premiez tem?s, 

l'oxydation des ions ferreux en ions ferriques dont une partie, selon 

CROSBY (454) serait mise en réserve sous forme de ferritine (d'hémosi- 

dérine dans le cas de surcharges en fer). Vers la partie ,qyLcde de la 

cellule, les ions ferriques seraient r%duits, dans un second temps, en 

ions ferreux qui, diffusant dans le plasma, sont pris en charge yar les 

molécules non satu&s de transferrine. Celle-ci dirige le fer soit vers 

des tissus corne le fcie, In rcte et la noelle osseuse, oh 3.1 est ais en 

rGaerve m u s  fome de ferritine ou ?'h&.msid6rinc, ccit vers les 

organes érythropoSétiques où le fer est utilisé suivant un mécanisme 

encore trEs mal connu (voir à ce sujet M03Gi",X et LAURELL (455) ; SCHADE 

(456) ; FLETCHER et HUEHMS (4571, soit, encore vers les points de synthèse 

des enzymes héminiques, soit enfin vers les organes d'excrétion (1 à 2 mg 

p. jour) de l'urine, de la sueur et du lait. 

Nota Selon certains auteurs, le rôle de la transferrine ne se limiterait - 
pas au transport du fer et le protéide interviendrait dans certaines chaf- 

nes d'oxydation cellulaire.En outre, d'après BARBER (458) et BARBER 

et SCHELLER (459), la transferrine serait un inhibiteur de la formation 

des peroxydes lipidiques. 

D - PATHOLOGIE DE LA TRANSFERRINE (+) 

L'importance du rôle de la transferrine explique le nombre élevé 

des recherches qui ont été effectuées dans le domaine de la Clinique. Celles- 

ci ont pris leur départ après la mise au point de procédés de dosage du fer 

sérique FS (voir p.105), qui est essentiellement conjugué à la transferrine 

et de mesure de la fixation du fer par la transferrine (voir p.107)~ qui 

ont permis de montrer que celle-ci circulait dans le sang sous une forme 

non saturée. Cette observation a conduit aux notions de opacité latente 

de fixation (C L), qui correspond à la transferrine non saturée-, et de 

capacité totale de fixation (C T) qui correspond à la transferrine totale. 

(+) Voir, en particulier, DREYFUS (461, 4 6 2 )  ; DREYFUS et SCHE-PIRA (463) : 
LAURELL (464) . 



L'application de ces procédés de dosage a permis de tirer les con- 

clusions suivantes : 

- la concentration de la transferrine dans le plasma est de l'ordre 
de 2 à 3 g p. litre. 

- elle est saturée à 40 p. LOO chez l'homme et à 35 p. 100 chez la 

ferme, ce qui correspond à des taux de fer plasmatique de 1,35 (t 0,551 mg 
p. litre chez l'homme et de 1,2 (2 0,60) mg p. litre chez la femme. 

La détermination des variations des paramètres FS, CL et CT apporte 

de précieux renseignements dans le diagnostic ou dans l'étude de l'évolution 

des maladies suivantes : 

- Carence martiale : diminution de FS, augmentation de CT 
- Anémies avec hémolyse : augmentation de FS, diminution de CT 
- Ictères par hépatite : augmentation de FS, maintien ou diminution légere 
de CT 

- Hémochromatoses et hémosidéroses : augmentation très importante de FS, 
diminution de CT 

- Infections : diminution de FS et de CT. 

Des cas dlatransferrinémie congénitale ont, en outre, été signalés 

par différents auteurs (RIEGEL et THOMAS (465), :!ITZIG ct coll. (4661, HEIL- 

MEYER et coll. (467). 

E - ACTION ANTIBIOTIQUE DE LA TRANSFERRINE 
L'activité bactériostatique de la transferrine a été mise en évidence 

"in vitro" par SCHADE et CAROLINE (468) et par SCHADE (469). Elle s'expli- 

querait par une ferriprivation des cilieux deculture. Toutefois, l'activité de 

la transferrine reste très faible "in vivo" (MARTIN et coll.) (470). Il est 

cependant intéressant de remarquerque la transferrine plasmatique se "désa- 

ture" fortement dans les maladies infectieuses et que sa concentration dans 

le plasma augmente sensiblement dans les cas d'agammaglobulinémies (FIARTIN) 

(471). 



Etendue au v i r u s ,  l ' expér imenta t ion  a  montré que l a  t r a n s f e r r i n e  

i n h i b a i t  puissamment l a  m u l t i p l i c a t i o n  e n , c u l t u r e  de t i s s u s ,  des v i r u s  

de l a  polyoméli te  e t  l e s  adénovirus.  E l l e  e s t  sans a c t i o n  s u r  l e  v i r u s  de 

l a  vaccine.  

V I  II - -~S-AUTRE S W S F E R R I  h E - "  ANIMALES - - . ." -- 
Des t r a n s f e r r i n e s  s é r iques  ont  é t 6  c a r a c t é r i s é e s  e t  p a r f o i s  i s o l é e s  

du sang de nombreux animaux. Nous nous l imi te rons  à c i t e r  ce s  de rn i e r s  en 

l a i s s a n t  aux l e c t e u r s  i n t é r e s s é s  l e  s o i n  de consu l t e r  une b ib l iographie  dont 

l ' impor tance  va c r o i s s a n t  e t  dtbtudiêr 116volu t ion  b io logique  de ces 

coapcjç 6s . 
Jusqu ' à  p ré sen t ,  l e s  recherches on t  p o r t é  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e  des 

espèces su ivan te s  : 

- Porc (INGELMAN e t  LAURELL) (472),  c r i s t a l l i s é e  par  LEIBMAN e t  

AISEN (473). 
/ - Rat (GORDON e t  LOUIS) (474) ; DOLE~ALOVA e t  c o l l .  (475) 

- Cobaye (HAVEZ, BONTE, DAUTREVAUX e t  MOSCHETTO) (476) 

- Sour i s  (WATKINS, et c a l l . )  (477) 

- Carpe (sILBERZAHN, RICHARD e t  CREYSSEL) (478) 

- Lamproie marine (BOFFA e t  c o l l . )  (479) 

- Angui l les  (FINE, DRILHON e t  c o l l .  ) (480) 

- Rousse t te  (GOT, FONT e t  GOUSSAULT) (481) dont la  t r a n s f e r r i n e  

e s t  dépourvue d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  possède un po in t  i s o é l e c t r i q u e  é l evé  

(pH 9,2)  

- Poule dont WILLIAMS (482, 483, 484) a e f f e c t u é  une é tude  com- 

par&e de l a  t r a n s f e r r i n e  sé r ique  e t  de  l a  conalbumine de l 'oeuf  e t  qu i  con- 

c l u t  que l e s  d e u i  p ro t é ides  d i f f e r e n t  seulement par  l e u r  groupement gluci-  

dique ( v o i r  a u s s i  à ce  s u j e t  l e s  recherches immunologiques de HEKTOEN e t  

COLE ($85 1, de BRWNOGHE (486) , de I.IARSHALL e t  DEUTSCH (48 71 ,  de  &WINSKI 

e t  DURIEUX (4881, dlOGDEN e t  c o l l .  (489).  



C m e  dans l e  c a s  de l a  t r a n s f e r r i n e  humaine, il e x i s t e  un polyrnor- 

phisme des t r a n s f e r r i n e s  animales : Singe Rhesus (ASTHON (490) ; BLUMBERG (491) ; 

LAI e t  KIRK (492) ; GALLANGO e t  ARENDS (493,494) ; GOODMAN e t  POULIK (495,496) ; 

PARKER e t  BEARN (497) ; GOODMAN e t  WOLF (498) ) ; Chimpanzés (BOYER e t  YOUNG 

(499) ; PARKER et BEARN (500) ; GOODMAN et RIOPELLE (501) . Boeuf (MISTON (502) ; 2- 

SMITHIES et HICKMAN (503)) ; Sour i s  (COHEN (504) ; SHREFFLER (505))  ; Kangourou 

(COOPER e t  SHARMAN) (506) ; Lamproie marine (BOFFA, DRILHON e t  c o l l  . (507) ; 

Poule OGDEN e t  c o l l  (508) ; CROIZIER (509,510), STRATIL (511).  

LA LACTOTRANSFERRINE 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  est de découverte  t r o p  r é c e n t e  pour que s e s  

p r o p r i é t é s  phys ico-chimiques et b io logiques  s o i e n t  b ien  dé£ i n i e s  . Nos con- 

na issances  à son s u j e t  son t  donc encore t r è s  f ragmenta i res  e t  l e  c h a p i t r e  

des g é n é r a l i t é s  que nous l u i  réservons s e r a  t r è s  b re f .  

1 - HISTORIQUE DE LA DECOUVERTE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

A - MISE EN EVIDENCE W FER CONJUGUE DANS LE LAIT DE FEMME 

Le l a i t  de Femme c o n t i e n t  de 0 , 5  à 1 mg de f e r  p. l i t r e  et on s a i t  

à présen t ,  que l e  métal  est conjugué sous une forme r é v e r s i b l e ,  comme dans 

l e  plasma. 

La n a t u r e  p ro t é id ique  de l a  combinaison du f e r  dans l e  l a i t  de Fem- 

me a é t é  démontrée pa r  l e s  observa t ions  su ivan te s  : 

1 - L'analyse p a r  é l ec t rophorèse  s u r  p a p i e r  des  p ro t é ides  t o t aux  du l a i t  ad- 

d i t i o n n é  de f e r  r a d i o a c t i f  r é v è l e  que c e  d e r n i e r  est l i é  à un p r o t é i d e  dont l e  

comportement est i den t ique  à c e l u i  de l a  t r a n s f e r r i n e  plasmatique (SCHXFER (512) ; 

SCHAFER e t  c o i i .  (513)) .  

2 - L 'add i t i on  de  s e l s  de f e r  B du p e t i t  l a i t  humain, provoque, comme dans l e  

c a s  du sérum, 1 ' a p p a r i t i o n  d'une c o l o r a t i o n  rose-saumon (SCHAFER (514) ; 

JOHANSSON ( 515) ) . 



B - ISOLEMENT DE LA LACTOTRANSFERRINE 
1 - MONTREUIL et coll. (516) et JOHANSSON (517) ont décrit simultanément, 
en 1960, un protéide rose-saumon qu'ils avaient isolé du Lait de Femme et 

dont ils donnaient les premières propriétés physico-chimiques. 

La découverte de JOHANSSON était l'aboutissement de recherches en- 

treprises depuis 1958 à la suite de la caractérisation d'une fraction pro- 

téique hétérogène,de coloration rose-saumon que l'auteur obxenait au cours 

de la préparation de la lactalbumine humaine par chromatographie sur des 

colonnes de phosphate de calcium, qui contenait une petite quantité de fer 

et présentait un maxi- d'absorption de 13 lumière à 460-470 my, sans 

bande de SORET. 

Le cheminement des travaux de MONTREUIL et coll.qui devait les con- 

duire à la découverte de la lactotransferrine s'est effectué d'une manière 

différente, Les auteurs tentaient d'isoler les glycoprotéines du lait de 

Femme par précipitation fractionnée par un gradient de concentration en 

sulfate d'ammonium, associé à un gradient: de pH. Au cours des fractionne- 

ments, ils avaient été frappés par la coloration rose-saumon de certains 

filtrats et précipités, qui s'atténuait lors de l'acidification des solu- 

tions et s'intensifiait par neutralisation. Cette observation conduisit 

MONTREUIL et coll. à l'isolement d'une glycoprotéine qui était capable, 

comme la transferrine, de fixer réversiblement le fer mais qui se distin- 

guait toutefois de ce protéide par ses propriétés physiques, chimiques et 

irmntnoiogiques.A cette glycoprotéine spécifique, les auteurs donnèrent le 

nom de InctcsJdt-rophiline (PIO~~~TREUIL et MULUT-) ( 5  1C)puf s de laclio trans- 

ferrine, (MONTREU~L, TOPiN'ELAT et HULLET (519). 

LI II 
2 - La même année, GRUTTNER, SCHAFER et SCHRUTER (5201, pour rattacher lears 
résultats d'électrophorèse, isolerent le protéide en appliquant le procédé 

de JOHANSSON, l'identifiant à leurs fractions électrophorétiques et décri- 

vant quelques-unes de ses propriétés. 



3 - Un peu p l u s  t a r d ,  BLANC e t  a l .  (521) qui  6 tud in ien t  l e s  prqtéLac3 p-csentes 

dans l e s  f i l t r a t s  du l a i t  de Femme t r a i t é  pa r  l e  r i vano l ,  découvrirent 6a.1~ ces 

d e r n i e r s  une g lycopro té ine  à l a q u e l l e  %lS&m&.en+dl&rd l e  nm d e  -- Inct~ferrlae, - 
Par l a  s u i t e ,  ayant reconnu l ' i d e n t i t é  de l a  l a c t o f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e ,  BLANC abandonna s a  terminologie  e t  adopta l e  nom que E:C:-TZIJIL e t  . 

c o l l .  ava i en t  proposé. 

Nota. Depuis 1966, HEREMAHS 
y 

reprend l e  terme dexxxxx l a H o f e r r i n e  pro- 

posé une première f o i s  par  BLANC, sous l e  p r é t e x t e  su ivant  : "Since no s t r u c -  

t u r a l  r e l a t  ionship  between t h i s  p r o t e i n  and t h e  iron-binding p r o t e i n  £rom 

serum, t r a n s f  e r r i n ,  has  y e t  been demonstrated, it would appear incaut  ious t o  

des igna te  it by a  name such a s  " l a c t o t r a n s f e r r i n "  o r  " l ac tos  iderophi l in"  . 
The p r e f i x  " lac to"  i s  l i kewise  r a t h e r  i l l -chosen ,  because, a s  we s h a l l  de- 

monstrate ,  t h i s  p r o t e i n  is by no means s p e c i f i c  f o r  milk". (MASSON e t  

HEREMANS) (5231,  SCHADE ( 5 2 4 )  a proposé récemment l e  terme d 'ékkr inos idérophi -  

l i n e  qu i ,  d ' après  l ' a u t e u r ,  s e  j u s t i f i e  par  l n  présence du p r o t é i l e  dans l e s  

t i s s u s  exc ré t eu r s .  

Dans n o t r e  mémoire, nous u t i l i s e r o n s  l e  terme de l a c t o t r a n s f e r r i n e  

pour les r a i s o n s  su ivan te s  : 

1 - On u t i l i s e  généralement l e  terme proposé par  1' "inventeur" 

d 'une substance e t  on n e  l u i  s u b s t i t u e  une a u t r e  dés igna t ion  qu 'après  a v o i r  

s o l l i c i t é  au p réa l ab le  son accord. 

2 - La l a c t o t r a n s f e r r i n e  ne p ré sen te  c e r t e s  pas,  jusqu 'à  preuve 

du c o n t r a i r e ,  de r e l a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  avec l a  t r a n s f e r r i n e ,  m a i s  e l le  par- 

t a g e  néanmoins avec c e l l e - c i  l a  p r o p r i é t é  physico-chimique de f i x e r  réver-  

siblement l e  f e r  pa r  un mécanisme analogue e t  s u r  des  s i t e s  a c t i f s  i den t iques ,  

e t  l a  p r o p r i é t é  b io logique  de t r a n s p o r t e r  l e  méta l .  

3 - La présence de l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans des t i s s u s  s é c r 6 t o i r e s  

a u t r e s  que l a  glande mammaire a  é t é  mise en évidence uniquement par  des  pro- 

cédés inmiunologiques, sans  l e  moindre fondement physico-chimique. Il n ' e x i s t e  

donc aucune preuve de l ' i d e n t i t é  s t r u c t u r a l e  de la  l a c t o t r a n s f e r r i n e  du l a i t  

e t  des l a c t o t r a n s f e r r i n e s  t i s s u l a i r e s .  



4 - Un nouveau composé e s t  généralement désigné par  un t e r n e  q u i  

p r é c i s e  l e  mi l i eu  d'où il a é t é  e x t r a i t  pour l a  premikre f o i s  e t  on u t i l i s e  

couramment, pa r  exemple, s a n s  l e s  t rouver  choquants, l e s  noms de c h o l e s t 4 r o l  

b i en  que c e t t e  substance se t rouve  a i l l e u r s  que dans l a  b i l e  e t  de s é r ine ,  

b i en  que c e t  amino-acide e n t r e  dans l a  c o n s t i t u t i o n  d ' a u t r e s  p ro t é ines  que 

l a  s o i e .  

5  - BLANC lui-même u t i l i s e  l e  terme d e  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

II - PREPARATION DE LI LACTOTRANSFERRINE 
v- - -- 

A - PROCEDE DE KONTREUIL e t  c o l  1 , . 
Nous décrivons, dacs l e  c h a p i t r e  r é se rvé  à nos t ravaux personnels  

l e  procédé d' isolement de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d é c r i t  par  MONTREUIL e t  MIJLLET 

(525) e t  par  MONTREUIL, TONNELAT e t  MULLET (526) c a r  nous l 'avons appl iqué et 

nous avons, en ou t r e ,  é t é  amenée à t e n t e r  de l e  pe r f ec t ionne r .  

B - PROCEDE DE JOHANSSON (527) 

1 - Pr inc ipe .  Le l a i t  d é l i p i d é  e s t  soumis à un fractionnement par  l e  s u l f a t e  

d'ammonium e t  l e  p r é c i p i t é  obtenu à 80 p. 100 de s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'am- 

monium e t  à pH 8 e s t  p u r i f i é  par  chromatographie s u r  DEAE-cellulose, pu is  

s u r  g e l  d ' a p a t i t e .  

2  - Mode o p é r a t o i r e  

a  - Fractionnement pa r  l e  s u l f a t e  d'ammonium. 4 l i t r e s  de  l a i t  de Femme, 

d é l i p i d é s  par  c e n t r i f u g a t i o n  e t  a d d i t  ionnée de  l u  mg de s u l f a t e  fe r reux ,  s o n t  

amenés à 45 p. 100 de s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium à pH 8 e t  maintenus à 

37'C pendant 30 mn. Le p r é c i p i t é  e s t  é l iminé par  f i l t r a t i o n  e t  l a  s o l u t i o n  ob- 

tenue e s t  a j u s t é e  à pH 4  avec de l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  1 M. Un second p r é c i p i t é  

s e  forme q u i  e s t  séparé p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e t  l a  s o l u t i o n  surnageante e s t  ame- 

née à pH 8  e t  à 80 p. 100 de  s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium. Le p r é c i p i t é  

rouge obtenu e s t  d i a lysé  c o n t r e  de l ' e au  d i s t i l l é e ,  p u i s  c o n t r e  une s o l u t i o n  

de phosphate de sodium 0,02 M à pH 8.  



b - -- P u r i f i c a t i o n  p a r  chromatographie. La "red-protein" e s t  soumise à une 

première p u r i f i c a t i o n  p a r  chromatographie s u r  DEAE-cellulose en tampon phos- 

phate  0,02 M de pH 8 q u i  l ' é l u e  dans l a  f r a c t i o n  de t ê t e ,  pu is  à une seconde 

pur i f  i i a t  ion pa r  chromatographie s u r  des colonnes de  phosphate de  calcium 

préparé se ion  l e  procédé d é c r i t  par  TISELIUS e t  c o l l .  (5281, l ' é l u t i o n  é t a n t  

e f f ec tuéc  par  l e  passage succes s i f  de s o l u t i o n s ,  à pH 6, de phosphate de cc- 

dium 0 ,03  M - 0,12 M e t  0 , 5  M. La "red-protcin" e s t  é luée  par  l e  d e r n i e r  tam- 

pon. E l l e  c o n t i e n t  dc 0 ,13  à 0,15 p .  100 de f e r .  Un procédé de prépara t ion  

analogue a  é t é  d é c r i t  p a r  GRÜTTNER e; c o l l .  (529). 

C - PROCEDE DE BLANC e t  ISLIKER (530) 

1 - -- Principe.  La l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  p r 6 c i p i t é e  par  l ' é t h a n o l  du f i l t r a t  

de déféca t ion  du l a i t  p a r  l e  r i ~ a n o l  e t  p u r i f i é e  par  chromatographie s u r  

DEAE-cellulose. 

2  - Mode opé ra to i r e .  Le l a i t  de Femme f r a i s  e s t  d é l i p i d é  par  c e n t r i f u g a t i o n  

à 20°C, pendant 20 minutes,  à 900 g e t  soumis à une u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  de 

104.500 g, pendant 45 minutes,  à 20°C, pour p r é c i p i t e r  l a  ca sé ine .  Le surna- 

geant  c l a i r  n e  c o n t i e n t  p l u s  que 0,03 g de c a s é i n e  p. l i t r e .  

Le lactosérum, concent ré  au. 1/12 de son volume, e s t  soumis e n s u i t e  

au fractionnement par  l c  r i vano l  s e lon  l e  procédé d é c r i t  par  HOREJSI e t  

SMETANA (531) (0,31 p. 100 de r ivanol  ; pH 7 , 9  ; repos de 30 mn à 2 0 ' ~ ) .  La 

l a c t o t r a n s f e r r i n e  s e  t rouve  dans l e  surnageant r ivanol ique  obtenu ap rès  cen- 

t r i f u g a t i o n  à 900 g pendant 15  minutes à 20°C. .L 'addi t ion de charbon animal 

(15 mg/ml) e t  l ' a g i t a t i o n  pendant 8 à 10 h & 2°C provoque une adsorp t ion  du 

r ivano l  a i n s i  que d'une p a r t i e  des g lobul ines  $2 e t  y .  Aprgs c e n t r i f u g a t i o n ,  

l e  surnageant es.tl soumis à une p r é c i p i t a t i o n ,  à O -6'C e t  à pH 6,8, par  de 

l ' é t h a n o l  (concent ra t ion  f i n a l e  : 25 p.  100) .  L e  surnageant SN II e s t  soumis à 

une chromatographie s u r  DUE-cel lulose.  Un double g rad ien t  de  pH décro issant  

e t  de fo rce  ionique c r o i s s a n t e  en tampon phosphate permet d ' é lue r  l a  l ac to -  

t r a n s  f e r r  i ne  pure.  

L e  rendement est de 85  p. 100 (500 mg de l a c t o t r a n s f e r r i n e  p. l i t r e  

de lactos6rum). 



D - PROCEDE DE GOT (532) 

1 - Pr inc ipe .  Le p r é c i p i t é  obtenu par  l ' a d d i t i o n  d'un volume d 'é thanol  au 

l a i t  de Femme e s t  e x t r a i t  par  un tampon a c é t a t e  de pH 4 ,6  q u i  permet d ' é l i -  

miner l a  ca sé ine  inso luble .  La s o l u t i o n  e s t  f r ac t ionnée  par  l e  s u l f a t e  d'am- 

monium. Le p r é c i p i t é  obtenu e n t r e  l e s  mo la r i t é s  2  M e t  2 ,7 M à pH 4  con t i en t  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  q u i  e s t  i s o l é e  p a r  " f i l t r a t  ion s u r  ge l" .  

2 - Mode opé ra to i r e .  Nous avons i l l u s t r é  par  l e  schéma de l a  f i g u r e  8 (p.  70) 

l e  pro tocole  expérimental de GOT q u i  conduit  B unc f r a c t i o n  P  6614 (3,2 g  

p. 2 1 de colostrum) q u i  renferme, de l 'a- lactalbumine e t  une g lobu l ine  sé-  

r i q u e  B 1 (GOT) (533).  Une chromatographie s u r  Scphadex G-200 permet d ' é l i -  

miner c e s  d e r n i e r s  composants (dOT) (534) ; GOT, GOUSSAULT e t  FONT (535)) .  

E  - PROCEDE DE MASSON e t  HEREMANS 

MASSON e t  HEREMS (536) ont  récemment d é c r i t  un procédé d ' i s o l e -  

ment de l a  l a c t o t r a n s f c r r i n e  q u i  a s s o c i e  un fractionnernent à l a  chromato- 

graphie  s u r  DEAE-cellulose. Le l a i t  écrémé e s t  t r a i t é  par  l e  s u l f a t e  d'ammonium 

2 M à pH 6,8 e t  l e  surnageant e s t  addi t ionné  de c i t r a t e  de sodium 0 , l  M 

e t  dlEDTA, à pH 3,8. La s o l u t i o n  obtenue après  é l imina t ion  du p r é c i p i t é  e s t  

soumiseà l a  chromatographie s u r  DUE-cel lulose avec des s o l u t i o n s  tampon- 

nées de phosphate de sodium de pH 7,6 : l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  r i c h e  en f e r  e s t  

é l u é e  à 0,005 de mola r i t é  ; ies l a c t o t r z n s f e r r i n e s  pauvres en f c r  l e  sont  

à 0,007 e t  0 ,01 de mola r i t é .  

III - FIXATION DU FER SUR LA LACTOTRANSFERRINE 

Les é tudes  concernant l a  f i x a t i o n  du f e r  s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

son t  encore fragmentaires  e t  nous pouvons résumer l e s  r é s u l t a t s  actuel lement  

acquis  de l a  manière su ivan te  : 

1 - Comme l a  t r a n s f e r r i n e ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  f i x e  réversiblement  l c  f e r ,  

l e  z inc  e t  l e  c u i v r e  (MONTREUIL e t  MULLET, 1960 (537) ; MONTREUIL, TONNELAT 

e t  MULLET, 1960 (5%) ; BLANC e t  ISLIKER, 1961 (539) 1. 



2 1 de Colostrum écrémé 
+ 2 1 d ' é thano l  abso lu  ; -10'C 

Surnageant P r é c i p i t é  

Ex t r ac t i on  par  1 1 d ' e c é t a t e  
de sodiurn O ,  1 M de pH 4,6.  

I 
\Il 

In so lub le  à 0 , 4  p. 100 de  phosphore 
7 

Lactosérum 
(13 g) 33 p. 100 de s a t u r a t i o n  

en s u l f a t e  d'ammonium ; 
pH 7 

I 

surnageant 

50 p. 100 de s a t u r a t i o n  en 
s u l f a t e  d'ammonium ; pH 7 

4 
I 

Surnageant Préc i p t t  é 
(2 g )  

'501 7 
50 p. 100 de s a t u r a t i o n  en 
s u l f a t e  d'ammonium ; pH 4 

i 

4 
i 

Surnageant P r é e t p i t é  P 
( 3  g )  

50/4 
66 p .  100 de s a t u r a t  ion en 
s u l f a t e  d'ammonium ; pH 4 

I 
~ u r n i g  ean t  P r é c i p i t é  & P 

(3 ,2  g )  
66/4 

F igure  8 

Schéma de fract ionnement  du colostrum de Femme s e l o n  GOT (540). 



2 - La l i a i s o n  f e r - l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  nettement p lus  s t a b l e  que c e l l e  de 

l a  t r a n s f c r r i n e .  En e f f e t ,  l e  pH de d i s s o c i a t i o n  t o t a l e  e s t  de 1,75 à 2 

(MGNTREUIL e t  MULLET (541) ; MONTREUIL, TONNELAT e t  NULLET (542) ; JOLUSSCI? 

(543) ; BLANC e t  ISLIKER (544))  au l i e u  de 4 - 4,5.  

La d i s s o c i a t i o n  e s t  r i v e r s i b l e  puisque l e  r e tou r  à un pH neu t r e  

pa r  1 ' a d d i t  ion de soude à des s o l u t  ions de l a c t o t r a n s f e r r i n e  pr6al-ablement 

décolor6es par  l ' a d d i t i o n  d ' a c i d e  chlorhydrique f a i t  r é a p p a r a î t r e  l a  colo-  

r a t i o n  r o s e  avec son i n t e n s i t é  i n i t i a l e .  Il s ' a g i t  donc d'une t r a n s f e r r i n e  

spéc i f ique .  

3 - Au moment où nous avons r e p r i s  l e s  t ravaux de MONTREUIL, l ' a c c o r d  n 'é -  

t a i t  pas f a i t  s u r  l a  c a p a c i t é  de f i x a t i o n  du f e r  par  l a  l a c t o t r a n s f c r r i n e .  

En e f f e t ,  se lon  MONTREUIL e t  c o l l . ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  à s a t u r a t i o n  ren- 

fermait  3 ,5 p.  1000 de f c r  e t  6 atomes de c e  métal  t and i s  que JOHANSSON (545) 
Il 

BLANC e t  ISLIKER (546) c t  GRUTTNER e t  c o l l .  (547) f i x a i e n t  l e  nombre B 2, 

pour une teneur  en f e r  de 1,l à 1 , 5  p.  1000. C e t t e  de rn i è re  va l eu r  a  é t é  

confirmée par  nos propres t ravaux ( v o i r  p.110) e t  par  ceux de MASSON e t  

HEREMANS (548). Nous analyserons p lus  l o i n  ( v o i r  p .  112) l e s  r a i s o n s  de l ' e r -  

r e u r  commise par  MONTREUIL et c o l l .  

4 - Comme dans l e  c a s  dc l a  t r a n s f e r r i n e ,  l e s  bicarbonates  sont  néces sa i r e s  

pour a s s u r e r  l a  f i x a t i o n  du f e r  (BLANC e t  ISLIKER (549) ; MASSON e t  HEREMANS 

(550) ). 

5 - Le mécanisme dc  l a  f i x a t i o n  des métaux s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  et l e s  

s i t e s  a c t i f s  semblent 8 t r e  analogues à ceux d e  l a  t r a n s f e r r i n e .  En e f f e t ,  

se lon  WINDLE, WIERSEMA, CLARK e t  FEENEY (551) l e s  spec t r e s  de résonance pa- 
f+t 

ramagnétiquc é l ec t ron ique  son t  c a r a c t é r i s t i q u e s  du f e r  Fe . Ils démontrent, 

en ou t r e ,  q u ' i l  n ' y  a pas d ' i n t e r a c t i o n  magnétique e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  a to-  

mes de f e r  e t  que chacun de ces d e r n i e r s  est, c m e  dans l a  t r a n s f e r r i n e ,  co- 

ordiné octahédriquement aux t r o i s  atomes d'oxygène de t r o i s  r é s i d u s  de tyro-  

s i n e ,  à deux atomes d ' azo te  de la  p r o t é i n e  e t  B un ion b icarbonate .  Toutefo is ,  

il r e s t e  à expl iquer  l a  grande s t a b i l i t Q  des complexes de l a  1 a c t o t x m s 2 e r r i n e .  



I V  - PROPRIETES PHYSIQUES e t  CHIMIQUES DE LA. LACTOTRRNSFERRINE 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  possède des p rop r i é t é s  physico-chimiques q u i  

ont é t é  d é f i n i e s  p a r  MONTREUIL e t  MiJLLET (552) e t  MONTREUIL, TONNEUT e t  

MULLET (553) e t ,  pour quelques unes d ' e n t r e  e l l e s ,  par  JOHANSSON (554) e t  

par  BLANC e t  ISLIKER (555).  

Ces p r o p r i é t é s  sont  d i f f é r e n t e s ,  comme l ' o n t  soul igné ,  l e s  premiers,  

MONTREUIL e t  c o l l . ,  de l a  t r a n s f e r r i n e  s é r i q u e  e t  d ' a u t r e s  l ac top ro té ides  comme 

l a  lactoperoxydase de THEORELL e t  AKESON (556) e t  de POLIS e t  SWMUKLER (557) 

e t  comme l e s  f e r r i l a c t i n e s  de BLOCK e t  ZWEIG (558) e t  ZWEIG e t  BLOCK (559) 

q u i  sont  des  combinaisons f e r r i q u e s  r é v e r s i b l e s  de 1 'a- lactalbumine e t  des 

@-lac toglobul ines  (+) . 
A - PROPRIETES PHYSIQUES 

Nous avons rassemblé dans l e  t ab l eau  XX (p .  73) l e s  p rop r i é t é s  

physiques de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  t e l l e s  q u ' e l l e s  ava i en t  é t é  d é f i n i e s ,  avant 

l e  début de nos recherches,  par  MONTREUIL e t  c o l l . ,  pa r  JOHANSSON e t  par  

BLANC e t  ISLIKER. Nous verrons,  à l ' exposé  de nos r é s u l t a t s  personnels ,  que, 

d lune  p a r t ,  nous avons pu r e c t i f i e r  p lus i eu r s  des données de ces  au teurs ,  

-en p a r t i c u l i e r ,  c e l l e s  q u i  concernent l a  masse moléculaire ,  l e  comportement 

é l ec t rophoré t ique  e t  l a  capac i t é  de  f i x a t i o n  du fe r - ,  e t  que, d ' a u t r e  p a r t ,  

nous avons complété c e t t e  1 i s t e  p a r  quelques a c q u i s i t i o n s  nouvel les .  

B - PROPRIETES CHIMIQUES 

MONTREUIL e t  MiJLLET (560) e t  MONTREUIL, TONNELAT e t  MüLLET (561) 

ont  démontré, en 1960, l a  n a t u r e  g lycopro té in ique  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

Ce l l e - c i  f u t  confirmée, en 1961, par  BLANC e t  ISLIKER (562).  Toutefo is ,  ce s  

au t eu r s  s ' é t a i e n t  limités à l a  déterminat ion de l a  composition centésimale 

en g luc ides  du p ro t6 ide  (Tableau X X I  p. 74).  L 'é tude de l a  composition 

mola i re  en oses  c t  en ac ides  aminés de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a f a i t  l ' o b j e t ,  

jusqu 'à  p ré sen t ,  da nos s e u l s  t ravaux que nous exposerons donc dans l e  cha- 

p i t r e  réservd  à nos r é s u l t a t s  personnels .  

(+) Ces f e r r i l a c t i n e s  sont  c z p ~ b l e s  d c  f i x e r  des q u ~ n t i t é s  é levQcs de f e r  
( j u squ ' à  34,2 g de fc r /100  g de f e r r i l a c t i n c s )  e t  l e u r  c o l o r a t i o n  v a r i e  du 
blanc au jaune e t  au brun foncé pour des proport ions de f e r ,  respectivement,  
de 3 à 4 g, 6  à 15 g e t  18 à 34,2 g/100 g de  f e r r i l a c t i n e s .  
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Tableau XX 
Propr i é t e s  physiques de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine connues en 1960 

1 

j MOMTRYUIL, 
TONNELAT e t  
MULI,ZT (563) 

h mal: 
, IO mg/ml 
1 cm ; 280 my 

Constante de  sédimentat ion 1 4 ,8 - 5 , l  
Constante de  d i f f u s i o n  496 
Volume p a r t i e l  spéc i f ique  O ,  735 
Masse molécula i re  

détermin& pa r  l a  cons t an te  
de  sédimentat ion 95.000 

détermin& pa r  l a  d i £  fus  ion 
d e  l a  lumière 1 89.000 

c a l c u l &  d ' ap ré s  l a  t eneu r  
en f e r  100.000 

Mobili  é é l ec t rophoré t  ique 5 (en cm / ~ / s e c / l 0 ' ~ )  
tampon véronal  pH8, 6  ; p 0 , l  - 3,5 
tampon véronal  pH8, 2 ; ~ 0 , 0 2 5  - 
tampon g l y c i n e  pH 9,85 ; p0, l  - 

Capaci té  de f i x a t i o n  du f e r  ( A  
pH 7-7,5) (b )  

en pg de f e r  p. mg de  p r o t é i d e  3 ,47(2  0,131 
en atomes de f e r  p. mole de 

p ro t é ide  6 

ISLIKER (565) 

pH de d i s s o c i a t i o n  t o t a l e  du 
complexe f e r -p ro t é ine  L 

II 
( a )  Valeurs d e  GRUTTNER e t  c o l l .  (566) : 4,4.  

1 2Rl  
225.' 

( b )  A s a t u r ô t i o n  pour MONTREUIL e t  c o l l . ,  mais sans s p 6 c i f i c a t i o n  pour l e s  a u t r e s  
au teurs .  n 

( c )  Valeurs d e  GRUTTNER e t  c o l l .  ( 5 6 7 )  .: 1. 

1,75 21 2  environ 2 



Tableau XXI 

Composition centésimale en glucides de la lactotransferrine. 

f i 

1 Valeurs de i Valeurs de Valeurs de 
I 

Oses neutres p.100 

Osamines p. 100 

Acides sialiques 

p. 100 

MONTRE UI L , TONNE LAT 
et MEILLET (568) 

BLANC et ISLIKER 

(569) 

/ GOT, GOUSSAULT et 
1 

FONT (569a) 



V - STRUCTURE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Aucun r é s u l t a t  n ' a v a i t  encore é t 6  acquis  s u r  l a  s t r u c t u r e  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  quand nous entreprames nos recherches,  Actuellement, 

encore, l e s  connaissances son t  t r è s  f ragmentaires .  Nous l e s  déc r i rons  en  

d é t a i l  en exposant nos r é s u l t a t s  personnels ,  mais nous pouvons néanmoins 

l e s  résumer de l a  manière su ivan te  : 

1 - La l a c t o t r a n s f e r r i n e  possède 2 groupements glycanniques c o n s t r u i t s  s u r  

l e  modèle c l a s s i q u e  des glycannes d ' o r ig ine  animale : ac ide  s i a l i q u e  e t  

fucose en p o s i t i o n  ex te rne  ; ga lac tose  en p o s i t i o n  subterminale  ; mannose 

dans l a  f r a c t i o n  "s tab le" .  

2 - Un des groupements Çs8t u n i  à l a  p r o t é i n e  pa r  des l i a i s o n s  de type  

N-(p-asparty1)-N-acétylglucosaminylamine e t  l e  deuxis r~e  pa r  une l i a i s o n  

O-thréonylglycosidique. 

V I  - REPARTITION ET ROLE BIOLOGIQUE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

A - REPARTITION 

1 - Le l a i t  de  Femme renfeTme, d 'après  MONTREUIL, 1 à 1,5  g de l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  par  l i t r e .  C e t t e  v a l e u r  sup6r ieure  à c e l l e  que propose BLANC (570) 

(0,6 g p. 1 ) a é t é  obtenue par  des dosages " c o l ~ r i m é t r i q u e s ' ~  e f f ec tués  

après  t ra i tement  de l a i t s  préalablement s a t u r é s  cn f e r ,  

Des recherches r écen te s  ont montré que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  é t a i t  

p lu s  largement répandue dans l 'organisme. 

2 - BISERTE, HAVEZ e t  CWELIER (571) ont ,  l e s  premiers,  démontré que de 

c e t t e  p ro t é ine  é t a i t  p r é s e n t e  dans l e s  expec tora t ions  bronchiques. 

Ce r é s u l t a t  f u t  confirmé p a r  MASSON, HEREMANS e t  PRIGNOT (572),  &race  à 

1 ' appl  i c a t  ion de techniques immuno-his tocliimiques q u i  ont m i s  en évidence 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e s  c e l l u l e s  sé reuses  elles-mêmes des a c i n i  des 

glandes bronchiques. 

3 - Dans une a u t r c  s é r i e  d 'expériences,  MASSON, HEREMANS, e t  PRIGNOT (573) 

ont i d e n t i f i é ,  par  immunoélectrophorèse, l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l a  s a l i v e  

(non contaminée par  l e s  expec tora t ions  bronchiques) .  



4 - Puis, MASSON, HEREMANS e t  DIVE (574) et MtlSSON et HEREMANS (575) ont 

montré, grâce à l a  technique d'OUCHTERLONY , q u ' i l  - y ava i t  une réac t ion  

d ' i d e n t i t é  inununologique t o t a l e  e n t r e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  i s o l é e  du l a i t  

de Femme e t  l e s  proté ides  renfermant du f e r  i so lés  des l iquides  d 'excré t ion  

suivants  : 

- séc ré t ions  nasa les  (0 ,1  mg p. ml) 

- larmes ( 0 , l  mg p. ml) 

- b i l e  (0,Ol à 0,04 mg p. ml) 

- suc pancréat ique (0,05 à 0 , I  mg p. ml) 

- séc ré t ions  gén i t a l e s  (0,5 à 1 mg p. ml) 

- u r i n e  (0,001 mg p. ml) 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  n ' a  pas é t é  mise en évidence dans l e  l iqu ide  céphalo- 

rachidien, dans l a  sueur e t  dans l e  sérum. 

Nota : Dans tous  l e s  l iqu ides  d 'excré t ions  c i t e s  ci-dessus, e x i s t e n t ,  à - 
c a t é  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de t r è s  f a i b l e s  quant i tés  d'une a u t r e  prote ine  qui 

f i x e  l e  f e r  e t  q u i  p toviendra i t  de l a  t r a n s f e r r i n e  sér ique .  

5 - Enfih, LOISILLIER e t  c o l l .  (576) ont montré, par l ' a p p l i c a t i o n  des 

méthodes immunologiques dtOUCHTERLOP;IY e t  par  des réac t ions  d'hémaggluti- 

nat ion,  l a  présence de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n c  dans l e s  t i s s u s  s a i n s  d 'or ig ine  

gas t r ique  e t  col ique.  I ls  trouvent,  en out re ,  que l e  taux de l ac to t rans -  

f e r r i n e  e s t  p lus  é levé  dans l e s  mêmes t i s s u s  cancéreux. 

B - METABOLISME DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Le métabolisme de l a  glycoprotéine elle-même e s t  parfaitement inconnu 

e t  on ignore, en p a r t i c u l i e r ,  l e s  r e l a t i o n s  q u i  pourraient  e x i s t e r  e n t r e  l a  

t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l ac to t rans fe r r ine .  La ques t ion  s e  pose, en e f f e t ,  de savoir  

s i  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  synthét iséede n m  ou à p a r t i r  de fragments de 

l a  molécule de t r ans f  c r r i n e .  

C - LA LACTOTRANSFERRINE ET LE METABOLISME DU FER. 

Le r8le de l a  l ac to t rans fe r r ine  du l a i t  e s t  évident.  E l l e  apporte au 

Nourrisson, sous une forme spécif ique,  l e  f e r  dont c e l u i - c i  a  besoin. Ains i  

s ' expl iquera ient  c e r t a i n e s  anémies par  f e r r i p r i v a t i o n  que l ' o n  observe chez 

l e s  enfants  alimentés au l a i t  de vache. En e f f e t ,  dans c e l u i - c i  e x i s t e  a u s s i  

une l a c t o t r a n s f e r r i n e  (vo i r  p.77 ) dont l e  f e r  e s t  peut-être moins bien 

ass imi lé  par  l e  Nourrisson que c e l u i  de l a  1actotransf .err ine humaine. 



Le passage du f e r  de l a  t rans fe r r ine  sérique sur  l a  l ac to t rans fe r r ine  

a é t é  bien é tud ié  par BLANC (577,578) q u i  a montré que l a  transmission pou- 

v a i t  s ' e f fec tuer  par deux voies (Fig.9; p. 78) : 

- l 'une, l n  plus probable, e s t  "directe" e t ,  grâce B l a  plus gran- 

de a f f i n i t é  de la  lac to t rans fe r r ine  pour l e  fe r ,  que l a  t rans fe r r ine ,  -vé- 

r i f i é e  expérimentalement par BLANC-, l e  f e r  t ransferr in ique e s t  prélevé par 

l a  l ac to t rans fe r r ine ,  

- l ' au t re ,  qui  semble a p r i o r i  la plus normale, comprendrait un 

"relciif' par l a  f e r r i t  ine e t  par 1 'hémos idér ine  manunaires. 

D - ACTIVITE ANTIBIOTIQUE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Comme l a  t rans fe r r ine  e t  par l e  même mécanisme de ferr ipr ivat ion,  

l a  l ac to t rans fe r r ine  possède une a c t i v i t é  ant ib iot ique su r  d i f fé ren t s  micro- -2 . I 
organismes (MASSON, HEREMANS, PRIGNOT e t  WAüïERS (579) ; BLANC (580) ; PASSON -i 

$ 
8.6 e t  HEREMANS (5811, comme Scaureus, St  albus, Pseud0mcmb.s aerup inosa. La -x 
3 

l ac to t rans fe r r ine  a é t é  identifitSe, dans l e  l a i t  de Vache, par ORAM e t  REITER f i  

(582) au facteur  inhibi teur  de l a  croissance de B. s u b t i l i s  e t  de B. s tearo- 4 i 
thehnophilus de FRANKLIN, WILLIAMS e t  GLEGG (583) e t  de CHEESEMAN e t  JAYNE- _-j 
WILLIAMS (584). Lfac t iv i tB  de l a  l ac to t rans fe r r ine  s ' a jou te  à c e l l e  d'au- :fi 

'I 
t r e s  facteurs  présents dans l e s  l a i t s  comme l e  lysozyme, l e s  anticorps, l e  *'- 

**$ 
complt5ment e t  l e s  leucocytes auxquels BEIBEB e t  ORAM (585) ont récemment 

consacré une revue genérale. 

VI1  - LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE , 4 1. 
. '. 

I ', 
La presence d'une "protéine rouge" ("red protein" dans l e  l a i t  de  

Vache a étB signalée pour l a  première f o i s  par SGfRENSEN e t  S(3RFJ?SEN (586) 
8 I 

q u i  d6crfvirent ,  en 1939, une méthode d'isolement du composé. C e  procédé 
4 P. 

l e  , . 
conduisait à une préparation t r è s  impure que POLIS e t  SHMCJKLER (5871, en 

, fi ? 
1963, tentèrent  sans succès d'améliorer. Ces auteurs purent toutefofç  pré- ' < 

,tL 

c i s e r  que c e  protéide contenait  du fe r ,  des glucides e t  une proportion 

élevée de tryptophanne. 
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C'es t  finalement GROVES (589) qui ,  l e  premier, r é u s s i t ,  en 1960, 

a i s o l e r  l e  proté ide  à l ' é t a t  pur e t  q u i  en détermina l e s  p r inc ipa les  pro- 

p r i é t é s  physico-chimiques . Ultérieurement, GORDON e t  co l1  . (590) déc r iv i ren t  

un a u t r e  procédé o r i g i n a l  de préparat ion de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine q u i  

fourn i s sa i t  de mei l leurs  rendements. Le pr inc ipe  des procédés c o n s i s t e  à 

e x t r a i r e  par l ' a c i d e  acé t ique  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  du p r é c i p i t é  de casé ine  

obtenu par a c i d i f i c a t i o n  du l a i t  de Vache à pH 4,6, à f rac t ionner  ensu i t e  

l a  so lu t ion  par  l e  s u l f a t e  d'ammonium e t  à soumettre à l a  chromatographie 

s u r  DEAE-cellulose ou s u r  Amberlite IRC - 50 l e  p r é c i p i t é  obtenu e n t r e  

40 et 65 p.100 de l a  s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium. 

Les propr ié tés  physico-chimiques de l a  l ac to t rans  f e r r i n e  bovine ont 

é t é  déterminées par GROVES (591,592). La composition en glucides e t  en ac ides  

aminés a é t é  préc isée  pa r  GROVES (593) et par  BLANC, BUJARD e t  MAURON (594). 

Comme dans l e  cas  de l a  l a c r o t r a n s f e r r i n e ~ e ,  il s ' a g i t  d'une glycopro- 

t é i n e  capable de f i x e r  réversiblement 2 atomes de f e r  par  mole, Les prind 

c i p a l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  sont  l e s  suivantes : 

VSP O, 725 

Masse moléculaire 86.100 

Point i soé lec t r ique  7,8 

Oses "neutres" 4,3 à 4,73 p.100 

Osamines 2,12 à 2,28 p.100 

Acides s i a l i q u e s  0 , 3  p .IO0 

Des va r i an t s  génétiques ont é t é  m i s  en évidence par  GROVES, PETERSON 

e t  K I D D I  (595) par "&SC electrophores i s "  . 
La comparaison des propr ié tés  immunologiques de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

bovine (GUGLER et  co11.)(596) ; DERECHIM et  JOHNSON (597) avec c e l l e  de 

l a  t r a n s f e r r i n e  bovine a conduit les auteurs  B l a  conclusion que les 

deux proté ides  sont  d i f f é r e n t s ,  cornue dans le  cas de l a  t r a n s f e r r i n e  

et  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaines. 



VI11 - TRANSFERRINE ET LACTOTRANSFERRINE . 
La t rans fe r r ine  e t  l a  l a c t o t r a n s h r r i n e  sont innnunologiquement 

di f férentes  (MONTREUIL e t  MULLET (598) ; MûNTREUIL, TONNELAT e t  MULLET (599) ; 

BLANC (500) ; BLANC e t  ISLIKER ( 601) ) . Leurs propriétés phys ico-chimiques 

e t  l eur  s t ruc ture  doivent donc, en principe,  ê t r e  t r è s  dissemblableâ. Certes,  

l e s  deux protéides possedent quelques caracteres  communs comme l a  colo,, rpf-ion 

rose-saumon e t  l a  capacité de f i xe r  réversiblement l e  fer ,  mais les premières 

études comparatives réa l i sées  par MONTREUIL e t  co l l . ,  en 1960 ont permis de 

mettre en Bvidence plusieurs caractères d i s t i nc t  i f s  comme l a  composition 

centes h a l e  en glucides, l a  grande s t a b i l  i t 6  du complexe f er-lac totrans fer-  

r ine ,  l a  capacité de f ixa t ion  du fer ,  l a  mobil i té  électrophorétique. Toute- 

f o i s ,  ces points de comparaison é ta ien t  peu nombreux e t  ne permettaient pas 

de t i r e r  des conclusions déf in i t ives  s u r  l a  s t ruc ture  comparée des deux 

proteides qu i  auraient  pu apporter des renseignements sur l eur  comportement 

physico-chimique e t  sur l e u r  origine. Seule, en e f f e t ,  l a  connaissance de 

l a  s t ruc ture  f i n e  de l a  t rans fe r r ine  e t  de l a  l ac to t rans fe r r ine  permettra 

de rgsoudre ces deux problêmes. C'est à c e  t r a v a i l  que nous nous sommes 

attachée. 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



INTRO W C  T ION 

Nous avons rassemblé dans c e  chap i t r e  l e s  r é s u l t a t s  que nous a 

apporté l ' app l i ca t ion  d'une s é r i e  de méthodes dont l e  but & t a i t  e s sen t i e l -  

lement de met t re  en évidence l e s  différences de s t r u c t u r e  q u i  font  de l a  

t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  deux e n t i t é s  immunologiquement d is -  

t i n c t e s  e t  de rechercher l e s  si tes antigeniques spéci f iques .  En e f f e t ,  com- 

m e  avaient  antérieurement démontr6 MONTREUIL et  c o l l .  (602,603) e t  BLANC e t  

ISLIKER (6041, l a  t r ans  f  e r r i n e  r é a g i t  uniquement avec les ant isérums spéci-  

f iques des proté ides  skriques e t  l a  l ac to t rans  f e r r  ine  avec l e s  ant isérums 

spéci f  iques des protéides l a c t b s  . Nous avons répé té  ces  expériences, en u t  i- 

l i s a n t  l e s  procédés d '  immunodif fus  ion dlOUCHTERLONY e t  d ' immuno-élect ropho- 

rhe .  Les f igures  10a e t  lob, q u i  confinnent l e s  r é s u l t a t s  des auteurs pr&- 

cédents ,  i l l u s t r e n t  c e t t e  not ion  de spécif  i t é  ant igénique de l a  t r ans  f e r r i n e  

et de l a  l ac to t rans fe r r ine .  

Le plan que nous avons adopté pour présenter  nos travaux personnels 

est le  suivant  : 

En premier l i e u ,  nous décrivons uniquement l e s  procédgs que nous 

avons appliqués pour préparer  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  c a r  c e  proté ide  n ' e s t  pas 

encore commercialisé, contrairement à l a  t r ans fe r r ine .  Ce l l e -c i  nous a ,  en 

e f f e t ,  é t 6  fournie  par  l a  firme BEHRINGWERKE, grâce  à l 'obl igeance  de Messieurs 

l e s  Professeurs SCHULTZE, HAUPT, HEIDE et SCHWICK auxquels nous adressons nos 

v i f s  remerciements . 
Nous exposerons, ensui te ,  d'une manier@ comparative, l e s  r é s u l t a t s  

que nous avons obtenus, à l a  f o i s ,  à propos de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de  l a  lac-  

t o t r a n s f e r r i n e  e t  q u i  concernent l e s  probl6xnes suivants  : 

- les  propr ié tés  physiques 

- l a  f ixa t ion  du f e r  

- l a  composition centésimale en oses e t  en acides aminés 

- l a  s t r u c t u r e  de l a  f r a c t i o n  glucidique 

- l a  s t r u c t u r e  de l a  p ro té ine  

- l e s  modalités de 1' a t t ache  glycanne-protéine 
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PREPARAT ION DE LA LACTOTRANSFERRIN E 

Nous avons appliqué l e  procédé o r ig ina l  de MONTREUIL e t  c o l l .  

(605,606) que nous avons, en outre,  t e n t é  d'améliorer (+) . Nous décrivons 

donc, successivement, 

1 - La méthode de MCINTREUIL e t  c o l l . ;  

2 - Les modificat ions apportées à ce l l e -c i .  

L 'applicat ion de ces procéd6s nous a fourn i  des f r ac t ions  q u i  ont  

été systématiquement soumises aux analyses suivantes des t inées  à préciser  

l e  degré de iaPhété tog6r t6 i té  : électrophorèse en gélose  ; électrophorhse 

s u r  acé ta te  de c e l l u l o s e  ; immuno-électrophorèse (*) ; dosage des glucide, 

(oses  "neutres1' ; osamines ; acide  N-acétylneuraminique) ( v o i r  p. 136). En 

o u t r e  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a été appliquée à c e r t a i n e s  préparat ions.  

I - APPLICATION DE LA BETHODE DE MûNTREUIL, TONNELAT e t  MULLET 

A - PRINCIPE 

Le l a i t  dél ipidd est soumis à un fractionnement préa lable  associant  

un gradient  de  concentrat ion en s u l f a t e  d'ammonium à un gradient  de pH. La 

f r a c t i o n  obtenue par p r e c i p i t a t i o n  à s a t u r a t  ion en s u l f a t e  d'ammonium e t  à 

pH 7 est soumise B l a  chromatographie s u r  Amberlite XE 64. 

B - MODE OPERATOIRE 

1 - Fractionnement par l e  s u l f a t e  d'amnonium 

3 l i t r e s  de l a i t  de Fertune, délipidéet par  une cent r i fugat ion ,  B O'C, 

sont  n e u t r a l i s é s  e t  soumis à un fractionnement par  un gradient  de concentra- 

t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium associé  a un gradient  de pH suivant  l e  schéma de 

l a  f igure  11 (p. 85). 

Ce procédé e s t  d 'appl ica t ion  générale. Il o f f r e  l 'avantage d'ef- 

f e c t u e r  un "découpage" profond des proté ides  e t  de fourn i r  des f rac t ions  en- 

r i c h i e s  en c e r t a i n s  cons t i tuan t s  : 

?+> Avec l a  co l l abora t ion  de M. Jacques DESCAMFS 
(u) Ces procbdés sont devenus t e l l c n c n t  c lass iques  que nous n'avons pas 

jugé u t i l e  de d é c r i r e  l e u r s  protocoles exp6rimentaux. 



L a i t  d 6 l i p i d é  : 1/3 de s a t u r a t i o n  
en s u l f a t e  d'ammonium : pH 7 
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F i l t r a t  amen6 3 pH 6,6 

F i l t r a t  anaare à pH 3,8 
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F i l t r a t  amen6 3 pH 7 
e t  à i l 2  s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium 
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F i l t r a t  amené à pH 4,6 

F i l t r a t  amené 3 pH 3,8 
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F i l t r a t  amené à pH 7 

; et  saturd en s u l f a t e  d'ammonium 
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5 

P r é c i p i t é  P6 

P r é c i p i t é  P7 

P r é c i p i t é  P  8 

Schéma du fract ionnement  des  p r o t é i d e s  du l a i t  de Femme 
pa r  l e  s u l f a t e  d'ammonium se lon  MONTREUIL, HAVEZ e t  
MULLET (607) . 



P est r i che  en globulines -unes I g G  et I g M  ; 1 
P renferme s u r t o u t  des globulines yA ; 4 
P cont ient  principalement de l a  l ac to t rans fe r r ine .  7 

Le p r é c i p i t é  P 7, de t e i n t e  rose,  e s t  débarrassé du s u l f a t e  d'ammonium par  

d i a l y s e  e t  pur  i f  i é  par  chromai,ographie s u r  Arnberl i t e  XE 64. 

2 - Purif i c a t  ion par chromatographie s u r  Amberl i f  e XE-64 

La solu t ion  de 2 à 3 g du p r é c i p i t é  P 7 e s t  passée s u r  une colon- 

ne  dlAmberlite XE-64 (+) (3,5 x 60 cm ; "mesh" 200-400 ; forme c i t r a t e ) .  

a - Préparat ion de la  rés ine  : 

La rés ine  "neuve" e s t  t r a i t éesu ivan t  l e  protocole de HIRS (608)  : 

1,5 k da r6s ine  ' sont  a g i t &  mécaniquement dans 3,5 litres d'eau 

d i s t i l l é e  pendant 20 minutes. Après un repos de 2 h, l e  l iqu ide  surnageant 

e s t  éliminé et l ' opé ra t ion  e s t  répétée 4 à 5 f o i s  jusqu'à c e  que l e  surna- 

geant  s o i t  c l a i r .  La r é s i n e  e s t  ensui te  séchée à l ' a i r .  Le lavage à l ' eau  

d i s t i l l é e  e s t  s u i v i  d'un lavage avec 4 1 d'acétone. La rés ine  f i l t r é e  s u r  

Buchner e s t  lavée  par l ' acé tone  jusqu'à c e  que l e  f i l t r a t  obtenu s o i t  lim- 

pide.  La rés ine ,  séchée à l t a i r ,  est lavée  avec 20 1 environ d'eau dis-  

t i l l é e  su r  f i l t r e  Biichner. La r é s i n e  est ensu i t e  mise sous l a  forme " c i t r a t e "  

pa r  l ' a p p l i c a t i o n  du procédé de SCHMID e t  c o l l .  (609). 

b - b n g e  à l a  forme " c i t r a t e "  de l a  r é s i n e  

La rés ine  en suspension dans 5 1 d'eau . d i s t i l l é e ,  e s t  t r a i t é e  

sous a g i t a t i o n  continue par  1,5 1 de soude 10 N pendant 4 h. E l l e  e s t  en- 

s u i t e  lavée deux f o i s  sous a g i t a t i o n  avec de l ' eau  d i s t i l l é e  pendant 1 heure. 

E l l e  e s t  e n f i n  t r ans fé rée  s u r  un f i l t r e  Biichner e t  lavée à l ' e a u - d i s t i l l é e  

jusqu'à  c e  que l e  pH de l ' e f f l u e n t  a t t e i g n e  10. La rés ine  e s t  a l o r s  amenée 

SOUS l a  forme "acide". 

c - Passage à l a  forme "acide" de l a  r é s i n e  

La forme "acide" de l a  r é s i n e  est: obtenue par l e  passage l e n t  

(4henviron) de30 1 d ' ac ide  chlorhydrique 3 N, s u i v i  d'un lavage avec de 

l ' e a u  d i s t i l l é e  jusqu'à ob ten i r  un pH des eaux de lavage vo i s in  de 5. La 

r é s i n e  peut e t r e  conservée sous c e t t e  forme à O0C, en présence de chloro- 

forme. 

(+) RBsine carboxylique fournie  par  ROHM e t  HAAS Company, Philadelphia,  
Pa. 19 105. 



d - Préparat ions des colonnes de chromato~raphie  

La r é s i n e  est d'abord "bquilibréel '  avec l e  tampon d ' é l u t  ion (c i -  

t r a t e  de sodium 0,05 M de pH 5,2) en a g i t a n t  1 k de r é s i n e  dans 5 l i t r e s  

du tampon, pendant une n u i t ,  en maintenant l e  pH à 5,2 au pII ,~taî .  . La 

rés ine  e s t  ensu i t e  l avée  s u r  f i l t r e  Buchner par  l e  tampon d 'é lu t ion  (envi- 

ron 30 1 )  e t  e s t  i n t r o d u i t e  dans l e s  colonnes. Cel les-c i  sont  ensu i t e  "sta- 

b i l i sées"  par  l e  passage du tampon d ' é l u t i o n  pendant 24 à 48 heures. 

Nota. Conservation de l a  r é s ine .  La rés ine ,  s o r t i e  de l a  colonne, e s t  lavbe - 
par  décantat ion avec de l 'eau d i s t i l l é e ,  t r a i t é e  par 5 1 d 'ac ide  chlorhydri- 

que 3 N p. k de ré s ine ,  lavée de nouveau avec de l ' eau  d i s t i l l é e  par  dé- 

canta t  ion, puis  s u r  f i l t r e  Buchner jusqu'a n e u t r a l i t é  de l ' e f f l u e n t .  La r é s i n e  

e s t  ensu i t e  mise sous, l a  forme " c i t r a t e "  (vo i r  plus haut ) .  

e - Technique chromatographique 

Sur une colonne (3,5 x 60 cm), r é f r i g é r é e  à +4"C, dlAmberlite 

XE-64, on in t rodu i t  2 à 2 , 5  g de p r é c i p i t é  P 7 en solu t ion  dans 20 m l  de ci- 

t r a t e  0,05 M de pH 5 , 2 .  L'élut ion de l a  colonne par l e  même tampon (0,5 m l  

p. mn ; f r a c t i o n s  de 10 ml) fourn i t  un premier p ic  ("Pic 1") (Fig 12 p.88). 

Le passage d 'un tampon c i t r a t e  0,50 M de pH 6,2 donne un second pic ,  t r è s  im- 

portant  e t  coloré ,  en rose. Ce pic e s t  asymétrique e t  e s t  flanqué, généralement, 

de deux a u t r e s  p ics  mineurs incolores.  
colorés 

Tous l e s  tubesren rose-saumon, e t  q u i  correspondent à l a  p a r t i e  

c e n t r a l e  du p ic  majeur, sont  rassemblés et représentent  l a  f r a c t i o n  "Pic 2". 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  est préc ip i tée ,  sa tu ran t  c e l l e - c i  en s u l f a t e  d'ammonium à 

à pH 3,8.  Après un repos de 48 h, à +4OC, l e  p r é c i p i t é  e s t  r e c u e i l l i  par  

cent r i fugat ion ,  d ia lysé  jusqu'à  r éac t ion  négative avec l e  r é a c t i f  de NESSLER 

et  lyoph i l i sé .  Ce mode opéra to i re  e s t  rendu indieperieable par les d i f f i c u l t é s  

que l 'on  rencontre à éliminer par  d i a l y s e  l e  c i t r a t e  de sodium. 

Le rendement e s t  de l ' o r d r e  de " 3 2 1  -.5 p.100 (500 mg de lac to t rans-  

f e r r i n e  p. l i t r e  de l a i t ) .  



Figure 12 

chromatographie sur Arnberlitt XE-64  (3 ,5  x 60 cm ; forme "cicrace") 
des protéides (2 g) du précipit4 P7 (voir Fig. 11 ; p .  8 5 )  En ab- 
cisses  : nombre de fractions de 10 r n l  recuei l l ies .  En ordonnees . : . - 
absorbançes mesurCses B 278 mu en cuve de L cm d'épaisseur'. , '  " Z- 
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C - RESULTATS 
L'application du procédé original de MONTREUIL et coll. nous a 

donné des résultats analogues à ceux de ces auteurs : 

1 - Le fractionnement du lait de Femme par le sulfate d'ammonium fournit 
un précipité PI (1 B 1,5 g p. litre de lait) hétérogène en électrophorese 

et en immuno-électrophorèse qui révèlent la présence, d'une façon constant 

- outre de la lactotransferrine -, de lactalbumine et de 3 préalbumines, 
et, de maniere inconstante, de globulines yA. Sa teneur en glucides est 

la suivante : 

Oses "neutres" 17,2 a 18,2 p. 100 
Osamines 6, 25 p. 100 

Acide sialique 4,15 B 5 p. 100 

L'ultracentrifugation révèle la présence de 4 constituants dont 

les constantes de sédimentation, déterminées pour les 3 constituants les 

plus 1118gers1t et la seule concentration de 10 mg p. ml sont les suivan- 

tes : 1,75, 4,55 et 6,85. Ces pics correspondent vraisemblablement aux con 

tituants du "pic ltl (voir ci-dessous), 3 la lactotransferrine et aux glo- 

bulines YA. 

2 - La chromatographie sur Amberlite XE-64 fournit les pics 1 et 2 (Fig. 
12 ; p. 88) dont les propriétés sont très différentes : 

a - le pic 1 (0,3 g p. 2 g de précipité PI ; soit 0,15 B 0,20 g p. 

litre de lait) possède les caractéristiques suivantes : 

- Il est légèrement coloré en jaune. 
- .Il ne possede pas de constituants antigdniqnes.. 
- Il ,contim2- une proportion élevée de glucides : 
Oses "neutres" 25 à 30 p. 100 

Osamines 20 à 22 p. 100 

Acide sialique 6 à 10 p. LOO 

- Il est riche en fucose et ne contient pas de mannose. Les rap 
ports molaires des oses. sont, en effet, les suivants : 

Galactose 4 

Fucose 2 

Galactosamine 1 

G lucosamine 3 

Acide N-ac&tylneuraminique 1 



- 11 est homogène B l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e t  s a  cons tante  de 
O 

sédimentation S20 égale  2,3, 

b - Le p i c  2 ( 1  g p. 2 g de p r é c i p i t é  P ; s o i t  0,75 g p. l i t r e  de l a i t )  7 
présente les c a r a c t é r i s t i q u e s  suivantes : 

- Il possède une colora t ion  rose-saumon 

- Il e s t  homogène en électrophor&se en mais hétérogkne 

en électrophorèse ç g r a c é t a t e  de c e l l u l o s e  (2 bandes) e t  en immuno-électro- 

phorèse q u i  rév&le  l a  présence, ou t re  de l a  l ac to t rans fe r r ine ,  de globuli-  

nes yA. 

- Sa composition centésimale e s t  l a  su ivante  : 

OS es "neutres" 2 , 9 4 3 4  p. 100 

Osamines 2,53 à 2,79 p. 100 

Ac ide s i a l  ique 1 , 3  à 1,41 p. 100 

- Il renferme du galactose,  du mannose, du fucose, de l a  gluco- 

samine e t  de  1 ' acide N-acétylneuraminique. 

c  - L' immuno-électrophorèse, appliquée à d i £  férentes  f r ac t ions  du 

p i c  2 (Fig. 12 ; p. 881, montre que l a  f r a c t i o n  de t ê t e  (Frac t ion  1 ; 

0,15 g environ) e s t  hétérogène e t  renferme, o u t r e  l a  l ac to t rans fe r r ine ,  deux 

composants de comportement e t  a2 e t  un cons t i tuan t  de comportement ca- 

thodique y (+). 

La f r a c t i o n  4 (0,08 g environ) e s t ,  e l l e  auss i ,  hétérogène e t  possEde 

un cons t i tuan t  de comportement q u i  donne un a r c  de p r é c i p i t a t i o n  " in ter -  

ne" par rapport  B c e l u i  de l a  l ac to t rans fe r r ine .  

Les f r ac t ions  "centrales" du p ic  (Fractions 2 e t  3) (0,15 g environ) 

renferment seulement de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  homogène en électrophorèse,  

en buno-é lec t rophorèse  e t  21 l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  xxxxxxxxxxx~cx Rassem- 

blées,  e l l e s  représentent  l e s  préparat ions de " l ac to t rans fe r r ine  XE-64. 

(+) L'arc donné par  c e  cons t i tuan t  se raccorde à c e l u i  de l a  l ac to t rans fe r -  
r i n e  e t  fourn i t  une image identique à c e l l e  que BLANC (610) e t  nous-&%mes 
obtenons avec une l a c t o t r a n s f e r r i n e  dégradée par  des protéases .  



D - CONCLUSIONS 

1 - L'appl ica t ion  du procédé de MONTREUIL e t  c o l l .  nous a fourni ,  comme à 

c e s  auteurs,  des préparat ions pures de l a c t o t r a n s f e r r i n e  à ra ison de 0,5 g 

par l i t r e  de l a i t ,  avec un rendement de 85 p. 100. Le l a i t  de Femme, con- 

t i e n t ,  en e f f e t ,  d 'après nos travaux ef fec tués  d'une manière t r é s  quanti- 

t a t i v e ,  de 700 à 900 mg de l a c t o t r a n s f e r r i n e  par  l i t re .  Ce t t e  va leur  e s t  

intermédiaire en t re  c e l l e s  de BLANC (0,6 g )  e t  de MONTREUIL ( 1  à 1,5 g) .  

2 - Les préparat ions que nous avons obtenues par  c e  procédé ont é t é  u t i l i s é e s  

p r n o s  études physico-chimiques e t  s t ruc tu ra les .  

3 - Nous avons tenté  d'améliorer l e  rendement en appliquant ,  au p ic  2, l a  

chromatographie su r  colonne de DUE-cellulose ou de CM-cellulose, a f i n  d1é-  

l iminer l e s  impuretes en é v i t a n t  l e  "découpage" du p i c  2 e t  l a  p e r t e  des f rac-  

t i o n s  de tête e t  queue (Fract ions 1 e t  4) .  

MODIFICATIONS DB LA METHODE DE MONTREZIIL, TONNELAT e t  MüLIXT - - 
A - CHROMATOGRAPHIE SUR DUE-CELLULOSE 

1 - Principe.  Nous avons appliqué l a  méthode chromatographique s u r  DEAE- 

c e l l u l o s e  d e c r i t e  par GROVES (6111, à propos de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  du 

l a i t  de Vache. L 'é lu t ion  des"protéides e s t  obtenue avec un gradient  discon- 

t i n u  de concentrat ion en phosphate de sodium e t  de pH. 

2 - Mode opéra to i re .  Les protéides to taux du p ic  2 (vo i r  p. 90 ) (7 g en solu- 

t i o n  dans 100 m l  de tampon phosphate 0,005 M de pH 8 )  sont  soumis à l a  chro- 

matographie s u r  des colonnes ( 4  x 50 cm)  dc DEAE-cellulose s t a b i l i s é e  avec 

un tampon phosphate 0,005 M de pH 8. Le déplacement des cons t i tuan t s  e s t  

e f fec tué  par  l e  passage success i f  des tampons suivants  : 

phosphate 0,005 M - pH 8 

phosphate 0,OS M - pH 7 

phosphGe 0 , l  M + ClNa 0 , 5  M - pH 4 

Les solu t ions  efflucntm sont  d ia lysées  e t  lyophi l i sées .  Les protéides sont  

e n s u i t e  soumis à 1 'analyse é lea t rophoré t  ique e t  immuno-élec trophorét ique. 

Enfin, l eu r  composition en glucides e s t  déterminée. 



3 - Résu l t a t s  

a  - La f i g u r e  13  (p.  93) i l l u s t r e  l e  r é s u l t a t  du fractionnement 

chromatographique s u r  DEAE-cellulose du p i c  2 .  On v o i t  que nous avons Ca- 

r a c t é r i s é  5  f r a c t i o n s  dont nous avons p r é c i s é  dans l e  tab leau  XXII (p.94 ) 

l e s  q u a n t i t é s  que nous avons o b t e n m ,  l a  composition en g luc ides  e t  l e  degré 

d1h6tBrog6néit6 r é v é l é  par  1' immuno-électrophorèse (F ig .  14 ; p. 95) 

b  - La f r a c t i o n  1 e s t  pondéralement l a  p lus  importante e t  repré-  

s e n t e  70 à 80 p. 100 des  p ro t é ides  to taux  soumis à l a  chromatographie. Ses 

c a r a c t é r i s t i q u e s  sont  l e s  su ivan te s  : 

- E l l e  renferme uniquement de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  mais c e l l e - c i  

e s t  par t ie l lement  déna turée  comme l e  démontre l a  morphologie de l ' a r c  de 

p r é c i p i t a t i o n  q u i  p r é s e n t e  une b i f  i d i t é  cathodique s e  raccordant  exactement 

s u r  l ' a rc  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  na t ive .  

- Cet t e  deha tu ra t ion  e s t  confirmée par  1 ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  q u i  
O 

r évè l e  l a  présence de deux c o n s t i t u a n t s  de S 
20 w 4,55 e t  6,70 (+). 

- La composition en g luc ides  de c e t t e  f r a c t i o n  e s t  d i f f é r e n t e  de 

c e l l e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ( v o i r  p . l lb ) .Les  taux  d'osamine e t  d ' ac ide  

s i a l i q u e ,  en e f f e t ,  s o n t  t r è s  nettement diminués. 

- E l l e  donne deux bandes d i s t i n c t e s  en é lec t rophorèse  s u r  a c é t a t e  

de c e l l u l o s e .  

c  - Les a u t r e s  f r a c t i o n s  sont obtenues en proport ion moindre. E l l e s  

s o n t  t o u t e s  t r è s  hétérogènes e t  renferment des  taux  de g luc ides  p lus  é l evés  

que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

d  - La f r a c t i o n  2 e s t  co lo rée  en rouge-saumon e t  renferme de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  t r è s  daiaturéecornme 1' indique  l a  présence de  l ' a r c  de  

d.&aturat ion ment ionné p lus  haut .  

(+) sZ0 de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  4,80 e t  4,85 





Tableau XXII 

Caractér is t iques  des f rac t ions  obtenues par chromatographie du p ic  2 s u r  DEAE-cellulose 

(a)  Voir l a  f i g u r e  13 (p. 93) 
(b)  Pour 7g de protéides totaux du pic  2 soumis à l a  chromatographie su r  DEAE-cellulose. 

Compos i t  ion des f rac  t ions 

-- -- --- 

Ac ide  

s i a l  ique 

p. 100 

Osamines 

p .  100 

---.....--- 

Os es 

"neutres" 

p.  100 

Dés ignat  ion 

des f rac t ions  (a) 

r - 

1,85 

1,67 

2,36 

1,06 
- 

Poids 

obtenus 

en g $1 

1,04 

1,52 

2,11 

2,35 

- 

3,37 

4,45 

6,66 

4,41 

- 

1 

2 

3 

4 

5 

1 arc b i f i d e  de  l ac to t ranefe r r ine  

4 cons t i tuan t s  dont l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

7 cons t i tuan t s  

5 cons t i tuan t s  dont l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

8 const i tuants  dont l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

5 a 6  

O, 36 

0,07 

O, 15 

0,05 
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4 - Conclusions 

a - La chromatographie du p i c  2 s u r  DEAE-cellulose fourn i t ,  avec 

un rendement de 70 ZI 80 p. 100, identique à c e l u i  que donne l a  méthode de 

MINTREUIL et co l l . ,  une l a c t o t r a n s f e r r i n e  pure mais dénaturée. 

b - La dénaturat ion de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  provoquée par  1 

DEAE-cellulose. E l l e  se manifeste par  des anomalies de comportement de 1 

de p r é c i p i t a t i g n  obtenu en irrununo-électrophorèse, par une diminution d 

c ide s i a l i q u e  due à une a c t i v i t é  "s ia l idas ique"  de l a  DEAE-cellulose souvent 8 L  

observée au Laboratoire avec d i f f é r e n t s  glycoprotéines, par une hétérogén 

i t é  en électrophor2se e t  à l ' u l t r acen t r i fuga t ion .  La chromatographie s u r  

DEAE-cellulose d o i t  donc a t r e ,  en r è g l e  générale, u t i l i s é e  avec prudence 

E l l e  e s t  à r e j e t e r  dans l e  cas de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

B - CHROMATOGRAPHIE SUR CM-CELLULOSE 

PREMZER PROCEDE 

1 - Principe.  Le p i c  2 est soumis à une chromatographie s u r  CM-cellulose 

d'abord avec un tampon a c é t a t e  de sodium de f a i b l e  force ionique q u i  élimine 

l e s  impuretés, puis  de fo rce  ionique é levée  q u i  déplace l a  l ac to t rans fe r r ine .  

2 - Mode opéra to i re .  

a - Préparat ion de l a  CM-cellulose. 100 g de CM-cellulose 32 

%-atman sont a g i t é s  dans 15 f o i s  l e u r  volume de soude 0,5 N pendant enviro 

30 mn. Après décantat ion du l iqu ide  surnageant,  l a  CM-cellulose e s t  lavé  

l 'eau d i s t i l l é e  s u r  un f i l t r e  Blichner jusqu'à c e  que l e s  eaux de lavage 

soient  à pH 8. E l l e  e s t  ensu i t e  a g i t é e  dans 15 volumes d 'ac ide  c h l ~ r h y d r i q u ~  

0 ,5  N pendant 30 m. Après décantation, l a  CM-cellulose e s t  de nouveau lavée 

à l ' eau  d i s t i l l é e  jusqu'à un pH v o i s i n  de l a  n e u t r a l i t é .  

b - Préparat ion des colonnes. La CM-cellulose e s t  ag i t6e  dans 

l e  tampon d ' é lu t ion  a c é t a t e  0,04 M de pH 5,5 pendant 20 à 30 mn. Le sur-  

nageant e s t  él iminé par  décantation. C e  t ra i tement  e s t  répété  6 à 8 f o i s  

jusqu'à e e  que l e  pH du tampon ne v a r i e  plus. 



La CM -ce l lu lose  est a l o r s  in t rodu i te  dans des colonnes de 2 cm 

de diametre (hauteur de CM-cellulose : 65 cm), r é f r igé rées  à 4°C. E l l e  e s t  

" s t ab i l i sée"  par  l e  passage du tampon a c é t a t e  pendrrnt 16 à 24 h. 

Nota. Après chaque chromatographie, l a  colonne peut ê t r e  r 6 u t i l i s é e  pour - 
u n .  nouveau fractionnement. Il s u f f i t  de l a  " rééqui l ibrer"  par l e  passage 

du tampon a c é t a t e  0,04 M de pH 5,5 pendant 24 à 48 h. 

c  - Chromatographie. 1,5 g de protéides sont  dissous dans 5 m l  

de tampon a c é t a t e  0,04 M de pH 5,5. La so lu t ion  e s t  soumise à l a  chroma- 

tographie avec l e  tampon précédent (500 m l  environ). On obt ient  de c e t t e  

maniére, un premier p ic  q u i  renferme toutes  l e s  impuretés. La lac to t rans-  

f e r r i n e  e s t  ensu i t e  déplacée par un tampon a c é t a t e  de sodium 0,6 M de pH 5,5. 

Les tubes colorés  sont  rassemblés, d ia lysés  e t  lyophi l i sés .  On ob t i en t ,  de 'i 

c e t t e  manière, l a  l ac to t rans fe r r ine  - CMC - 1. 

3 - Résultats  

a  - Le passage du tampon acé ta te  0,04 PI déplace une f r a c t i o n  m i -  

neure incolore (0,2 g), tandis  que l e  tampon a c é t a t e  0 ,6  M é lue  une frac- 

t i o n  fortement colorée  q u i  donne, aprés lyoph i l i sa t ion  0,85 g de l ac to t ran  

f e r r i n e  - CMC - 1 , s o i t  un rendement de 85 à 95 p. 100. 

b - La composition en glucides de c e t t e  f rac t ion  e s t  l a  suivante : 

Oses"neutresl' 3,13 p. 100 

Osamine 2,30 p. 100 

Ac ide  s i a l  ique 1,25 p. 100 

c - L'immune-électrophorese révèle  l a  présence d'un s e u l  a rc  de ;i 
p r é c i p i t a t i o n  (Fig. 15 ; p. 9 8 ) .  La préparat ion e s t ,  en outre,  homogène en 

électrophorése de zone r é a l i s é e  s u r  d i f f é r e n t s  supports e t  en n l t r a c e n t r i -  

fugat ion. 

4 - Conclusions 

a - La chromatographie du pic  2 s u r  CM-cellulose fourn i t  d'excel- 

l en tes  préparat ions de l ac to t rans  f e r r i n e  q u i  répondent positivement à tous 

les c r i t e r e s  d'homogénéité, mais n'améliore pas l e  rendement de l a  méthode 

o r ig ina le  de MûNTREUIL e t  c o l l .  



Figure 15 

Imuno-4lrctruphorése de préparations de lactotransfexrine-@fG obtarnuss 
par chromratograp21ie sur CMresllulost r - - A : Chromatographie du p l c  2 .  Prdlprrration de lactotransferrine-CMç-1 L. 

obtenue pas le  paissage du taargon 0,6 PI de pH 5 , s .  .. ,b,:L', 

- B : Chroinitographic du prCeiplt4 P En haut : fraction 61~4. par le  ,-+! 
tampon 0.04 M d e  pH 5,) .  En bas : pr&aracion da lactotranaferrine-MC-2 ir'? - - . . 
obtenue par le parsaga du tampon O, 6 M de pH 5 , 5 .  - A . 8  . *  . 



b - C'es t  pourquoi, nous avons taG, devant l ' e f f i c a c i t é  de l a  

chromatographie s u r  CM-cellulose, d 'appliquer c e  procédé à l a  pur i f i ca t ion  

d i r e c t e  du précipite5 P 7 (vo i r  Fig. 11 ; p. 85). 

DEUXIENE PROCEDE 

1 - Principe-Les composés "acides1' du p r é c i p i t é  P a i n s i  que l e s  globulines 7 
yA ne sont pas retenus par  l a  CM-cellulose. Cel le-c i  f ixe ,  au con t ra i r e ,  

énergiquement l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  que l 'on  déplace avec un tampon d l a c é t a t  

de sodium 0 , s  M. 

2  - Mode opéra to i re  . Sur des colonnes (2 x 50 cm) de CM-cellulose préparée 

suivant  l e  protocole d é c r i t  ci-dessus, on dépose 15 m l  d'une so lu t ion  de 

3 g des proté ides  totaux du p r é c i p i t é  P dans l ' a c é t a t e  de sodium 904 M 7 
de pH 5 , 6 .  Le passage de 1 L de c e  tampon élimine l e s  glycoprotéides acides 

r i ches  en glucides,  q u i  correspondent nu pic 1 du fractionnement s u r  Amberlite ,,, 

XE e t  l e s  a u t r e s  protéides q u i  é t a i e n t  é lués  avec l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans 

l e  p i c  2 du même type de chromatographie. La l a c t o t r a n s f e r r i n e  est déplacée 

l e  passage d'un tampon a c é t a t e  de sodium 0,Q M de pH 5 , s  (environ 0 ,5  3 1 

l i t r e ) .  Les f r ac t ions  colorées  sont  rémies , dia lysées  et  lyophi l i sées .  El 

fournissent  l e s  préparat ions de l a c t o t r a n s f e r r i n e  - CMC - 2. 

3 - Résul ta ts .  

a  - L'applicat ion du second procédé de chromatographie s u r  CM- 

c e l l u l o s e  fourn i t  rapidement l e s  quan t i t é s  l e s  plus élevées de lac to t rans-  

f e r r i n e .  En e f f e t ,  à p a r t i r  de 3 g de prScipi té  P correspondant à 2 B 3 1 7' 
de l a i t ,  nous obtenons 2 g de l ac to t rans fe r r ine ,  s o i t  un rendement de 90 à 

95 p. 100. 

b - Les préparat ions sont  homogènes en immuno-électrophorése 

(Fig. 15 ; p. 981, en électrophor&se de zone s u r  d i f f é r e n t s  supports e t  à 

l l u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  En out re ,  e l l e s  ne présentent  aucun s igne  de déna- 

t u r a t  ion. 



4 - Conclus ions 

a  - La CM-cellulose représente  l e  support chromatographique de 

choix pour p u r i f i e r  l a  l ac to t rans fe r r ine  q u ' e l l e  f i x e  énergiquement sans 

r e t e n i r  l e s  impuretés (Fig. 15 B ; p. 98) q u i  accompagnent c e t t e  de rn iè re  

dans l e s  p réc ip i t é sP  obtenus par  re largage  s a l i n  : lactalbumine, globulines 7 
yA e t  s ia loglycoprot ides  acides,  r i ches  en g lucides ,  En out re ,  e l l e  n 'exerce 

pas d ' ac t ion  dénaturante s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

b  - Les préparat ions a i n s i  obtenues ( l a c t o t r a n s f e r r i n e  - CMC -2) 

ont é t é  u t i l i s é e s ,  comme l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  XE-64 pour l ' é t u d e  des pro- 

p r i6 t6s  et de la  s t r u c t u r e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

III - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LA PREPARATION DE 

LA LACTOTRANSFERRINE 

Les conclusions que nous pouvons t i r e r  de nos recherches s u r  l e s  

méthodes de pr6parat ion de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont  l e s  suivantes : 

1 - Le procédé de  MONTREUIL, TONNELAT et  MüLLET (612) de chromatographie 

s u r  Amberlite XE-64 des p réc ip i t e s  P,, obtenus par  relargage par  l e  su l fa -  

t e  d'ammonium du l a i t  de Femme ( p r é c i p i t a t i o n  e n t r e  0,50 de s a t u r a t i o n  pH 3 , s  

e t  sa tu ra t ion  pH 7) fourn i t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  pure, à r a i son  de 0 ,6  g 

environ par l i t re  de l a i t  t o t a l ,  s o i t  avec un rendement de 70 à 85 p. 100 

identique au rendement de l a  méthode de BLANC (613). Son appl ica t ion  nous 

a  permis de re t rouver  e t  de confirmer l e s  r é s u l t a t s  obtenus par  MONTREUIL 

e t  co l l . .  

2  - Une t e n t a t i v e  d'am6lioration du rendement par  chromatographie s u r  DEAE- 

ce l lu lose ,  se lon  l e  procedé appliqué par  GROVES (614) à l a  prépara t ion  de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  du l a i t  de Vache a  échou& .En e f f e t ,  pour un rendement 

identique à c e l u i  que fourn i t  l a  méthode précédente, on ob t i en t  une lacto-  

t r a n s f e r r i n e  dénaturée par  l a  DEAE-cellulose. 



3 - Au c o n t r a i r e ,  l ' emplo i  de l a  CM-cellulose q u i  ne r e t i e n t  pas l e s  pro- 

t é i d e s  accompagnant l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e  p r é c i p i t é  P e t  q u i  f i x e  
7 

énergiquement l a  t r a n s f e r r i n e ,  permet de résoudre  l e  problème. On o b t i e n t ,  

en e f f e t ,  des q u a n t i t é s  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  pure e t  non dénaturée  de l ' o r -  

d r e  de 0 ,75  à 0,80 g par  l i t r e  de l a i t  t o t a l ,  s o i t  avec un rendement de 

go à 95 p. 100. 

4 - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus nous permettent de f i x e r  l a  teneur  

du l a i t  de  Femme en l a c t o t r a n s f e r r i n e  e n t r e  0,7 e t  0 , 9  g .  Ces va l eu r s  sont  

supér ieures  à c e l l e  de BLANC ( 0 , 6  g ) e t  i n f é r i e u r e s  à c e l l e  de MONTREUIL 

e t  c o l l .  (1 21 1,5  g ) .  



v-.- - 
i ETUDE COMPARER DE LA FIXATION DU FER i 
1 PAR LA TRANSFERRINE ET PAR LA LACTO- 
1 

TRANSFERRINE 

Nous avons r e p r i s ,  dans des c o n d i t  ions très r igoureuses  dé£ i n i e s  

pa r  l ' e x p é r i e n c e  des  a u t r e s  au t eu r s  e t  p a r  n o t r e  expér ience  propre,  l a  ques- 

t i o n  de l a  f i x a t i o n  du f e r  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  

pour l e s  r a i s o n s  su ivan te s  : 

1 - La c a p a c i t é  de f i x a t i o n  du f e r  s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a v a i t  é t é  f i x é e  

à 6 atomes de  méta l  pa r  MONTREUIL e t  MULLET (615) e t  par  PIONTREUIL, TONNELAT 

e t  MULLET (616). C e t t e  va l eu r ,  'comparée à c e l l e  de 13 t r a n s f e r r i n e  q u i  f i x e ,  

comme nous l 'avons vu, 2 atomes de f e r ,  nous p a r a i s s a i t  a  p r i o r i  é levée .  En 

ou t r e ,  l a  courbe de f i x a t i o n  du f e r  par  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  donnée par  l e s  

au teurs  précédents ,  pr6sentai . t  une c a s s u r e  anormale. La t r a n s f  e r r i n e ,  dont 

l e s  p r o p r i é t é s  de f i x a t i o n  du f e r  é t a i e n t  b ien  d é f i n i e ,  nous a  s e r v i  de 

produi t  de r é f é r ence  pour v é r i f i e r  l a  va l eu r  des méthodes employées. 

2 - Devant l a  d i s p e r s i o n  des r é s u l t a t s  concernant  l a  masse molécula i re  de 

l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  f ou rn i s  par  des méthodes phy- 

s iques ,  nous avons e n t r e p r i s  de déterminer  d 'une manière s t a t i s t i q u e ,  l a  

q u a n t i t é  de  f e r  f i x é e  par  les deux t r a n s f e r r i n e s  de manière à pouvoir en dé- 

du i r e ,  d 'une  manière p réc i s e ,  l a  masse molécula i re  de c e s  d e r n i è r e s .  

1 - DETERMINATION DE LA CAPACITE DE FIXATION DU FER DES TRANSFERRINES 

La dé te rmina t ion  de l a  c a p a c i t é  de f i x a t i o n  du f e r  par  un p r o t é i d e  

repose  s u r  deux p r i n c i p e s  : 

1 - ou b ien ,  on dose l e  f e r  f i x é  contenu pa r  l e  p r o t é i d e  e t  on 

a j o u t e  e n s u i t e  une s o l u t i o n  t i t rée  du méta l  jusqu 'a  s a t u r a t i o n  : l a  somme 

du " f e r  p r éex i s t an t "  e t  du " f e r  a jou t é "  r ep ré sen t e  l a  c a p a c i t é  de f i x a t i o n  

du composé. 

2 - ou b ien ,  on s a t u r e  l e  p r o t é i d e  et  on dose l e  f e r  q u ' i l  a f i x é .  



Nota. Le procédé q u i  c o n s i s t e  à a j o u t e r  une s o l u t i o n  t i t r é e  de f e r  aux apo- - 
pro té ides  n ' e s t  pas  tou jours  app l i cab le .  Par exemple, dans l e  ca s  de l a  l ac to -  

t r a n s f e r r i n e ,  l ' é l i m i n a t i o n  t o t a l e  du f e r  q u i  e s t  énergiquement f i x é  s u r  l e  

p ro t é ide ,  s ' c f  f e c t u e  dans des cond i t  i cns  d ra s t iques  (maint ien prolongé à 

pH 1,5,  pa r  exemple) q u i  provoquent l a  dénaturat  ion de c e  de rn i e r .  

1 - METHODES 

Nous décrivons : 

- l e  procédé de dosage du f e r  conjugué aux t r a n s f e r r i n e s  que nous 

avons u t i l i s e .  

- l a  méthode de s a t u r a t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  e t  de déterminat ion 

de l e u r  c a p a c i t é  de  f i x a t i o n  du f e r .  

A - DOSAGE DU FER CONJUGUE (+) 

1 - PRINCIPE 

Le f e r  conjugué e s t  l i b é r é  en mi l ieu  ac ide  en présence d'un ré-  

ducteur ,  débar rassé  de l a  p r o t é i n e  e t  dosé colorimétriquement par  un réac- 

t i f  à l a  bathophénanthroline. Nous décrivons successivement l e s  t r o i s  é ta -  

pes de c e  mode opé ra to i r e .  

2 - LIBERATION MI REDUCTION DES IONS FERRIQUES 

Pr inc ipe .  La 1 i b é r a t  ion du f e r  par  miné ra l i s a t ion  des p ro t é ides  e s t  abandon- 

née, dans l e  c a s  des  t r a n s f e r r i n e s ,  au p r o f i t  d'une d i s s o c i a t i o n  e f f ec tuée  

en m i l i e u  acide.  L 'ac ide  t r i c h l o r a c é t  ique f u t  d 'abord u t i l i s é  mais son a c t i o n  

n ' e s t  pas  tou jours  t o t a l e ,  même dans l e  ca s  de l a  t r a n s f e r r i n e .  C ' e s t  pour- 

quoi,  les auteurs  u t i l i s e n t  1 ' ac ide  chlorhydrique.  HEILlifEYER e t  PLOTNER (622) 

ont  d é c r i t  l a  première méthode de d i s s o c i a t i o n  du complexe f e r -p ro t é ine  par  

ac ide  ch lorhydr ique  2 N ,  s u i v i e  d'une pr6c i p i t a t  ion des p ro t é ines  par  1 ' ac ide  

t r i ch lo racé t ique .  L' in f luence  de l a  concent ra t  ion de 1 ' ac ide  chlorhydrique 

(+) Revues généra les  : LAURELL, 1947, (617) ; HEMMELER, 1955 (618) ; LAURELL, 
1952 (619) ; KAMSAY, 1958 (620) ; DREYFUS e t  SCHAPIRA, 1958 (621).  



s u r  l a  d i s s o c i a t i o n  du complexe f e r -p ro t é ine  a  é t é  é t u d i é e  par  RAMSAY, en 

1957 q u i  a montré que l ' e x t r a c t i o n  du f e r  n ' é t a i t  t o t a l e  que s i  l a  

concen t r a t ion  en ac ide  chlorhydrique é t a i t  supé r i eu re  à l a  normali té ,  dans 

l e  c a s  de l a  t r a n s f e r r i n c ,  Ces cond i t i ons  sont  r é a l i s é e s  dans l a  néthode 

d e  WATKINS et  BUTLER (623) que nous u t i l i s o n s  sous une forme légèrement mo- 

d i f i é e  e t  q u i  u t i l i s e  l ' a c i d e  chlorhydrique 2 N .  Dans l e  c a s  de l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e ,  à cause  de l a  grande s t a b i l i t é  du complexe, nous a jus tons  l e  pH à 

une v a l e u r  i n f é r i e u r e  à 1,5 .  

La d i s s o c i a t i o n  des complexes e s t ,  en ou t r e ,  e f f e c t u é e  en mi l ieu  

réducteur  de  manierc à t ransformer  l e s  ions f e r r i q u e s  conjugués aux t rans-  

f e r r i n e s  en ions f e r r eux  q u i  r éag i s sen t ,  s e u l s ,  avec l a  bathophénanthroline. 

Parmi l e s  nombreux agents de réduct ion  proposés ( d i t h i o n i t e ,  hydrazinc, hy- 

droquinone, s u l f i t e s ,  ac ide  th ioglycol ique ,  N-m6Chyl-p-amino-phénol, ac ide  

ascorb ique) ,  l e s  Sutcurs  u t  il i s e n t  généralement c e  de rn i e r .  

Pro tocole  expérimental 

a  - Réac t i f s  

- Solu t ion  préparée extemporanément, d ' a c i d e  chlorhydrique 2 N 

renfermant 1 g d 'ac ide  ascorbique p. 100 m l  . 
- Solu t ion  aqueuse d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  à 20 g p.  100 m l .  

b - Mode opé ra to i r e .  Dans un tube  conique à c e n t r i f u g e r  on in t ro -  

d u i t  successivement : 

- 1 m l  de s o l u t i o n  de t r a n s f e r r i n e  ou de l a c t o t r a n s f e r r i n c  ren- 

fermant des q u a n t i t é s  de fer de  l ' o r d r e  de 1,3 à 12 pg. 

- 1 m l  de l a  s o l u t i o n  chlorhydrique.  Les tubes son t  maintenus 

à 37°C pendant 30 mn. La dé féca t ion  e s t  e n s u i t e  r é a l i s é e  par  l ' a d d i t i o n  de 

1 m l  de l a  s o l u t i o n  d ' ac ide  t r i c h l o r a c é t i q u e  s u i v i e  d 'un chauffage à 100°C 

pendant 15  mn. Les tubes sont  e n s u i t e  cen t r i fugés  e t  les ions f e r r e u x  sont  

dosés dans l a  s o l u t i o n  surnageante.  



3 - DOSAGE DU FER 

Principe.  Les ions f e r r e u x  donnent une c o l o r a t i o n  r o s e  (PETERSON, 1953 (624) ) 

avec l a  bathophénanthrol ine (4,7 - diphényl - 1 , l O -  phénanthrol i n e )  rendue so- 

l u b l e  dans l ' e a u  par  s u l f o n a t i o n  (TRINDER) (625). La méthode e s t  extrêmement 

p r é c i s e  e t  t r S s  s e n s i b l e  puisque des q u a n t i t é s  de f e r  de  l ' o r d r e  de 0 ,5  pg 

peuvent ê t r e  déterminées avec p r é c i s  ion.  La  bathophénanthrol i n e  a supplanté  

t ous  l e s  a u t r e s  r é a c t i f s ,  comme l a  phénanthrol ine e t  l e s  di-  e t  t r i p y r i d y l e s ,  

g râce  à s a  s e n s i b i l i t é  p lus  grande. 

Le complexe fer-bathophénanthrol ine donne une c o l o r a t i o n  s t a b l e  

e t  p ropor t ionne l l e  e n t r e  0 ,5  e t  5 pg de f e r  dans l e  mi l i eu  r éac t ionne l ,  pour 

des  va leurs  d e  pK comprises:entre  3 e t  7 (ZAK e t  EPSTEIN) (626).  C ' e s t  pour- 

quoi ,  l e  pl1 des s o l u t i o n s  do i t  E t r e  tamponné par  l ' a d d i t i o n  d 'une s o l u t i o n  

concentrée d ' a c é t a t e  d'ammonium. 

P ro toco le  expérimental 

a - R é a c t i f s  

- S c l u t i o n  aqueuse d ' a c é t a t e  d'amoniumà 50 g p. 100 m l .  

- Solu t ion  de sulfobathophénanthroline préparée su ivan t  l e  

procbdé de TRINDER (627) : 100 mg de bathophénantrol ine sont  t r a i t é s  dans 

un tube à e s s a i s  avec 0 , 5  m l  d ' ac ide  ch lorosul fonique .  La s o l u t i o n  est por- 

t é e  à 1 ' é b u l l i t i o n  pendant 30 secondes. Après re f ro id issement ,  on a j o u t e  

lentement 10 m l  d 'eau d i s t i l l é e ,  et on chauf fe  l e  mélange au bain-marie 

b o u i l l a n t  j u s q u l à  d i s s o l u t i o n  du p r é c i p i t é .  La s o l u t i o n  e s t  d i l u é e  à 150 m l  

environ e t  a j u s t 6 e  à pH 4 avec une s o l u t i o n  aqueuse de soude à 10 g p. 100 m l .  

On complète e n f i n  à 200 m l  avec de  l ' e a u  d i s t i l l é e .  

- So lu t ion  t i t r é e  à 1 wg de f e r  p. m l .  E l l e  e s t  obtenue en 

d i l u a n t  au cent ième une s o l u t i o n  mère préparée,  de  l a  manière s u i v a n t e  : 

100 mg de f i l  declavecin,  décapé avec du pap ie r  émeri, dèg ra i s sé  à l ' é t h e r  

et  essuyé soigneusement avec du coton hydrophile ,  sont  i n t r o d u i t s  dans un 

b a l l o n  jaugé contenant  150 m l  d ' ac ide  c h l o r h y k i q u e  concentré  exempt de f e r  

et 150 m l  d 'eau d i s t i l l é e .  On chauffe  au bain-marie , e t  après  d i s s o l u t i o n  

du f e r  on complète à 1 l i t r e  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e .  



b - Mode o p é r a t o i r e .  A I m l  de l a  s o l u t i o n  ch lorhydro- t r ich loracé-  

t i q u e  dont l a  p répa ra t ion  a  é t é  d é c r i t e  p lus  haut  on a jou te  : 

- 3 m l  d 'eau d i s t i l l é e  

- 0 ,5  ml de  l a  s o l u t i o n  d1ac6 tn t e  d'amnonium 

- 0,5  m l  dc r é a c t i f  à l a  bathophénanthroline. 

T r o i s  témoins " in te rnes"  sont  in t rodui t s  dans chaque s é r i e  de  dosages. 

Dans l e  premier,  l a  s o l u t i o n  à doser  e s t  remplacée par  1 m l  de s o l u t i o n  t i t r é e  

de  f e r  e t  dans l e  second, par  1 m l  d'eau d i s t i l l g e .  Daqs l e  t ro i s ième,  0 ,5  m l  

dl  eau d i s  t i l lée  remplace l a  s o l u t  ion de  bathophénanthrol ine . 
Nota. Les p l u s  grandes précaut ions  doivent  ê t r e  p r i s e s  en c e  q u i  concerne l a  - 
propre té  du ma té r i e l  u t i l i s é .  Ce lu i - c i  d o i t  S t r e  rigourcusernent exempt de f e r .  

La v e r r e r i e  est lavéc  avec de l ' g c i d c  chlorhydrique chaud ou avec de l ' a c i d e  

n i t r i q u e  e t  e l l e  e s t  e n s u i t e  soigneuserncnt r i n c é e  avec de l ' e a u  b i d i s t i l l é e  

dépourvue de  t o u t e  t r a c e  de f e r .  

D'autre  p a r t ,  tous l e s  r é a c t i f s  u t i l i s é s  doivent ê t r e  exempts de 

f e r ,  en p a r t  i c u l l c r  1 'ac ide  chlorhydrique.  

B - SATURATION DES TRANSFERRINES ET DETERMINATION 

DE LEUR CAPACITE DE FIXATION DU FER. 

1 - PRINCIPE 

A une s o l u t i o n  d ' apo t r ans fe r r ine  ou de t r a n s f e r r i n e  (ou de lac to-  

t r a n s f e r r i n e )  pa r t i e l l emen t  s a t u r é e  en f e r ,  on a j o u t e  des q u a n t i t é s  c ro issan-  

t e s  de s e l  f e r r i q u e  et  on détermine, à 460 mp, l e s  absorbances données par  

l e s  complexes co lo ré s  fe r -pro té ine .  Le t r a c é  des courbes dlabsorbances en 

fonct ion de  l a  q u a n t i t é  de f e r  a j o u t é  montre qu 'à  p a r t i r  d'une c e r t a i n e  quan- 

t i t é  de f e r ,  1 'absorbance des s o l u t i o n s  ne  v a r i e  p lus .  La s t a b i l i t é  de l a  co- 

l o r a t i o n  ind ique  que l a  t r a n s f e r r i n e  e s t  s a t u r é e  en f e r  (F ig .  17 ; p. 111). 

Nous avons p r é c i s é ,  dans l e  précédent  c h a p i t r e  ( v o i r  p. 22) l e s  

condi t ions  opt imales  de  l a  f i x a t i o n  du f c r  t e l l e s  q u ' e l l e s  on t  é t é  d é f i n i e s  

par  de nombreux au teu r s  : 



1 - L e  f e r  d o i t  ê t r e  c h é l a t é  c a r  l e s  ions f e r r i q u e s  " l i b r e s "  s e  

f i x e n t  s u r  des s i t c s  non spéc i f iques  . Les au teurs  u t i l i s e n t  généralement 

des s o l u t i o n s  f e r r i q u e s  en préscnce d'un excès de c i t r a t e  de sodium. En 

e f f e t ,  l a  v i t e s s e  de r é a c t i o n  e s t ,  dans c e s  condi t ions ,  t r è s  augmentée par  

l a  formation d 'un  complexe de  d i c i t r a t e  f e r r i q u e  p lus  rc5actif que l e  polymère 

de c i t r a t e  f e r r i q u e  q u i  s e  forme en présence d'un défaut  de c i t r a t e  (BATES, 

BILLUPS e t  SALTMAN) (628). 

2  - Le pH optimal de f i x a t i o n  du f e r  en présence de c i t r a t e  e s t  

de 8,s. 

3 - Les ions b icarbonate  accé l è ren t  l a  f i x a t i o n  du f e r  et s t a b i l i -  

s en t  l a  c o l o r a t i o n  des complexes. 

2 - PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

a - Principe.La c a p a c i t é  de  f i x a t i o n  en f e r  des t r a n s f e r r i n e s  e s t  détcrmi- - 
née pa r  une modi f ica t ion  du proeiéde d e  SUfiCE$J.3Pl-et m'Il'. (629) dont l e  

p r i n c i p e  est l e  su ivant  : 

1 - On s a t u r e  une t r a n s f e r r i n e ,  dont on a déterminé l a  t eneu r  en f e r ,  en 

a jou tan t  une s o l u t  ion t i trée de s e l  f e r r i q u e  jusqu18 c e  que l'absorbante de 

l a  s o l u t i o n  s o i t  s t a b l e .  Connaissant l a  q u a n t i t é  de  f e r  a j o u t é e  à l a  t rans-  

f e r r i n e ,  on en dédu i t  l a  t eneu r  en métal  de l a  t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e .  

2 - On e f f e c t u e  une "contre-expérience" en déterminant l a  q u a n t i t é  de f e r  

présente dans l a  t r a n s f e r r i n e  a i n s i  s a t u r é e .  

b  - Mode o p 6 r a t o i r e  

a - R é a c t i f s  

- Solu t ion  0 , l  M en c i t r a t e  de sodium e t  0 , l  M en bicarbonate  

de sodium, de pH 8,6. 

- Solu t ion  de s e l  f e r r i q u e  d'AZARI e t  BAUGH (630) : 

Chlorure f e r r i q u e  à 6 Hz O 232 mg 

So lu t ion  c i t r a t é e  précédente q.s.p.  100 m l  

Le t i t r e  de l a  s o l u t i o n  e s t  déterminé par  l ' a p p l i c a t i o n  du procéd6 de dosage 

du f e r  que  nous avons d é c r i t  p l u s  haut  ( v o i r  p .  103) . 



$ - Satura t ion  des t r ans fe r r ines .  250 mg de t r a n s f c r r i n e  ou d'a- 

po t rans fe r r ine  dont l a  teneur en f e r  a  é t é  déterminée ( v o i r  p.1041, sont  

dissous dans 25 m l  de l a  so lu t ion  c i t r a t é e  e t  des f r ac t ions  de 3  m l  sont  

r é p a r t i e s  dans des tubes à hémolyse. Des quan t i t é s  c ro i s san tes  de l a  solu- 

t i o n  de s e l  f e r r ique  (dont 10 p l  renfermaient 4 ,6  pg de f e r )  sont  a joutées  

aux d i f f é r e n t s  tubes à hémolyse. Le mélange e s t  a g i t é  e t  l a  mesure des ab- 

sorbances e s t  effectuQeà 460 mp après un repos de 24 heures à l ' obscur i t é .  

y - Calculs.  Des courbes sont  t r acées  (Fig. 16 ; p. 109) en por- 

t a n t  en abcisses  l e s  volumes de solu t ion  fe r r ique  a j o u t é s  e t ,  en ordonnées, 

l e s  absorbances des so lu t ions .  Le point  d ' in t e r sec t ion  de l a  courbe ascen- 

dante e t  du p a l i e r  de s a t u r a t i o n  donne l e  volume Vs pour lequel  c e t t e  der- 

n iEre  e s t  a t t e i n t e .  On connaît  a i n s i  l a  q u a n t i t é  de f e r  q u i  a é t é  nécessa i re  

pour s a t u r e r  l e  proté ide .  Ajoutée à l a  quan t i t é  de f e r  préexis tante ,  conju- 

guée à c e  dernier ,  e l l e  donne l a  quan t i t é  de f e r  f i x & à  l a  sa tu ra t ion .  

Un a u t r e  procédé de c a l c u l  cons i s t e  à ext rapoler  vers  l ' a x e  des 

abcisses  l a  courbe ascendante, Le point  d ' i n t e r s e c t i o n  Vo permet de c a l c u l e r  

l e  volume de solu t ion  f e r r i q u e  q u ' i l  a u r a i t  f a l l u  a jou te r  B une so lu t ion  

d'apoprotéide pour l e  s a t u r e r .  

En outre,  on dose l e  f e r  t o t a l  de l a  première f r a c t i o n  V carres- 

: pondant au p a l i e r  dc s a t u r a t i o n  e t  on déduit de l a  valeur obtenuc,la quan- 

t i t é  de f e r  a joutée  en exces, contenue dans l e  volume V - Vs. 

Nota. Ce dernier  mode de c a l c u l  semble a - p r i o r i  complexe c a r  il p a r a î t r a i t  - 
plus  simple de d ia lyse r  l e  f e r  en exces, comme dans l e  procédé de WINDLE, 

WIERSEMA, CLARK e t  FEENEY (631) où l a  d ia lyse  e s t  e f fec tuée  cont re  une solu-  

t i o n  de chlorure  d'ammonium 0,002 M. Cependant, nous avons v é r i f i é  que l a  

d i a l y s e  d i s soc ie  l e s  complexes dans l a  proportion de 20 à 35 p. 100. En e f f e t ,  

nous avons trouvé, dans des t r ans fe r r ines  a i n s i  t r a i t é e s ,  des taux de f e r  de 

1 e t  1,24 p. 1000 a l o r s  que l e  taux r é e l  e s t  de 1,47 p. 1000. 



Figure 16 

SchCrms gendral d'une courbe de fixatfan du fer par une trans- 
ferrine. En ordomi6es : ibaorbances des solutions f B  460 IR$. 
En abcisses : volmes (en pl) de solution tirr4e de sel ferri- 
que ajoutés, 



II - RESULTATS 

1 - La f i g u r e  17 (p. 111) i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus. 

On v o i t  que l e s  t r a c é s  des courbes de f i x a t i o n  du f e r  par l a  t r a n s f e r r i n e  

e t  par l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont  identiques . 
2 - L'applicat ion,  aux protéides sa tu rés ,  des procéd4s de dosage du f e r  que 

nous avons d é c r i t s  p lus  haut montre que l a  teneur en f e r  des proté ides ,  à sa- 

tu ra t ion ,  exprim6e en g de f e r  pour 1000 g de protéide,  est l a  su ivante  : 

Trans f c r r  i n e  : 1,47 

Lactot ransfer r ine  : 1,47 

3  - Nous pouvons donc conclure, d 'aprhs  l e u r  masse moléculaire, que l a  t rans-  

f e r r i n e  et l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  cont iennent,  B s a t u r a t  ion : 

2 atomes de f e r  p. mole de proté ide .  

III - DISCUSSION 

1 - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus à propos de l a  teneur en f e r  de 

l a  t r a n s f e r r i n e  s ' é lo ignen t  sensiblement de l a  valeur de 1-25 à 1,35 obtenue 

par c e r t a i n s  auteurs (voi r  tableau V I  ; p. 24). E l l e  s e  rapproche, au con- 

t r a i r e ,  de l a  valeur de 1,51 obtenue par  ROBERTS, MAKEY e t  SEAL (632). Ces 

discordances peuvent s 'expl iquer  par l 'observat ion  que nous avons f a i t e  que 

ce r t a ines  valeurs f a i b l e s  ont é t é  détermin6es sans t r a c e r  l e s  courbes de 

sa tu ra t ion .  Au c o n t r a i r e ,  l a  va leur  de ROBERTS e t  l e s  nôt res  r é s u l t e n t  de 

l ' i n t e r p r é t a t i o n  des courbes de sa tu ra t ion .  Cel le-c i  é t a i t ,  de c e t t e  manière, 

rigoureusement cont rô lée .  

D'autres causes d ' e r reu r  par défaut  peuvent encore S t r e  trouvées : 

a) dans l e  f a i t  quc c e r t a i n s  auteurs d ia lysent  l a  t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  avant 

de déterminer s a  teneur en f e r  e t  nous avons vu plus haut ( v o i r  p.333) que l a  

d ia lyse  i n t r o d u i s a i t  une cause d ' e r reu r  ; b) dans l a  composition des solu- 

t ions tampons q u i  e s t ,  comme nous l 'avons vu, déterminante. 





En ou t r e ,  nos propres  r é s u l t a t s ,  a i n s i  que ceux de ROBERTS e t  

c o l l . ,  ont  é t é  obtenus s u r  p l u s i e u r s  échan t i l l ons  e t  par  deux procédés q u i  

c o n s i s t e n t ,  l ' u n ,  21 déterminer  l a  teneur  en f e r  du p r o t é i d e  à s a t u r a t i o n ,  

d 'après  s a  t eneu r  i n i t i a l e  e t  l a  q u a n t i t e  de f e r  a j o u t é e  e t  l ' a u t r e ,  à doser 

l e  f e r  du p r o t é i d e  sans é l imine r  l e s  ions f e r r iques  en exces pa r  d i a l y s e  ou 

par  chromatographie. 

Enfin,  des teneurs  en f e r  de l ' o r d r e  de 1 ,3  p. 1000 son t  incompa- 

t i b l e s  avec l e  poids molécula i re  de l a  t r a n s f e r r i n e  q u i  a v o i s i n e r a i t  a l o r s  

87.000 a l o r s  q u ' i l  e s t ,  en r é a l i t é ,  de l ' o r d r e  de 75.000. 

Toutefo is ,  malgré l e s  discordances de r é s u l t a t s ,  nous parvenons, 

comme l 'ensemble des au t eu r s ,  à l a  conclus ion  que l a  t r a n s f c r r i n e  renferme, 

à s a t u r a t i o n ,  2 atomes de f e r .  

2  - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus à propos de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

s ' é l o i g n e n t  de  ceux de MONTREUIL e t  MULLET (633) e t  de MONTREUIL, TONNELAT 

e t  MüLLET (634).  En e f f e t ,  c e s  au t eu r s  t rouva ien t  un taux  de f e r ,  à sa tu-  

r a t i o n ,  de  3,5 p. 1000 e t  6  atomes de f e r  conjugués. Nous proposons l e s  va- 

l e u r s  p lus  f a i b l e s  de 1,47 g de f e r  p. 1000 g de l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  2 a to-  

mes de f e r .  Ces r é s u l t a t s  ont é t é  acquis  s u r  p lus i eu r s  é c h a n t i l l o n s  de pro- 

t é i d e  en appl iquant  l e s  deux procédés de dosage que nous avons mentionn6s 
IYIAS - 

dans l e  paragraphe précédent .  Nos r é s u l t a t s  ont é t é  récemment confirmés parSON 

HEREMANS (635) q u i  t r o u v a i t  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  à s a t u r a t i o n  con t i en t  

0,026 p atome de f e r ,  s o i t  1 ,45 g de méta l  p. 1000 g  de p ro t é ide .  

Pour expl iquer  l e s  discordances de nos r é s u l t a t s  avec ceux de 

MONTREUIL e t  c o l l . ,  nous émettons l 'hypothèse  que l ' e r r e u r  par  excès commise 

par  c e s  a u t e u r s  e s t  due, s o i t  au f a i t  que l e s  expériences de f i x a t i o n  du f e r  

ont  é t é  e f f ec tuées  s u r  des  s o l u t i o n s  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  dzgs l ' e a u  e t  non 

dans un tampon comme l a  s o l u t i o n  de c i t r a t e -b i ca rbona te  que nous u t i l i s o n s  ; 

s o i t  au f a i t  que l e  temps de 5  mn e n t r e  deux add i t i ons  de f e r  é t a i t  t r o p  

cour t  pour r é a l i s e r  une f i x a t i o n  t o t a l e  du métal ; s o i t ,  en f in ,  au f a i t  que 
'la a a c t o t r a n s f ~ ; r r i n  ble dej 
k e  s u r s a t u r e r  en ?e:?iknC~~f!et, en nous fondant s u r  l e s  r é s u l t a t s  que nous 

décrivons dans l e  paragraphe su ivan t ,  nous pensons que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

possède, en dehors des deux s i t e s  spéc i f iques  de f i x a t i o n  des deux atomes de 

f e r  en mi l ieu  tamponné, d ' au t r e s  s i t e s  non spéc i f iques  q u i  s e r a i e n t  occupés 

par  d ' au t r e s  atomes de f e r  l o r sque  l a  f i x a t i o n  de c e  d e r n i e r  e s t  r é a l i s é e  

en s o l u t i o n  dans l ' e au .  



I V  - CONCLUSIONS 

Des experiences de f i x a t i o n  du f e r  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  s u r  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  ef fec tuées  dans l e s  condit ions opt h a l e s  déf in ies  par l e s  

t ravaux de nombreux auteurs  démontrent que les deux proté ides  renferment, à 

sa tu ra t ion ,  2 atomes de f e r .  

Dans l e  cas de l a  l ac to t rans fe r r ine ,  nous infirmons l e s  r e s u l t a t s  

de  KONTREUIL et c o l l .  q u i  avaient  f i x é  à 6 l e  nombre d'atomes de f e r  conjugués 

B l a  l ac to t rans fe r r ine  à sa tu ra t ion .  

DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Lui cours de l a  mise au point  de procédés de préparat ion de l a  lac-  

t o t r a n s f e r r i n e ,  nous avons découvert fortuitement l a  p ropr ié t é  que possède c e  

proté ide  de f i x e r  du f e r  s u r  des s i t e s  non spéci f iques .  

Nous tent ions d ' i s o l e r  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  pure par chroma- 

tographie s u r  DEAE-cellulose (vo i r  p. 91) e t  nous obtenions p lus ieurs  p ics  

dont l e s  teneurs  en f e r  a l l a i e n t  en décroissant  (une observation idcnt  ique 

a é t é  f a i t e  récemment pa r  MASSON e t  HEREMANS (636). Pour é v i t e r  c e  f rac t ion-  

nement en p lus ieurs  p ics ,  nous avons a jouté  une so lu t ion  de s e l  f e r r ique  en 

excès à l a  so lu t ion  des proté ides  du p ic  2 de l a  chromatographie s u r  Amberlite 

XE-64 du p r é c i p i t é  P ( v o i r  p. 85 à 88) .  Nous avions e f fec tué  c e t t e  addi t ion  7 
s u r  l a  base d'une teneur de f e r  de 3,5 p. 1000, à l a  sa tu ra t ion  du protéide.  

C ' e s t  d i r e  que nous a jou t ions  un l a r g e  excès de f e r .  

Nous obtenions, de c e t t e  manière, par  chromatographie s u r  D U E -  

c e l l u l o s e  un p i c  majeur de  l a c t o t r a n s f e r r i n e  - DEAE (vo i r  p. 93),-  sans que 

l a  sa tu ra t ion  en f e r  des préparat ions a i t  eu pour e f f e t  d 'él iminer l e s  au t res  

p i c s  de chromatographie. Les ca rac té r i s t iques  de l a  préparat ion de l ac to t rans -  

f e r r i n e  - DEAE sont préc isées  dans l e  tebleau XXIII (p. 114). On v o i t  que l a  

composition en glucides e s t  identique à c e l l e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  que 
O l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  r é v è l e  1 ' existence de deux cons t i tuan t s  de S 4,55 
20w 

et  6,70, dans l e s  proportions respect ives  de 85 e t  15 p. 100. En out re ,  l a  

teneur  en f e r  (3,50 g p. 1000) e s t  t r è s  vois ine  de c e l l e  des l ac to t rans fe r -  

r i n e s  d é c r i t e s  par MONTREUIL e t  c o l l .  (3,47 p. 1000). 
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Pour é l iminer  l e  cons t i tuant  "lourd" de ces  préparat ions,  nous 

avons soumis ces dernières  à l a  chromatographie de f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de 

Sephadex G-100 (colonnes de 2 x 100 cm ; chromatographie de 500 mg de lacto-  

t r a n s f e r r i n e  - DEAE ; é l u t i o n  par un tampon d ' acé ta te  de sodium 0 , l  M e t  de 

chlorure  de sodium 0 , l  M de pH 4,6) e t  nous avons eu l a  s u r p r i s e  de v o i r  s e  

séparer  deux cons t i tuan t s .  L'un, l e  plus rapide,  e s t  coloré en jaune ( lac to-  

t r a n s f e r r i n e  - G 100 - jaune) et  l ' a u t r e ,  co lo ré  en rouge ( l a c t o t r a n s f e r r i n e  - 
G 100 - rouge, représente  85 p.  100 des proté ides  to taux é lués .  

L'étude de l a  composition des deux substances (voi r  tableau X X I I I  ; 

p. 114) montre q u ' i l  s ' a g i t  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  dont l e s  teneurs en f e r  sont  

d i f f é ren tes  : l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  - G 100-rouge con t i en t  1,25 p. 1000 de f e r  

e t  correspond à l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  (+) t and i s  que l ' a u t r e  composant 

correspond à une l a c t o t r a n s f e r r i n e  dont l a  teneur en f e r  e s t  10 f o i s  c e l l e  

d'une l a c t o t r a n s f e r r i n e  normalement sa turée .  

L 'u l t r acen t r i fuga t ion  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  -G-100-rouge révèle  
O l ' ex i s t ence  de t r o i s  cons t i tuan t s  de S 4,75 - 6,9 e t  9, dens l e s  propor- 
20w 

t i o n s  r e l a t i v e s  80 - 15 e t  5 p. 100. L 'u l t r acen t r i fuga t ion  de l a  l ac to t rans -  

f e r r i n e  - G 100- jaune n ' a  pu ê t r e  e f fec tuée  à cause de l ' i n s o l u b i l i t é  du 

composé lyophi l i sé .  

CONCLUSIONS 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  suscep t ib le  de f i x e r  du f e r  s u r  des s i t e s  

non spécif iques quand l e  métal e s t  a jouté  en l a rge  excès e t  en l ' absence  de 

bicarbonate e t  d e  ché la teu r  du f e r .  On o b t i e n t ,  dans ces condit ions,  un pro- 

t é i d e  q u i  cont ient  jusqu'à  15 p. 1000 de f e r ,  -au l i e u  de 1,47-, q u i  e s t  for-  

tement coloré  en jaune, q u i  ne  donne plus l e  spec t re  c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  q u i  e s t  t r è s  peu so lub le  dans l ' eau .  En out re ,  il possède, 

en chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n ,  un comportement "macromoléculaire" q u i  

demeure, pour l ' i n s t a n t ,  une énigme. 

(+) La teneur de f e r  de 1,25 au l i e u  de 1,47 p. 1000 s 'explique par  l e  f a i t  
que l e s  prépara t ions  ont é t é  d ia lysées .  



3 - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LA FIXATION DU FER 

PAR LA TRANSFERRINE ET PAR LA LACTOTRANSFERRINE 

Les conclusions générales que nous pouvons t i r e r  de no t re  é tude  

s u r  l a  f i x a t i o n  du f e r  pa r  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont  l e s  

suivantes : 

1 - La détermination, par  deux procédés d i f f é r e n t s ,  du taux de f e r  f i x é  à 

s a t u r a t  ion par  l e s  deux proté ides ,  dans des condit ions identiques : a d d i t  ion 

de sel fe r r ique  à des so lu t ions  de proté ides  ef fec tuées  en tampon c i t r a t e -  

bicarbonate, mesures après  24 h de contac t ,  nous a donné l e s  r é s u l t a t s  su i -  

vants  : 

Trans f e r r  ine 

Lactot rans f e r r  i n e  

2 - En nous fondant su r  l a  masse moléculaire des deux protéides,  l a  t r ans -  

f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  f ixent ,  à sa tu ra t ion ,  2 atomes de f e r .  

3 - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus à propos de l a  t r a n s f e r r i n e  sa tu-  

rée en f e r  confirment, quant au nombre d'atomes de f e r ,  ceux des a u t r e s  

auteurs.  I ls  s 'é lo ignent ,  quant B l a  teneur  en f e r ,  de ceux de nombreux au- 

t eu r s  (voi r  Tableau V I  ; p. 241, mais i ls  se rapprochent des r é s u l t a t s  ré-  

cen t s  obtenus par  ROBERTS et c o l l .  (637). L'expérimentation de ces  de rn ie r s  

e t  l a  rratre propre reposent su r  des données expérimentales obtenues pa r  

p lus ieurs  auteurs  concernant l e s  condi t ions  optimales de f i x a t i o n  du f e r .  

E l l e  a ,  en out re ,  é t é  e f fec tuée  d'une manière s t a t i s t i q u e .  

4 - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus à propos de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  en 

appliquant l e s  proct5dés u t i l i s é s  pour l a  t r a n s f e r r i n e  infirment ceux de 

MDNTREUIL e t  c o l l .  (638) q u i  t rouvaient  des teneurs en f e r  p lus  élevées et, 

en p a r t i c u l i e r ,  6 atomes f i x é s  à sa tu ra t ion .  Nous posons en hypothèse que, 

dans l e s  condi t ions  expérimentales appliquées par  les auteurs,  l e  f e r  se f i x e  

s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  au niveau de sites non spécif iques pour donner des 

l a c t o t r a n s f e r r i n e s  sursa turées  que nous avons mises en évidence par  chroma- 

tographie de f i l t r a t i o n  s u r  ge l .  



DE LA TRANSFERRINE ET DE Lrl 

LACTBTWSFERRL NE 

1 - MASSE MOLECULAIRE 

Nous avons vu, dans l e  c h a p i t r e  consacré aux g é n é r a l i t é s  s u r  la  

t r a n s f e r r i n e  e t  s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  que l a  masse molécula i re  de ces  

composés n ' é t a i t  pas encore d é f i n i e  avec exac t i tude .  Dans le c a s  de l a  

t r a n s f e r r i n e ,  en e f f e t ,  l e s  va l eu r s  v a r i e n t  e n t r e  70.000 e t  114.000 e t  l a  

masse molécula i re  généralement adoptée e s t  de 90.000. Dans l e  c a s  de l a  lac-  

t o t r a n s f e r r i n e ,  deux v a l e u r s  seulement ava ien t  é t é  données, j u squ là  présent ,  

pa r  MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (639) : 89.000 par  l a  d i f f u s i o n  de l a  lu-  

mière ; 95.000 par  l a  c o n s t a n t e  de sédimentat ion.  

Nous avons r e p r i s  l ' é t u d e  de c e  problème important à l ' a i d e  de 

d i f f é r e n t s  procédés, de façon à déterminer,  l e  plus  précisément poss ib le ,  l a  

v a l e u r  de  la  masse molécula i re  dont l a  connaissance e s t  indispensable  pour 

c a l c u l e r  d 'une mani&re exac t e  l e  nombre de rés idus  de  g luc ides  et d 'ac ides  .. 
aminés des deux pro té ides  avant d 'en t reprendre  l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  de 

c e s  de rn i e r s .  

Nous avons appl iqué,  d 'une p a r t ,  l e s  procédés physiques c l a s s i -  

ques fondés essent ic l lcment  s u r  l e s  données de l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e t  s u r  

l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  des proc4dés chimiques fondés s u r  

la  connaissance de l a  composition chimique des composés. 

1 - METHODES 

A - PROCEDES PHYSIQUES 

1' - PROCEDES FONDES SUR L'ULTRACENTRIFUGATION (+) 

a - Détermination à l 'approche de  l ' ' équ i l i b re  de sédimentat ion.  

La déterminat ion de l a  masse moléculaire  de l a  t r a n s f e r r i n e  à 

(+) Les u l t r a c e n t r i f u g a t i o n s  ont  é t é  e f f ec tuées  par  l e  Professeur  TONNELAT, 
à l a  Facu l t é  des Sciences d'Orsay e t  par  Madame FILITTI-WURMSER, à l a  
S t a t i o n  Cen t r a l e  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  du CNRS de P a r i s .  Nous l e u r  
adressons nos plus  v i f s  remerciements. 



l ' approche  de l ' é q u i l i b r e  de sédimentat ion a é t é  e f f ec tuée  s u r  une s o l u t i o n  

à 7,5 mg p. m l  de tampon tris 0 , l  M - C l N a  1 M de  pH 8, à 20°C, aux v i t e s s e s  

su ivan te s  : 9.945 - 14.290 - 21.740 e t  31.410 t o u r s .  

b - Détermination pa r  l a  méthode d e  SVEDlYEItlB* 

La méthode de SVEDBER- f a i t  appel à l ' é q u a t i o n  s u i v i n t e  : 

S RT 
M = 

D 1 - V p  

où 

M : masse molGculaire du composé 

S : cons t an te  de sedimentat ion sO 
20 W 

d.éterminée à- 20°C pour une 

d i l u t  ion in£  i n i e  

déterminee dAns des condi t ions  iden t iques  D : cons t an te  de d i f f u s i o n  D20 

cond i t  ions ident  iques 

R : cons t an te  des gaz p a r f a i t s  (8,303 x 1 0 - ~ )  

T : température absolue  (273:2 + t )  

V : volume spéc i f ique  p a r t i e l  

p : d e n s i t é  du so lvant  

a Pour appl iquer  c e t t e  formule, l a  connaissance de S 
20 W 

e t  du 

du volume spdc i f ique  p a r t i e l  VSp e s t  indispensable .  

a - Détermination de l a  constante de sédimentat ion.  La cons t an te  
O 

S20 y 
de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a é t é  déterminée en 

ex t r apo lan t  à une d i l u t i o n  i n f i n i e  l e s  va leurs  de  S données par  des so lu-  

t i o n s  à 5,10 e t  15  mg de p r o t é i d e  pa r  m l  dc  tampon phosphate de p 0 , l  e t  

de  pH 7. 

En ou t r e ,  dans l e  c a s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  des déterminat ions 

ont  é t é  e f f ec tuées  dans des  s o l u t i o n s  de ch lo ru re  de sodium B 9 p. 1000 

e t  à pH 7. 



f3 - Détermination de l a  cons t an te  de  d i f f u s i o n .  Nous n'avons pas 

obtenu de r é s u l t a t s  personnels  s u r  l a  cons t an te  de d i f f u s i o n  de l a  t r a n s -  

f e r r i n e  e t  i e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Nous avons u t i l i s é  l e s  va leurs  de 

BEZKOROVAINY e t  RAFELSON (640) e t  de BEZKOROVAINY e t  GROHLICH de 5,40 e t  

de 5,54 pour l a  t r a n s f e r r i n e  BEHRINGWERKE ( s o l u t i o n  dans un tampon phosphate 

de  fo rce  ionique 0 , l  e t  de pH 7) e t  l a  va l eu r  de MONTREUIL, TONNELAT e t  

MULLET (641) de 4,6 pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

y - Détermination du volume spéc i f ique  p a r t i e l  Vsp 

Vsp détemir:&. - Le volume spQci f ique  p a r é i e l  des  p ro t e ides  a &té & t d é  par le 

procédé c l a s s i q u e  de pycnométrie q u i  c o n s i s t e  à mesurer, à l'.a.i.de d'un pyc- 

nomètre, d 'une p a r t ,  l a  d e n s i t é  du tampon e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  l a  dens i tS  de 

l a  s o l u t i o n  de p r o t i d e  à une concent ra t ion  connue, pu i s  à en déduire  l e  

volume effect ivement  occupé p a r  une masse u n i t é  de p ro t ide .  

VSp c a l c u l é .  Lc volume s p é c i f i q u e  p a r t i e l  d 'une molécule e s t  éga l  à l a  

moyenne des Vsp de s e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s .  Les va l eu r s  des Vsp des 

ac ides  aminés ont é t é  p r é c i s é s  par  COHN e t  EDSALL (642) et c e l l e s  des oses  

pa r  SQUIRE e t  c o l l .  (643) e t  par  BEZKOROVAINY e t  c o l l .  (644). 

2' - PROCEDES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION (+) 

a - Pr inc ipe .  Lc p r i n c i p e  de l a  méthode de déterminat ion de l a  masse molécu- 

l a i r e  d'une p ro t e  i ne  pa r  chromatographie dc "tamisage moléculaire  " s u r  

g e l s  de Sephadex e s t  l e  su ivant  : l e s  volumes d ' é l u t i o n  des p ro t é ines  déposées 

au sommet d'une colonne de  Sephadex 6-100 ou G-200 sont  une f eac t ion  du 

logari thme de l a  masse molécula i re .  ANDREWS (645) a  parfai tement  d é f i n i  l e s  

cond i t i ons  de r e p r o d u c t i b i l i t é  de c e  genre de  chromatographie e t  démontré 

que l a  masse molécula i re  d'un p r o t i d e  pouvait  ê t r e  exactement déterminée 

g râce  B l ' é t a lonnage  p r é a l a b l e  des  colonnes à l ' . & l e  de composés de masse 

molécula i re  connue. Toutefo is ,  c e  procédé n ' e s t  pas app l i cab le  aux glycopro- 

t é i n e s  q u i  renferment des  teneurs  é levées  en g luc ides ,  comme l'ovomuco'ide ou 

comme l'orosomucoitde. C e t t e  cause  d ' e r r eu r  e s t  é v i t é e  dans l e  ca s  de l a  

t r a n s f e r r i n e  e t  de la  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dont l e  taux  de g luc ides  e s t  f a i b l e .  

(+) Nous remercions Monsieur J.P. KERCKAERT de  sa préc ieuse  co l l abo ra t ion .  



Nous avons appl iqué  l e  procédé d'ANDREWS en u t i l i s a n t  comme témoins 

in t e rnes  du cytochrome c de C h d  (MM : 12.4001, de 1 savalbumine (MM : 44 - 
46.000), e t  d e  l a  sérumalbumine de Boeuf (MM du monomère : 65 - 70.000 ; 

MM du dimère : 130 - 140.000). 

b - Mode o p é r a t o i r e .  4 mg d e  pro té ide ,  en s o l u t i o n ,  dans 2 m l  de tampon t r is  

0,005 M - C l  K 0 , l  M a j u s t é  à pH 7,5 avec de  l ' a c i d e  chlorhydrique,  son t  sou- 

m i s  à l a  chromatographie s u r  des colonnes G e f r i g é r é e s  à 4 " ~ )  Pharmacia (2,5 x 

90 cm) de Sephadex G-100 ou G-200 (chromatographie descendante dans l e  c a s  du 

G-100, ascendante dans l e  c a s  du G-200 pour é v i t e r  l e  colmatage des colonnes) .  

Le déb i t  e s t  r é g u l a r i s é ,  à l ' a i d e  d'une pompe, à 18 m l  p. h. Des f r a c t i o n s  de 

4,5 m l  sont  r e c u e i l l i e s  e t  l'absorbante des s o l u t i o n s  e s t  déterminée à 230 mp. 

Dans l e  ca s  de l a  t r a n s f e r r i n e ,  un témoin i n t e r n e  de  "Dextran blue" 

e t  de cytochrome c e s t  i n t r o d u i t  dans l a  s o l u t i o n .  Dans l e  c a s  de l a  l ac to -  

t r a n s f e r r i n e ,  c e s  témoins i n t e r n e s  doivent  ê t r e  r e j e t é s  c a r  l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  s e  conjugue avec c e s  de rn i e r s .  L 'é l imina t ion  de ces  témoins o b l i g e  

à i n t e r p o l e r  l e s  courbes d 'btalonnage e t  l e s  cond i t i ons  de chromatographie 

doivent  donc ê t r e  t r è s  r ep roduc t ib l e s .  

Les courbes d ' é l u t i o n  sont  t r a c é e s ,  e t ,  s c u l s ,  sont  re tenus  l e s  

r é s u l t a t s  donnés par  des p i c s  d ' é l u t i o n  rigoureusemcnt symétriques.  

La masse molécula i re  e s t  c a l c u l é e  en in t e rpo lan t  des courbes t r a -  

cées  en po r t an t  cn abc i s se s  l e  logarithme de  l a  masse molécula i re  e t ,  en 

ordonnées, l a  v a l e u r  du r appor t  V ~ / V O  où : 

Ve : volume d161ution correspondant au sommet du p i c  d ' é l u t i o n  

du compos6. 

VO : volume "mort" d ' é l u t i o n  d 'un composé exclu avec l e  " f ront"  

du l i q u i d e  d ' é l u t i o n .  Ce volume "mort" e s t  repQrQ, par  exemple, 

pa r  l e  passage du "Dextran blue" de masse molécula i re  é levée .  

B - PROCEDES CHIMIQUES 

La connaissance, d 'une  p a r t ,  du pourcentage e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  du 

nombre de r6s idus  d'un composé présent  dans un p r o t é i d e  permet de détermi- 

n e r  sa masse molécula i re  avec p réc i s ion  ou, dans c e r t a i n s  c a s ,  en opérant  

pa r  approxlmationssuccessives à c h o i s i r  e n t r e  p lus i eu r s  va l eu r s  de masse 



moléculaire en éliminant c e l l e s  q u i  sont  incompatibles avec les données chi-  

miques. Toutefois ,  un t e l  c a l c u l  ne  peut ê t r e  r é a l i s é  que s i  l e  nombre de ré- 

s idus  e s t  f a i b l e .  Par exemple, dans l e  c a s  de l a  t r a n s f e r r i n e ,  en s e  fondant 

su r  l a  teneur en f e r  de l a  p ro té ine  (1,47 g p. 1000 g )  e t  s u r  l a  présence de 

2 atomes de f e r ,  on parvient  à une valeur  de masse moléculaire de 75.980 

compatible avec les données d 'u l t r acen t r i fuga t ion  : 77.500 à 79.700 ( v o i r  

plus l o i n ) .  

II - RESULTATS 

1 - Constantes de s4dimentation 

Les valeurs  des cons tantes  de sédimentation q u i  ont é t é  déterminées 

su r  p lus ieu r s  échant i l lons  de t r a n s f e r r i n e  et de l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont l e s  

suivantes : 

Phosphate de p 0 , l  ; pH 7 

Valeur retenue 

Trans f e r r  ine  

4,81 

4,80 

4,80 

4390 

Lac t o t r a n s  f e r r  ine  

438 

4,95 

Nota. Dans c e r t a i n e s  préparat ions de t r a n s f e r r i n e  e x i s t e  un dimhre de S 
7 

O 7 20 w 
(10 à 20 p. 100 environ) dont l a  proport ion augmente avec l e  v ie i l l i s sement  

des proté ides .  Ce phénoméne de dimérisat ion a a u s s i  é t é  s igna lé  par  CHARLWOOD 

(646). Un composé analogue de S" 6,7 à 7 e s t  également présent  dans quel- 
20 w 

ques preparat  ions de l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Peut-htre s ' a g i t - i l  a u s s i  d'un 

dimère ? 



2 - Volumes spécif iques p a r t i e l s  

Nous avons trouvé l e s  va leurs  de volume spé.cifique p a r t i e l  sui-  

vantes : 

Trans f e r r  ine  

Lactotrans f e r r  ine 

Calculé 

O, 723 

O, 725 

sans  q u ' i l  nous s o i t  poss ib le  d'expliquer, B propos de l a  l ac to t rans fe r r ine ,  

l a  discordance en t re  l e  Vsp déterminé expérimentalement e t  l e  Vsp ca lculé .  

3 - Masaes moléculaires 

Nous avons rassemblé dans l e  tableau XXIV (p. 123) l e s  va leurs  de 

masse moléculaire de l a  t r a n s f e r r i n e  et de la l a c t o t r a n s f e r r i n e  déterminées 

pa r  d i f f é r e n t s  procédés. Les r é s u l t a t s  peuvent ê t r e  résumés de l a  manière 

su ivante  : 

a - Dans l e  c a s  de l a  t r ans fe r r ine ,  on observe une concordance 

très s a t i s f a i s a n t e  e n t r e  les valeurs  obtenues par  l e s  d i f f é r e n t s  procédés. 

Nous avons c h o i s i  l a  va leur  de masse moléculaire de 76.000 four- 

n i e  par  les dosages de f e r  q u i  ont  é t é  ef fec tués  avec une grande précision.  

b - Dans l e  c a s  de l a  lactotransferrine,plusieurs valeurs sont  

vois ines  de 76.000, à l ' except ion  de c e l l e  q u i  a é t é  fournie  par l a  mesure 

de l a  constante de sédimentation e t  q u i  est de 94.300. Toutefois,  nous avons 

employé, dans nos ca lcu l s ,  l a  va leur  de constante de d i f fus ion  de MONTREUIL, 

TONNELAT e t  MULLET (647) q u i  est t r è s  ancienne e t  peut -ê t re  erronée e t  que 

nous n'avons malheureusement pas pu v é r i f i e r ,  Nous avons donc adopté l a  va leur  

de 76.000 s u r  l a  base de l a  teneur en f e r  e t  de l a  chromatographie de f i l -  

trat ion s u r  g e l .  

c - an e f f e t ,  l a  chromatographie de f i l t r a t i o n  s u r  ge l ,  de Sepha- 

dex G-100 et G-200 a fourni  des va leurs  t r è s  reproduct ib les  et tres concor- 

dantes.  Nous avons rapporté dans l a  f igure  18 (p. 124) les r é s u l t a t s  que 

nous avons obtenus. On v o i t  que les deux t r a n s f e r r i n e s  s l i n t Q g r e n t  pa r fa i t e -  

ment dans les d ro i t e s  e t  que lem interpola t ions  peuvent ê t r e  ef fec tuées  d'une 

manière préc ise .  



Tableau XXIV 

Masses moléculaires de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  déterminées par d i£  férents  

procédés 

O 
(a)  Pour DZ0 5 ,4  

O 
(b)  Pour DZ0 5,54 

O 
( c l  Pour Dz0 4,60 e t  Vsp 0,725 

( d l  Pour 3,5 rés idus  et  1,46 p. 100 

(e )  Pour 3 rés idus  e t  1,27 p. 100 

Méthodes appliquées 

Equ il ib re  de sédimentation 

Constantes de sédimentation 

e t  de d i f fus  ion 

Chromatographie de f i l t r a t i o n  sur  ge l  

-Sephadex E l 0 0  

-Sephadex 6-200 

Teneur en f e r  

Teneur en acide s i a l  ique 

Transf e r r i n e  

72 .WO 

79.700 (a)  

77.600 (b) 

74 a 78.000 

76 .O00 

75.980 

74.000 (dl 

Lactotransf e r r i n e  

75.980 

73 .O00 (e )  

t 
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III - DISCUSSION 

CONSTANTES DE SEDIMENTATION 

O 
1 - Transferr ine.  La valeur  de S20 4,8 que nous proposons est l e  r é s u l t a t  

d'expérimentations q u i  ont é t é  effectuées s u r  des échant i l lons  d i f fé ren t s .  

E l l e  s e  rapproche de déterminations récentes effectuées par  ROBERTS, MAKEY 

e t  SEAL (648) (4,921 e t  par JEPPSSON(649) (5)  dans des condit  ions identiques. 

El les  s 'é lo ignent ,  au con t ra i re ,  de c e l l e s  de nombreux auteurs  (vo i r  tableau 

X ; p. 39), en p a r t i c u l i e r  de c e l l e s  de BEZKOROVAINY) (6501, BEZKOROVAIIW e t  

c o l l .  (652). Il nous e s t ,  pour 1' ins tant ,  impossible de trancher c e t t e  ques- 

t ion .  Seules des 6tudes systématiques pourraient répondre à c e  probl&me, 

2 - Lactotransferr ine.  La valeur de Sgo 4,8 que nous avons déterminfe 

su r  p lus ieurs  échant i l lons  d i f f é r e n t s  confirme l e s  r 6 s u l t a t s  de MûNTREUIL 

et c o l l .  (652) qu i  a v a i t  trouvé exactement l a  même valeur. 

Conclusion . La t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l ac to t rans fe r r ine  possedent l a  même cons- 
O 

t a n t e  de sédimentation : S20 4,8. 

B - MASSES WLECULAIRES 

1 - Transferr ine,  La valeur  de 76.000 que nous proposons nous semble se 

rapprocher l e  plus de l a  r é a l i t é  bien que l a  plupart  des auteurs  donnent une 

valeur supérieure, de l ' o rd re  de 90.000. L'examen du tableau X I I 1  (p. 42) e s t ,  

a c e t  égard, s i g n i f i c a t i f  puisque s u r  25 valeurs  que nous précisons, 4 seu- 

lement s e  rapprochent de nos r é s u l t a t s ,  comprises en t re  73.200 et74.100 

(ROBERTS, MAKEY e t  c o l l .  (653D, 2 3  l u i  sont  supérieures e t  2 seulement l u i  

sont in fé r i eures  (69.700. CHARLWD (654) ; 70 .000 : SILBERZAHN e t  co11. (655)). 

Nous pensons, cependant, que l a  valeur  de 76.000 correspond à l a  

masse moléculaire r é e l l e  de l a  t r ans fe r r ine .  En e f f e t ,  - l e s  valeurs de 70.000 

e t  de plus de 80.000 sont  incompatibles avec l e s  r é s u l t a t s  des dosages de f e r  

q u i  sont tr&s précis .  En outre,  l a  chromatographie de f i l t r a t i o n  s u r g e l  dont 

nous avons v é r i f i é  l a  prdcision donne, avec deux types de Sephadex, l a  même 

valeur de 76.000. Enfin, tous l e s  procédés que nous avons employes fournis- 

sent  c e t t e  valeur .  



2 - Lactot ransfer r ine .  Jusqu'à présent ,  deux valeurs  de masse moléculaire 

seulement é t a i e n t  connues. E l l e s  avaient  é t é  d6termindes par MDNTREUIL, 

TONNELAT e t  MULLET (6561, en 1960 e t  f ixées  à 95.000 par  ul tracentr iguga- 

t ion-di f fus ion et à 89.000 par  d i f fus ion  dc l a  lumière. 

Nous proposons l a  va leur  de 76.000 s u r  l a  base des r é s u l t a t s  obtenus 

par  f i l t r a t i o n  s u r  ge l  et  par  dosage clu f e r .  En e f f e t ,  l a  va leur  de 94.300 

que nous avons obtenue pa r  sédimentation-diffusion nous paraPt incompatible 

avec les expériences de dosage du f e r .  En outre,  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  nous 

a fourn i  l a  même valeur de 76.000 avec l e  Sephaciex G-100 e t  avec l e  Sephadex 

G-200. 

I V  - CONCLUSIONS 

Sur l a  base des r é s u l t a t s  reproductibles obtenus par  l ' a p p l i c a t i o n  

de d i f f é r e n t s  procédés d 'o rd re  physique e t  d 'ordre chimique, nous proposons 

pour l a  t r a n s f e r r i n e  e t  pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  l a  même valeur  de masse 

moléculaire : 76 000. 

COMPORTEMENT ELECTROPHORET IQUE 
i 

Mous avons é t u d i é  l e  comportement de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  lac- 

t o t r a n s f e r r i n e  sa turées  en f e r  en électrophorèse, l i b r e  e t  en électrophorèse 

de zone (en gélose, sur  a c é t a t e  de ce l lu lose ,  en g e l  de polyacrylamide e t  

en g e l  d'amidon). 

1 - METHODES 

L'électrophorèse en veine l iqu ide  (+) a é t é  ef fec tuée  avec un appa- 
.: 

r e i l  AMINCO, dans un tampon véronal de p 0 , I  e t  de pH 8,6.  Notre étude s ' e s t  , I 
, .. , - 

l i m i t é e  à l a  l ac to t rans fe r r ine ,  puisque l a  mobi l i té  électrophorét ique de l a  

t r a n s f e r r i n e  a v a i t  é t é  b ien  d é f i n i e  par  p lus ieurs  auteurs  (vo i r  Tableau V I 1 1  ; 

(+) Nous remercions M. Y. MOSCHETTO q u i  a  ef fec tué  l e s  mesures de mobi l i té  
é l e c  trophorét  ique . 



L'é lec t rophorèse  en g é l o s e  a 6 th  r é a l i s é e  avec un tampon véronal  

de pH 8,2, sous une t ens ion  de 4 à 5  cm pendant 2 à 3 h. 

L 'é lec t rophorèse  s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e  a é t é  f a i t e  s u r  bandes 

de CELLOGEL de 2,5 x 17 cm avec un tampon véronal  de pH 8 ,6  e t  de p 0,07, 

sous une t ens ion  de 4 à 5  cm pendant 2 h. 

L 'é lec t rophorèse  en g e l  de polyacrylamide a é t é  e f f ec tuée  avec l e  

tampon de RAYMûND (6571, de  pH 9, q u i  a v a i t  é t é  u t i l i s é  par  GROOES,-PETERSON 

e t  coll. (658) pour me t t r e  en dvidence l e s  v a r i a n t s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

de Vache : 

T r i s  

EDTA disodique 

Ac ide  borique 

Eau d i s t i l l é e  q.s.p. 2 ,7 1 
Le gel 
.de polyacrylamide a é t é  p r é p a r é .  par  polymérisat ion de "Cyanogum 41". Une 

t ens ion  de  3 ~ / c m  a é t é  appl  iquée pendant 1 ,5  à 2 h .  

L té l ec t rophorèse  en g e l  d'amidon h o r i z o n t a l  a é t é  r é a l i s é e  su ivant  

l e  procédé de KRISTJANSSON(~S~) avec l e s  deux tampons su ivan t s  : 

- Tampon de p répa ra t ion  de g e l  : 

T r i s  0,014 M 

Acide c i t r i q u e  0,004 M 

- Tampon des bacs d 'é lec t rophorèse  : 

Ac i d e  borique 0 , 3  M 

Soude 0 , l  M 

La t ens ion  u t i l i s é e  '8tai.t d e  104 -; 15' V / C ~  pendant - 2  21 3 h. 

II - RESULTATS 

1 - Electrophorèse l i b r e  

a - Les mesures de  m o b i l i t é  é l ec t rophoré t ique  de  l a  l ac to t r ans -  

f e r r i n e  en tampon véronal  d e  p 0 , l  e t  de pH 8 ,6  ont  donné l e s  r é s u l t a t s  

su ivan t s  : 



Cette valeur  e s t  in fd t i eu re  à c e l l e s  q u i  ont é t é  proposées par  

MûNTREUIL, TONNELAT e t  MULLET (660) (-3,451, par  BLANC e t  ISLIKER (661) 

(-3,501 e t  par  GOT (662) (-2,8). 

b - La l a c t o t r a n s f e r r i n e  possède une mobi l i té  plus cathodique 

que l a  t r a n s f e r r i n e  (-3,631 (vo i r  p. 36). 

2 - Electrophorèse en gélose.  

La f i g u r e  19 (p. 129) montre que l e  comportement de l a  lac to t rans-  

f e r r i n e  e s t  d i f f é r e n t  en gélose. En e f f e t ,  s a  mobi l i té  e s t  plus anodique 

que c e l l e  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  e l l e  a tendance à s e  comporter comme une 

globuline a2. Toutefois,  nous devons s i g n a l e r  que l a  mobi l i té  de c e  p to té ide  

v a r i e  avec l a  concentrat ion qui ,  en augmentant, r a l e n t i t  s a  migration. 

3 - Electrophorèse s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e  

La t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  donnent une bande unique, 

l a  t r a n s f e r r i n e  é t a n t  l a  plus anodique (Fig.  19 ; p. 129). 

4 - Electrophorèse en g e l  de polyacrylamide 

L'électrophorèse en g e l  de polyacrylamide,' e f fec tuée  dans l e  tam- 

pon de RAYMûND (663) ne d i s soc ie  n i  l a  t r a n s f e r r i n e ,  n i  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

q u i  possèdent des v i t e s s e s  de migration pratiquement identiques.  

5 - Electrophorèse en g e l  d'amidon. 

Le comportement des deux t r a n s f e r r i n e s  est t r è s  nettement d i f f é -  

r e n t  en g e l  d'amidon (Fig. 19 ; p. 129). La l a c t o t r a n s f e r r i n e  donne une bande 

unique q u i  s e  détache à peine du t r a i t  de départ .  Au con t ra i r e ,  l a  t r ans fe r -  

r i n e  migre t r è s  l o i n  vers  1 'anode. 

III - CONCLUSIONS 

r - Sauf en électrophorèse en gélose, l a  t r a n s f e r r i n e  possède un comporte- 

ment plus anodique que l a  l ac to t rans fe r r ine .  

2 - La l a c t o t r a n s f e r r i n e  r e s t e  homoghe dans tous l e s  systèmes dtélectropho- 

r è s e  en gel ,  même dans l e  tampon de RAYMGIJD (664) q u i  a-permis B GROVES , PETER- 

~ 0 ~ - e t s d l % 6 5 )  de me t t r e  en évidence les va r i an t s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

de Vache. 



Acétate de cellulose Gel d'amidon 

Figure 19 

Electrophor6grammes en gelose, sur ao4tate de cellulose et en gel d'amidon de la 
transferrine (EF) et de la lactotransferrine (LTF) saturees en fer. S : s6rum 
humain ; L : fraction adialysable du lait de Femme. . 1' 
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3 - PROPRIETES OPTIQUES 

1 - ABSORPTION DE LA LUMIERE 

A - METHODES 

Les courbes d 'absorp t ion  de l a  lumiere v i s i b l e  e t  de 1' 

ont é t é  déterminéee,en cuves de lcm d ' épa i s seu r ,  s u r  des s o l u t i o n s  de 

des s a t u r é s  en f e r  e t  d 'apoprotéides.  

- à 0 , l  g p. 100 m l  d 'eau à pH 7 pour l e s  é tudes  dans l ' u l t r a v i o l e t  
' 

- à 1 g p. 100 m l  de tampon c i t r a t e  0 , l  M - bicarbonate  0,l  M de 

pH 8,5 pour l e s  é tudes  dans l e  v i s i b l e .  

D'après l e s  va leurs  obtenues au maximum d 'absorp t ion ,  les absor- 

bances E 
1 p. 100 

ont  é t é  déterminées,  

B - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  rassemblés dans l e  

t ab l eau  XXV (p. 131) .  Ils peuvent ê t r e  résumés de l a  manière  s u i v a n t e  : 

1 - La t r a n s f  e r r i n c  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  p o s s e d e  d ~ s  p r o p r i é t é s  d'absorp- 

t i o n  de l a  lumiere v i s i b l e  e t  u l t r a v i o l e t t e  ident iques .  En e f f e t ,  l e s  lon. 

gueurs dlond.e d 'absorp t ion  maximale e t  l e s  E 'O0 s o n t  semblables.  

2 - Les va l eu r s  que nous avons obtenues à propos de l a  t r a n s f e r r i n e  sont  

l e s  mêmes que c e l l e s  q u i  ont é t é  p réc i sées  par  d ' a u t r e s  au t eu r s  ( v o i r  

tab leau  XIV ; p. 4 3 ) .  

Au c o n t r a i r e ,  nos va l eu r s  concernant l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  sont  

d i f f é r e n t e s  des va l eu r s  de MONTEEUIL, TONNELAT e t  MULLET (666) : E:~:'? 11,7 

'O0 0 , 5  pour l e  f e r r i p r o t é i d e .  
et:E452,5 

3 - La v a l e u r  de E lo0de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  aug- 280 mp 
mente avec l a  t eneu r  en f e r .  Les r é s u l t a t s  ident iques on t  é t é  obtenus avec l a  

conalbumine par  WARNER e t  WEBER (667) e t  avec l a  t r a n s f e r r i n e  par  LEIBMAN 

e t  AISEN (668).  I ls  sont  en faveur  de l a  p a r t i c i p a t i o n  des fonc t ions  OH de 

l a  t y r o s i n e  dans l a  f i x a t i o n  du f e r  q u i  provoque une modi f ica t ion  de  l a  mo- 

l é c u l e  de c e t  mino-acide.  Un phénomdne analogue a é t é  observé par  WARNER et 

WEBER (669) l o r s  de  l a  formation des complexes du f e r  e t  de l to-dihydroxy- 

benzène. 
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I l s  pourra ien t  encore s ' e x p l i q u e r  par  un remaniement profond d e  

l a  morphologie de l a  molécule t o u t  e n t i è r e  de t r a n s f e r r i n e  e t  de l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  provoqué par  l e  f e r  ( v o i r  Fig. 4 ; p.  3 4 ) .  Les r é s u l t a t s  fou rn i s  

pa r  l ' é t u d e  du pouvoir r o t a t o i r e  spéc i f ique  sont  en faveur  de c e t t e  concep- 

t ion. 

II - POUVOIR ROTATOIRE SPECIFIQUE 

A - METHODES 

Nous avons é t u d i é  l e  pouvoir r o t a t o i r e  s p é c i f i q u e  à 546 xnp de so- 

l u t i o n s  de  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e s  ou exemptes de  f e r .  

Les mesures ont  é t é  e f f ec tuées  s u r  des s o l u t i o n s  à 1 g de p ro t6 ide  pour 100 m l  

d ' eau ,  a j n e t é e s  B pH 7 ,  à l ' a i d e  d'un micropolar imètre  Ze i s s  B 0,005'. 

B - RESULTATS 

L'examen du tab leau  XXV (p.  131) montre que l e  pouvoir r o t a t o i r e  

s p é c i f i q u e  de l a  t r a n s f e r r i n e  e s t  supé r i eu r  à c e l u i  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

En ou t r e ,  l e  pouvoir r o t a t o i r e  s p é c i f i q u e  de l ' a p o t r a n s f e r r i n e  e s t  net tement  

i n f é r i e u r  à c e l u i  du p r o t é i d e  s a t u r é  en f e r .  Ce r é s u l t a t  implique que l a  f i -  

x a t i o n  du méta l  s'accompagne de profonde modi f ica t ion  de l a  molécule e t  que 

l e  f e r  i n t e r v i e n t  dans l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  de l a  t r a n s f e r r i n e  - e t ,  pro- 

bablement a u s s i ,  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

III - CONCLUSIONS 

L'étude des p r o p r i é t é s  opt iques de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r  i n e  nous conduit  aux conclus ions su ivantes  : 

1 - Les deux pro té ides  possedent des p rop r i é t é s  opt iques  ident iques ,  sauf  

en c e  q u i  concerne l e  pouvoir r o t a t o i r e  spéc i f ique ,  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

qui est i n f 6 r i e u r  à c e l u i  de la t r a n e f e r r i n e .  

2 - Le f e r  i n t e r v i e n t  dans l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  de  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de 

l a  l a c t o t r a n s  f  e r r  ine  comme en témoignent l c s  v a r i a t i o n s  importantes que  su- 

b i s s e n t  l ' a b s o r p t i o n  de l a  lumière v i s i b l e  e t  u l t r a v i o l e t t e  a i n s i  que l e  pou- 

v o i r  r o t a t o i r e  spéc i f ique  quand l e  métal s e  f i x e  s u r  l e s  apoprotéides.  



4 - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LES PROPRIETES 

PHYSIQUES DE LA TRANSFERRINE ET DE LA LACTOTRANSFERYINE 

Nos recherches s u r  l e s  propr ié tés  physiques de l a  t r a n s f e r r i n e  

e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  nous ont permis de déterminer avec préc is ion  

quelques constantes s u r  l a  base de r é s u l t a t s  exp6rimentaux, obtenus, en 

général ,  d'une manière " s t a t i s t i q u e "  . Nous l e s  avons rassombl6es dans l e  

tableau XXVI (p. 134) . 
Les r é s u l t a t s  l e s  plus marquants sont  l e s  su ivants  : 

1 - Les masses moléculaires de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

sont  identiques e t  égales à 76.000. 

2 - La l a c t o t r a n s f e r r i n e  possède une mobi l i t6  é lec t rophoré t ique  moins ano- 

dique que c e l l e  de l a  t r a n s f e r r i n e ,  

3 - Les c o e f f i c i e n t s  d ' ex t inc t ion  des deux protéides à 280 mp e t  à 460 mp 

sont  identiques . 
4 - L'absorbance B 278 mp des so lu t ions  des deux prot4ides augmente de 20 

à 30 p. 100 quand l e s  deux t r ans fe r r inesson t  sa turées  en f e r .  Ce t t e  modi- 

f i c a t i o n  confirme l a  p a r t i c i p a t i o n  de rés idus  de ty ros ine  à l a  f i x a t i o n  du 

f e r .  

5 - Le pouvoir r o t a t o i r e  spéci f ique  augmente de près de 25 p. 100 quand l a  

t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont  sa turées  en f e r .  Ce r é s u l t a t  dé- 

montre que l a  f i x a t i o n  du f e r  s'accompagne d'une modificat ion profonde des 

deux types de molécules. 



Tableau XXVI 

Propr i f tGs  physiques de 13 t r a n s f e r r i n e  e t  de 

l a  l a c t o t r a n s  f e r r i n e  humaines. 

Masse mol%cula i re  76.000 1 76.000 1 
Mobi l i t é  é l ec t rophor8 t  iquc ( a )  

Amax 
des f e r r i - p r o t f  i de s  V i s ib l e  

U.V. 

jmax 
des opoproté ides  U.V.  

1 p.  100 des f c r r i p r o t é i d e s  

280 mp des apoprot6ides  

E l  p. 100 
460 mp 

20 des f e r r i p r o t 6 i d c s  

546 mp,eîu des apoprotéicies 

O, 58 

-75", 8 

-51" 

O, 57 

-58", 5  

- 



' ETUDE COMPAREE DE LA l 
1 
I FRACTL ON GLYCANNIQUE 

DE LA TRAIJSFEaRLNE ET DE 

LA LACTO"I'SFERRIl?E 

Nous envisagerons success  ivement l a s  po in t s  su ivan t s  : 

- La composition cen tés imale  en g luc ides .  

- L ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l a  dé te rmina t ion  des r appor t s  mola i res  des 

oses  "neutres",  de l 'osamine e t  de l ' a c i d e  s i a l i q u e .  

- L'é tude  s u c c i n t e  de l a  s t r u c t u r e  des glycannes des deux glyco- 

p ro t é ines .  

Dans tous  l e s  c a s ,  l e s  experiences  on t  é t é  e f f ec tuées  s u r  l e s  

"apo- t ransfer r ines"  . En e f f e t ,  l a  présence du f e r  i n t r o d u i t  de nombreuses 

causes  d ' e r r e u r  dues pr incipalement  à une c a t a l y s e  des r é a c t i o n s  de  des- 

t r u c t i o n  des composés. Nous décrivons donc, en premier l i e u ,  l e  procédé que 

nous avons u t i l i s é  pour déba r r a s se r  l e s  deux g lycopro té ines  du f e r  q u ' e l l e s  

cont iennent  . 
1 - PREPARATION DES APOTRANSFERRII.JES 

A - Apotransfer r ine .  Les p répa ra t i ons  de t r a n s f e r r i n e  fourn ies  pa r  l a  f i rme 

BEHRINGWERKE son t  pratiquement exemptes de f e r .  Toutefo is ,  par  mesure de pru- 

dence, l e s  de rn i è r e s  t r a c e s  de métal s ~ n t  é l iminées  de l a  manière su ivan te ,  

en t i r a n t  p a r t i  de l a  f r a g i l i t é  de l a  l i a i s o n  f e r - t r a n s f e r r i n e :  

Une s o l u t i o n  à 1 g de t r a n s f e r r i n e  p. 100 m l  d 'eau d i s t i l l é e  e s t  

amenée à pH 3 ,5  par  a d d i t i o n  d ' ac ide  ch lorhydr ique .  E l l e  e s t  e n s u i t e  d i a l y s é e ,  

pendant 48 heures ,  B O°C, dans des tubes de ce l lophane  (préalablement  lavés  

à l ' e a u  couran te  pendant 24 h )  c o n t r e  500 m l  d 'une s o l u t i o n  dlEDTA (sel diso-  

dique)  à 1 g p. 100 m l .  E l l e  e s t  e n f i n  débarrasséede L'EDTA pa r  une nouvel le  

d i a l y s e  de 48 h, e f f e c t u é e  c o n t r e  500 m l  d ' eau  d i s t i l l é e  renouvelée 2 f o i s .  

La s o l u t i o n  obtenue e s t  l y o p h i l i s é e .  



B - Apolac to t r ans fe r r inc .  La l i a i s o n  f e r - l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  t r è s  s t a b l e  

e t  l ' é l i m i n a t i o n  du méta l  ex ige  dcs cond i t i ons  re la t ivement  b r u t a l e s  q u i  

en t r a înen t  une déna tura t ion ,  p lu s  ou moins profonde dc l a  p r o t é i n e .  La d i s -  

s o c i a t i o n  e s t  c f  f cc tuée  dans des cond i t i ons  iden t iques ,  à l a  d i f f é r e n c e  

près  que, d 'une  p a r t ,  l e  pH de l a  s o l u t i o n  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  amené 

à 1 , 5  - 1,7  au l i e u  de 3 , 5  e t  que l e  c y c l c  complet, depuis l a  d i s s o c i a t i o n  

jusqu ' a  l a  l y o p h i l i s a t i o n ,  d o i t  p a r f o i s  ê t r e  renouvelé une f o i s .  

Nota. L'emploi de  l a  dcsf  e r r i - f e r r i oxamine  (Des f e r  r i n e  ClBA), p réconisé  pa r  - 
BLANC (670) (2  d i a ly se s  de  8 h  c o n t r e  une s o l u t i o n  de tampon c i t r a t e  0 , l  M 

- 3 
de pH 3,5 contenant  10 M de Desfer r ine  de masse molécula i re  600) n e  nous 

a  pas donné de  r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s .  Même en aba i s san t  l e  pH à 2,s e t  en 

prolongeant les d i a ly se s  pendant 2 à 3 jou r s ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  c o n t i e n t  

encore des t r a c e s  de f e r ,  à l a  d i f f é r e n c e  du procédé que nous avons d é c r i t .  

2 - COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES DE LA 

TRANSFERRINE ET LA LACTOTWSFERRINE 

La composition cen tés imale  en g luc ides  des deux glycopro- 

t é i n e s  a é t é  déterminée d 'une  manière s t a t i s t i q u e .  En e f f e t ,  l e  c a l c u l  du 

nombre de r é s i d u s  d 'oses ,  p ré lude  aux é tudes  de s t r u c t u r e  des glycannes,  de- 

v a i t  ê t r e  p r é c i s  à une mole p r è s .  En o u t r e ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus,  par  

d i f f é r e n t s  a u t e u r s  p r é s e n t a i e n t  de t e l l e s  divergences,  que l e  t r a v a i l  auquel 

nous nous sommes l i v r é e  nous a  paru ind ispensable .  Enfin,  nous devions ap- 

p l i q u e r  des  procédés s û r s ,  soumis à l ' ép reuve  du temps e t  d ' é tudes  c r i t i q u e s  

systématiques que nous avons r é a l i s é e s  de manière à é l imine r  t o u t e  cause  

d  ' e r r e u r .  

1 - METHODES (+) 

A - DOSAGE DES OSES "NEUTRES" 

Les o se s  "neutres"  on t  é t é  dosés  p a r  l e s  méthodes calorimétriques 

(+) Nous n 'avons pas d é c r i t  l e s  p ro tocolcs  expérimentaux des méthodes de do- 
sage  que nous avons u t i l i s é e s .  Elles ont  d t 6  rassembldes dans n o t r e  mé-  
moire de Diplôme d lEtudes  Supér ieures  c t  dans l a  monographie de MONTREUIL 

- 'et :SPLK (671) . Nous nous 1 imitcrons donc dans tous  l e s  c a s  au s e u l  exposé 
de l e u r  p r i n c i p e .  



à l ' o r c i n o l  s u l f u r i q u e  de TILLMANS e t  PHILIPPI (6721, modif iée par  RIMINGTON 

(673) e t  à l ' an th rone  su l fur iqr ie  de DREYWOOD (674),  modif iée par  SHIELDS e t  

BURNETT (675).  

Les dosages ont  6 t é  e f f e c t u é s  s u r  des s o l u t i o n s  aqueuses d tapot rans-  

f e r r i n e s  à 100 mg p. 15 m l .  Dans t o u t e s  l e s  s é r i e s  de dosages, des témoins 

" in te rnes"  à 200 pg d 'oses  t o t aux  p. 1 m l  ont  é t é  i n t r o d u i t s .  I l s  renfermaient  

dans l e  ca s  d e  l a  t r a n s f e r r i n e ,  du ga l ac tose  e t  du mannose dans l e s  propor- 

t i o n s  1 : 1 e t ,  dans l e  ca s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  du ga l ac tose ,  du mannose 

e t  du fucose, dans l e s  propor t ions  1 : 1 : O,8. Nous avons, en e f f e t ,  démon- 

t r é  (SPIK (676) ; MONTREUIL e t  SPIK (6772 ; SPIK e t  MONTREUIL (678)) que, à 

q u a n t i t é s  éga l e s ,  l e s  d i f f é r e n t s  oses  donnent des c o l o r a t i o n s  dont l e s  absor- 

bances v a r i e n t  dans de l a rges  propor t ions  (Tableau X X V I I  ; p. 138).  Ce t t e  ob- 

s e r v a t  ion e s t  d 'une importance c a p i t a l e ,  c a r  e l l e  permet d ' é v i t e r  de graves 

causes d ' e r r e u r  dans l a  déterminat ion de l a  composition en oses  neut res  des 

g lycopro té ines .  Géncralement, en e f f e t ,  l a  s o l u t i o n  de r é f é rence  pour l e s  

dosages e s t  cons t  i t u é c  d'un mélange, en proport  iom éga le s ,  de ga l ac tose  e t  

de glucose (WINZLER) (679) q u i  ne  correspond pas t ou jou r s  à l a  composition 

mola i re  en oses  des s o l u t i o n s  é tud i6es .  La s o l u t i o n  de r é f é rence  d o i t  log i -  

quement c o n t e n i r  l e s  mêmes oses  que ceux q u i  en t r en t  dans l a  composition des 

g lycopro té ides  é tud ié s  e t  dans des r appor t s  de conccn t r a t  ion ident  iques aux 

r appor t s  mola i res  des ~ ! i f f é r e n t s  oses  préalablement déterminés par  chromato- 

g raph ie  s u r  pap ie r .  WINZLER (680) é t a i t  d ' 3 i l l e u r s  parvenu à l a  même conclu- 

s i o n  p u i s q u ' i l  é c r i v a i t ,  Jès  1955 : "A galactose-mannose s tandard  has heen 

employed i n  t h c  w r i t e r ' s  l abo ra to ry  s i n c e  tlie bes t  a v a i l a b l e  evidence sugges ts  

t h a t  t h e  serum glycopro tc ins  con ta in  only thesc  two hexoses i n  approxirnately 

equal  amounts. Since t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  v a r i e s  with t h e  d i f f e r e n t  hexoses, 

t h e  s tandard  should con ta in  t h e  same sugars  i n  t h e  same propor t ions  a s  occur 

i n  t h e  unknown'! On 6 v i t e r a  de c e t t e  manière une cause d ' e r r e u r  q u i  peut ê t r e  

importante.  Le tableau X X V I I I  (p .  139) e s t ,  à c e t  égard, démonstrat i f ;  il 

concerne, en premier l i e u ,  l e s  v a r i a t i o n s  de l a  composition de 1 'ovomucoYdc 

su ivant  que l e s  dosages sont  e f f e c t u é s  par  rappor t  à une solution-témoin 

de  ga lac tose  e t  de mannose en propor t  ions 6quimolaires ou par  rappor t  à une 

solut ion-témoin dc galac tose ,  de mannose dans l e  r appor t  1 : 5, t e l  q u ' i l  

e x i s t e  dans l'ovomuco'ide. En second l i e u ,  il montre que l a  d i f f é r e n c e  e s t  

encore p lus  marquée lorsque  l a  g lycopro té ine  renferme, - comme c ' e s t  l e  ca s  



Tableau X X V I I  

Absorbances r c l a t  ives  (mesurées par  rappor t  à c e l l e  du g a l a c t o s e )  

des c o l o r a t i o n s  données par  l e s  p r i n c i p u x  oses  

avec l e s  r d a c t i f s  5 l ' o r c i n o l  s u l f u r i q u a  c t  2 l ' a n t h r o n e  s u l f u r i q u e  

(sPIK e t  MONTREUIL) (681) 

( a )  Les absorbances on t  et6 mesurées B 510 mp 

(b)  Les absorbances on t  é t 6  mesurées 3 585 mp 

i 
----- - .- 

h t h r o n e  s u l f u r i q u e  

(b )  

100 

8 3 

94 
200 

114 

Nature de l ' o s e  

-- .----- 

Galac tose  

Mannos e 

Galactose + Mannose ( 1 : l )  

Fuc os  c  

Galactose + Mannose t Fücose 

( l : l :O ,Z)  

I 

Orcinol  s u l f u r i q u e  

( a )  - 

100 

8  1 

9 3 

7 6 

8 1  
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de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  -, une propor t ion  importante de fucose e t  que l e  

dosage e s t  e f f e c t u ê  par  l n  méthode à l ' zn th rone  s u l f u r i q u e .  Dans l e  ca s  de 

l a  t r a n s f e r r i n e ,  l a  cause d ' e r r e u r  n ' e x i s t e  pas puisque le  g a l a c t ~ s e  e t  l e  

mannose y  sont  p ré sen t s  en propor t  ions équimclaires  . 
Sans l ' i n t r o d u c t i o n  de c e  terme dc  co r r ec t ion ,  nous aurions donc, 

dans l e  c a s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  un d é f i c i t  d 'un r é s i z u  d ' o s e  "neutre" 

dans l e s  dosages à l ' o r c i n o l  e t  un exces de 4 à 5 ré s idus  Jans l e s  dosages 

à 1 ' anthrone.  

B - DOSAGE DES OSAMINES 

Les osCamines ont  é t 6  dosées pa r  l e s  méthodes co lor imét r iques  d '  

ELSON e t  MORGAN (6821, modif iee par  BELCHER e t  c o l l .  (683) e t  de GOOD e t  

BESSMAN (684).  Dans l e s  deux c a s ,  e l l e s  on t  é t é  préalablement l i b é r é e s  par  

une hydrolyse chlorhydrique.  

l0 - HYDROLYSE CHLORHYDRIQUE 

A l a  s u i t e  d'une é tude  c r i t i q u e  des d i f f é r e n t s  procédés d 'hydrolyse 

des l i a i s o n s  glucosaminidyl proposCs par  de nombreux au teurs ,  nous avons t i r é  

les c ~ n c l u s i o n s  su ivantes  (sPIK (685) ; MONTREUIL e t  SPIK (686) ) : 

1 - Au-delà d'une concen t r a t ion  en ac ide  chlorhydrique de 4  N ,  on 

i n t r o d u i t  un gros  r i s q u e  de d e s t r u c t i o n  des osamines. 

2 - Il e s t  impossbb&e de  p revo i r  l n  l s b i l i t é  des l i a i s o n s  glucosa- 

minidyl e t  il e s t  néces sa i r e  d ' e f f e c t u e r  des c iné t iques  d 'hydro lyse  pendant 

des temps v a r i a n t  de 0 , 5  à 6 h. 

3 - La présence de s e l s  J e  f e r  c a t a l y s e  l a  d e s t r u c t i o n  des osamines, 

pr incipalement  en présence d '  oxyg&e. Les hydrclyses  doivent  donc ê t r e  e f fec-  

tuées ,  sous v ide ,  avec de l ' a c i d e  chlorhydrique p lus i eu r s  f o i s  r e d i s t  i l l é  e t  

avec des p ro t é ides  exempts de f e r .  

Nous avons r e spec t e  c e s  cond i t i ons  e t  e f f e c t u é  l ' hyd ro lyse  des apo- 

t r a n s f e r r i n e s ,  en tubcs s c e l l é s  sous v ide ,  avec de l ' a c i d e  chlorhydrique 4  N ,  

exempt de f e r ,  à 100°C pendant des  temps v a r i a n t  de 0 , 5  à 6 h .  Les hydro lysa ts  

ont  é t é  débar rassés  de l ' a c i d e  ch lorhydr ique  par  évaporat ion à s i c c i t é  sous 

v ide .  



2" - DOSAGES COLORIMETRIQUES 

a  - Procédé dc BELCHER e t  c o l l .  (687).  Le p r inc ipe  généra l  e s t  c e l u i  de l a  

méthode dtELSON e t  MORGAN. Seules  v a r i e n t  l e s  concent ra t ions  des d i f f é r e n t s  

r é a c t i f s  e t  c e r t a i n s  d é t a i l s  du mode opé ra to i r e .  

b  - Procédé 3e GOOD e t  BESSMAN (688).  Lcs os3mines son t  N-réacétylées par  

l ' anhydr ide  acé t iquc  en mi l i eu  a l c a l i n  e t  l e s  N-ûcétylosamines formées don- 

nent  na issance  à des dé r ivés  furanniques (chromogènes de KUHN) q u i  donnent 

une c o l o r a t i o n  v io l acée  avec l e  r é a c t i f  au p-éiméthylminobenzaldéhyde, 

Nota. - 1 - Commc pour l e s  oses  "neutres",  l ' i n t e n s i t é  de l a  c o l o r a t i o n  

v a r i e ,  dans l e  c a s  de ces  deux procédés, avec l a  n a t u r e  des osamines e t  il 

e s t  n é c e s s a i r e  d ' i n t r o d u i r e  un "témoin in te rne"  dont l a  composition en osa- 

mines e s t  ident ique  à c e l l e  des s o l u t i o n s  Ctudiées .  Nous avons u t i l i s é  des 

s o l u t i o n s  de glucosamine que nous avions, s eu le ,  i d e n t i f i é e  dans l e s  deux 

g lycopro té ines  

2 - Nous avons systématiquement t r a c é  l e s  courbes d'absorbance des 

c o l o r a t i o n s ,  à d i f f é r e n t e s  longueurs d'onde, de manière à é l imine r  éventuel- 

lement 1 ' i n t e r f é r e n c e  due B l a  formation de composés de N-transosidat ion par  

l a  r é a c t i o n  de MAILLARD q u i  présenten t  un maximum d 'absorp t ion  à 585 mp 

(hmax 
de l a  c o l o r a t i o n  donnée pa r  l e s  osamines : 510 à 530 mp). 

C - DOSAGE DES ACIDES SIALIQUES 

Nous avons appl iqué l e s  procéd6s de dosages calorimétriques à l a  

diphénylamine de WERNER e t  O D I N  (689) e t  à l ' a c i d e  periodique-acide th io-  

ba rb i tu r ique  dqAMINOFF (690) .  C e t t e  d e r n i e r e  méthode n é c e s s i t e  l a  l i b é r a t i o n  

p r é a l a b l e  des ac ides  s i a l  iques par  hydrolyse chimique ou enzymatique. 

1" - PROCEDE DE WERNER e t  O D I N  (691).  Las acides s  i a l  iques 1 i b r e s  ou conju- 

gués donnent, à chaud, une c o l o r a t i o n  v i o l e t t e  avec l e  r é a c t i f  de DISCHE à 

l a  diphény1,unine. Le  t r a c é  des courbes d 'absorp t ion  permet d ' é l imine r ,  éven- 

tuel lement ,  1 ' i n t c r f6 rence  du d  ésoxyribose. L '  i n t roduc t ion  de témoins i n t e r -  

nes poss&dant l a  même composition en ac ides  s i a l i q u e s  que l a  substance étu-  

d i ée  met l ' expér imenta t ion  à l ' a b r i  de l a  cause d ' e r r e u r  due aux d i f f é rences  

d'absorbantes molaires  des c o l o r a t i o n s  donn6es par  l e s  d i f f é r e n t s  ac ides  s i a -  

l i q u e s  (SPIK (692) ; MONTREUIL e t  SPIK (693) ) . 



Nota. Le f e r  augmente d e  façon no tab lc  l a  c o l o r a t i o n .  Les dosages doivent  - 
ê t r e  e f f e c t u é s  sur  l e s  opoglycoprot:' ~ i n c s  . 
2" - PROCEDE DfAMINOFF (694): n é c e s s i t e  au p r é a l a b l e  une hydrolyse des l i a i s o n s .  

a - Hydrolyse des l i a i s o n s  " s i a l o s y l "  

a - Hydrolyse ac ide .  A l a  s u i t e  de recherches personnel les  (SPIK) 

(695,696) e t  des t ravaux ,d 'autres  au teurs ,  v o i r ,  par  exemple, KARKAS e t  

CHUGAFF (697),  nous avons é v i t é  l ' emplo i  ile l ' a c i d e  chlorhydrique q u i  e s t  

t r è s  a g r e s s i f  vis-à-vis  des ac ides  s i a l i q u e s ,  e t  qu i ,  en ou t r e ,  l e s  l a c t o n i s e .  

Nous avons donc c f f e c t u é  des hydrolyses  s u l f u r i q u e s  dans d iverses  cond i t i ons .  

En e f f e t ,  on ne peut p r é v o i r  l a  s t a b i l i t é  des l i a i s o n s  s i a l o s y l  e t ,  s eu l e s ,  

des hydrolyses  c i n é t i q u e s  peuvent permettre  d ' o b t e n i r  une c e r t i t u d e ,  - q u i  

r e s t e ,  t o u t e f o i s ,  r e l a t i v e  -, s u r  l a  quant i t a t i v i t é  de l 'hydro lyse .  Cel le -  

c i  e s t ,  en e f f e t ,  t o u j o u r s  un compromis e n t r e  l a  l i b é r a t i o n  des ac ides  s i a -  

1 iques e t  l e u r  des t ruc t ion .  

Nous avons c f f e c t u é  l ' hyd ro lyse  des l i a i s o n s  s i a l o s y l  de l a  t r ans -  

f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  pendant des temps échelonnés e n t r e  O e t  

2  h,  dans l e s  condi t ions  su ivantes  : 

- S04 H2 0 ,01  N ,  à 80°C 

- S04 H2 0 , 0 1  N,  à 100°C (YiIMASHINA) (698)  

- S04 H2 0 , l  N ,  à 80°C (SVENNERHOLM) (699) 

- S04 H2 0 , l  N ,  à 100°C 

En out re ,  il e s t  néces sa i r e  d ' u t i l i s e r  des composés e t  des mi l ieux  

exempts de  f e r ,  car c e  méta l  c a t a l y s e  l a  d e s t r u c t i o n  r ap ide  cles ac ides  s i a -  

l i ques  (LUDEWIG e t  GLOVER) (700) . 
p - Hydrolyse enzymatique. Nous avons u t i l i s é  une neuraminidase 

(3.2.1.18) de  Clootridium per f r ingens  (SIGMA ; "grade III") dans l e s  condi- 

t i o n s  expérimentales su ivan te s  (ROBINSON e t  PIERCE) (701) : 20 mg d'apogly- 

copro té ine  e t  1 mg d'enzyme sont  dissous dans 1 m l  de tampon d ' a c é t a t e  de 

sodium 0 , 0 5  M, renfermant du ch lo ru re  dc sodium (0,06 M) e t  du c h l o r u r e  de 

calcium (0,004 M) e t  a j u s t é  B pH 5 , 6 .  La s o l u t i o n  e s t  maintenue à 37OC Pen- 

dant  des temps va r i an t  de O à 24 h. 



Nota. - 1 - On v é r i f i e  au p réa l ab le  que l e s  prépara t ions  de neuraminidase 

son t  exemptes d e  neuraminyl-aldolase(N-acétylneur~?minate l y a s e  4.1.3.3) en 

appl iquant  l e  procédé dc GIBBONS (702) fondé s u r  l a  recherche e t  l e  dosage 

de l a  N-acétylmannosamine 1 ibérée .  

2 - La neuraminidase l i b è r e  p lus  rapidement 1 ' ac ide  N-acétylneu- 

raminique que 1 ' ac ide  N-glycolylneuraminique de l e u r s  l i a i s o n s .  E l l e  e s t  

sans  ac t ion  s u r  l e s  N,O-di e t  t r iacé ty lneuraminidos  ides .  

3 - La neuraminidase l i b 6 r e  en 1 h l a  t o t a l i t é  de l ' a c i d e  N- 

acétylneuraminique de l a  t r a n s f e r r i n c .  Au c o n t r a i r e ,  dans l e  ca s  de  1s lac -  

t o t r a n s f e r r i n e ,  l ' hyd ro lyse  d o i t  ê t r e  prolongGe pendant 24 h. Ces d i f f é r en -  

c e s  de s t a b i l i t é s  sont  cer tainement  l i é e s  5 l ' e x i s t e n c e  de type de  l i a i s o n s  

s i a l o s y l  clifférentes dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

b  - Dosage,: Les  ac ides  ç i a l i q u e s  l i b é r é s  son t  dosés q rèa -oxyda t ion -pe r iod i -  

que par l ' a c i d e  th ioba rb i tu r ique . .  

D - RECEPRCHII, BES ACIDES flRONIQUJ1S 

SCHULTZE e t  c o l l .  ayant s i g n a l é  l a  présence d ' ac ide  uronique dans 

l a  t r a n s f e r r i n e  ( v o i r  Tableau XV ; p. 451, nous avons recherché c e s  compo- 

s é s  à l ' a i d e  du r é a c t i f  d e  DISCHE (703) au ca rbazo le  s u l f u r i q u e  q u i  donne, 

à chaud, une c o l o r a t i o n  r o s e  v io l acé  avec l e s  ac ides  uroniques. Dans chaque 

s é r i e  d '  expériences,  nous avons i n t r o d u i t  des témoins in t e rnes  d 'oses  "neu- 

t r e s " ,  c a r  c e s  de rn i e r s  i n t e r f a r e n t  dans 1s r é a c t i o n  (SPIK (704) ; SPIK e t  

MONTREUIL ( 705 . 
II - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  rassemblés dans l e  

t ab l eau  XXIX (p .  144).  Il s ' a g i t  de moyennes de 10 s é r i e s  de dosages e f f ec -  

t ués .  s u r  5  4chant i l l o n s  d i f f é r e n t s  de t r a n s f e r r i n e  e t  de l a c t o t r a n s f  e r r i n e .  

1 - Trans fe r r ine .  La comparaison de nos va l eu r s  avec c e l l e s  d ' a u t r e s  au t eu r s  

rassemblées dans l e  t ab l eau  XV ( p .  45) montre que l e s  r e s u l t a t s  s o n t  t r è s  

semblables, cn p a r t i c u l i e r  s i  l ' o n  cons idère  l e s  va l eu r s  l e s  p lus  r écen te s  

obtenues par SCHULTZE e t  c o l l . ,  par  BEZKOROVAINY e t  c o l l .  (706),  par  JONES 

e t  PERKINS (707) e t  par  JAMIESON (708).  



Tableau XXIX 

Composition cen te s  imale e t  mola i re  (+) en g luc ides  

de l a  t r a n s f e r r i n e  c t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

huma i n  e s  

r -- ----- - -- - - - - - 
T- 

-- 

I 
i 

1 

i , Trans f e r r  ine  Lac t o t r a n s  f e r r  ine  1 

/ COMPOSITION CENTZSIWG 
1 

Oses "neutres"  

Méthode B 1 ' o r c i n o l  

Méthode 3 l ' an th rone  

1 Osamines 

Méthode modif iée 

d '  ELSON e t  MORGAN 

Méthode de GOOD 

e t  BESSMAN 

Ac ides  s i a l  iques 

Méthode à l a  diphénylamine 

Méthode à l ' a c i d e  
t h i o b a r b i t u r i q u e  

(+) Pour des masses moléculaires  de 76.000 de l a  t r a n s f e r r i n e  

e t  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

COMPOSITION MOLAIRE 

D - (+) - ga lac tose  

D - (+) - mannosc 5 5 
i 

L -  (-) - fucosc 

N-ac6tyl-D- (i- )-glucosamine 

iicide N-acétyl-D-(-1- 
neurarninique 

5 5 



Nous infirmons, en ou t r e ,  l a  présence d 'ac ides  uroniques dans l a  

t r a n s f e r r i n e .  

2 - Lac to t r ans fc r r ine .  Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus d'urie manière 

s t a t i s t i q u e ,  s ' é l o i g n e n t ,  sauf  Jans l e  c a s  de l 'osamine, de ceux de MûNTREUIL, 

TONNEUT e t  MULLET (709) e t  de BLANC e t  ISLIKER (710) ( v o i r  Tableau XXI ; 

p. 74).  La teneur  en oses "neutres"  que nous trouvons e s t  i n f é r i e u r e  (3,34 

p. 100) de 20 p. 100 environ à c e l l e  de MONTREUIL e t  c o l l .  (3,9 p .  100) e t  

de BLANC e t  ISLIKER (4,101. Ce r é s u l t a t  s ' exp l ique  en p a r t i e  par  l e  f a i t  

que c e s  au t eu r s  n ' ava i en t  pas i n t r o d u i t ,  Jans l e u r s  a s r i e s  de dosages, de 

"témoins in te rnes"  de  composition mola i re  ident ique  B c e l l e  du glycanne de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  (Voir Tableau XYLVIII ; p. 139).  

III - CONCLUSIONS 

1 - Des dosages e f f e c t u é s  de manigre " s t a t i s t i q u e  " par  des procédés d i f f é -  

r e n t s  e t  en él iminant  t ou te s  l e s  causes d ' e r r e u r  que nous ont permis de 

déce ler  une étudc c r i t i q u e  des méthodes de dosage co lor imét r ique  des g luc i -  

des (SPIK (711) ; MONTREUIL e t  SPIK (712)), nous ont condui te  à l a  détermina- 

t i o n  précisa'cie l a  composition centés imale  en oses  "neutres",  osamines e t  

ac ides  s i a l  iques de l a  t r a n s f e r r  ine e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r  ine .  

2 - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus à propos de l a  t r a n s f e r r i n e  sont 

t r è s  v o i s i n s  de ceux q u i  ont é t é  déterminés par  d i f f é r e n t s  au t eu r s  e t  on 

peut considSrer ,  B l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  que l a  compcsition centés imale  de  l a  

t r a n s f e r r i n e  e s t  déf in i t ivement  é t a b l i e .  

Dans l e  c a s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  l e s  r e s u l t a t s  que nous avons 

obtenus permettent  de c o r r i g e r  ceux de MONTREUIL e t  c o l l .  e t  de BLANC e t  

ISLIKER. 

3 - La composition centés imale  en g luc ides  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  lac-  
Est t r è s  d i fga ren te ,  l z  l a c t o t r a q ~ f e r r i n e  

t o t r a n s f e r r i n e r e s t  p lus  r i c h e  en oses  "ncutres  (+ 40 p. 100 environ)  e t  en 

osamines (f 20 p .  100 environ)  .que l a  t r a n s f e r r i n e  ; e l l e  e s t  p lus  pauvre 

en ac ides  s i a l i q u e s  (-13 p. 100 envi ron) .  

Css d i f f é r ences  vont s ' a f f i r m e r  dans l ' é t u d e  J e  l a  composition 

mola i re  en oses  de l a  f r a c t i o n  glycannique. 



3 - COMPOSITION MOLAIRE EN GLUCIDES DE LA TRANSFERRINE 

ET DE LA LACTOTRANSFERRINE ( f )  

1 - METHODES 

A - COMPOSITION MOLAIRE EN OSES "NEUTRES" 

1 - PRINCIPE. Les oses "neutres" sont  quantitativement l i b 6 r é s  par une hy- 

drolyse  chlorhydrique. Les hydrolysats  sont  pur i f  iés s u r  des échangeurs 

d ' ions e t  l e s  oses sont iden t  i f  i é s  e t  dosés par  chromatographie quant i t a -  

t ive  s u r  papier .  

2 - MODE OPERATOIRE. 200 B 500 mg d 'apot ransfcr r ine  (ou drapolac to t ransfer -  

r i n e )  sont  hydrolysés, à 100°C, par 20 m l  B 50 m l  d'HG1 1 , 5  N pendant 2 h 

ou par  20 m l  à 50 m l  dlHC1 2 N pendant 1 h 30, 

Les hydrolysats,  d i l u é s  avec de l ' eau  d i s t i l l é e  àr 100 m l  environ, 

son t  passés successivement s u r  des colonnes (2 x 40 cm) d'échangeurs de ca- 

t i o n s  (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 25 - 50 ; forme acide)  et d'anions ( h o l i t e  - 
A-102-D ; "mesh" 25 - 50 ; forme a c é t a t e ) .  Le  l i q u i d e  e f f luen t ,  auquel on 

j o i n t  l e s  eaux de lavage des colonnes (500 ml) e s t  concentré à 35OC, sous 

vide, B un f a i b l e  volume ( 5  à 10 ml) dont 116vaporation à s i c c i t é  e s t  ef fec- 

tuée  en dess ica teur ,  en présence de soude e t  en a jou tan t  de temps en temps 

du methano1 pour éliminer l e s  dernieres t r aces  d ' ac ide  chlorhydrique non re- 

tenues par l fQchangeur d 'anions.  Nous avons, en e f f e t ,  dtSmontrer (vo i r  n o t r e  

second mémoire de these)  que les per tes  en oses "neutres" avaient  l i e r n t  au 

cours de 1 '6vaporat ion, e n  exs icca teur  par  des r éac t  ions de t ransos idat ion  

provoquées par  l e s  t r aces  d ' ac ide  non f i x é  su r  l 'échangeur d'anions. 

Le rés idu  sec e s t  r e p r i s  par  0 ,2  B 0,5 m l  d'eau e t  soumis B l ' a -  

na lyse  par  chromatographie s u r  papier  dans l e s  deux systémes-solvants : 

- n-butanol / ac ide  acét ique  / eau (4:1:5) 

- pyridine / a c é t a t e  d ' é thy le  / eau (1:2:2) 

(+) Ln descr ip t ion  dééc i l l ée  des procédés de dosages chromatographiques e t  
électrophor6tiques,  m i s  au point  B l a  s u i t e  d'une étude c r i t i q u e  que 
nous avons e f f e c t u k ,  son t  rassemblés dans no t re  second mémoire o r ig i -  
n a l  de these  de Doctorat. Nous nous l imiterons donc, dans l e  présent 
chapi t re ,  B l 'exposé des pr incipes  e t  B une descr ip t ion  succincte  des 
modes opéra to i res .  



La r é v é l a t i o n  des oses  "neutres"  e s t  e f f ec tuée  à l ' a i d e  du réac-  

t i f  a l t o x a 8 a t e  d ' a n i l i n e  de PNZTRIDGE (713).  

Les oses  "neutres"  s c a t  dosés par  deux procédés : 

- Procédé de DATE (714) modif ié  : l e s  taches  d 'oses  "neutres"  ré -  

v é l b  par  un r 6 a c t i f  au c i t r a t e  d ' a n i l i n e  son t  t r a i t é e s ,  pendant 2 h, par  

une s c l u t i o n  d ' é thano l  chlorhydrique (c thano l  à 80 p. 100, 0 , l  N en ac ide  

chlorhydrique)  e t  l ' absorbance  des s o l u t i o n s  e s t  mesurée à 390 m p .  Sur cha- 

que chromatograrane, son t  i n t r o d u i t s  des t6moins in t e rnes  contenant  des quan- 

t i t é s  connues d ' o ses .  L 'é tude  c r i t i q u e  du procédé que nous avons e f f e c t u é e  

( v o i r  n o t r e  second mémoire de thèse)  nous n permis de v é r i f i e r  que l a  pré- 

c i s i o n  a t t e i g n a i t  1 p. 100. 

- Procédé de MONTREUIL (715) modi f ié  : l e s  r ec t ang le s  de pap ie r  

renfermant l e s  o ses ,  repérés  grhce à des témoins l a t é r aux  que l ' o n  r evè l e ,  

s o n t  é lués  avec de  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l e s  oses  son t  dosés par  une méthode 

réduct imét r ique  au f e r r i cyanure  : réduct ion  du f e r r i cyanure  en ferrocyanure ; 

add i t i on  d'un s e l  f e r r i q u e  e t  d i s s o l u t i o n  du Bleu de Prusse forné  par  l ' a -  

c i d e  oxal ique.  Les d é t a i l s  techniques de c e  procedé sont  d g c r i t s  dans n o t r e  

second mémoire de  thèse .  L'expérience nous a montré que l e  procédé é t a i t  

p r é c i s  à 1 p. 100 p rè s .  

B - COMPOSITION MOLAIRE EN OSAMINES 

1 - PRINCIPE. 

Les osamines son t  d 'abord l i b é r é e s  par  une hydrolyse ch lorhydr i -  

que. E l l e s  sont  e n s u i t e  i d e n t i f i é e s .  

a - pa r  déterminat ion oxydat i v e  e t  ident  i f  i c a t  ion du pentose formé. 

b - p a r  chromatographie s u r  échangeur d e  ca t ions .  

c - p a r  N-réacétylat  ion e t  i d e n t i f i c a t i o n  des N-acétylosamines . 



2 - MDDE OPERATOIRE 

a - Hydrolyse. L 'é tude  c r i t i q u e  systématique que nous avons e f f e c t u é e  des 

cond i t i ons  d 'hydrolyse des l i a i s o n s  N-acétylglucosaminide (vo i r  n o t r e  se- 

cond mémoire de thèse )  nous a  permis de déterminer  c e s  de rn i è re s  : nous em- 

ployons l ' a c i d e  chlorhydrique 4 N, à 100°C, pendant 4  h. Les hydro lysa ts  

sont  débar rassés  dc l ' a c i d e  chlorhydrique par  Bvaporation prolongée en 

exs i cca t eu r  en présence de soude, e t  en a jou tan t ,  de temps en temps, du mé- 

thanol  s u r  l e  r é s idu .  

b  - I d e n t i f i c a t i o n  des osamines 

a - Procédé de dBtermination de GARDELL e t  c o l l .  (716).  Le r é s idu  

scc  e s t  d 'abord passé  s u r  une colonne (2  x 10 cm) de  Dowex 50 x 8 ("mesh" 

25 - 50 ; forme a c i d e  ) pour é l iminer  l e s  oses  "neutres".  Les o s m i n e s  son t  

déplacées par  l e  passage de 100 m l  d ' ac ide  chlorhydrique 1 N .  Le l i q u i d e  

e f f l u e n t  e s t  évaporé à s i c c i t é  . 
Le r é s i d u  sec ,  correspondant à 1 à 5 mg d'osamines, e s t  d i ssous  

dans 3 m l  d'eau. On a j o u t e  à l a  s o l u t i o n  2 m l  d 'une s o l u t i o n  de n inhydr ine  

(0,48 g de n inhydr ine  dans 100 m l  de c i t r a t e  de sodium 0 , l  M de pH 4,7) .  

On main t ien t  à 100°C pendant 30 mn. La s o l u t i o n  obtenue e s t  f i l t r é e  e t  pu- 

r i f i é e  p a r  un passage s u r  un échangeur dc c a t i o n s  (Dowex 53 x 8 ; mesh 

25 - 50 ; forme a c i d e  ; 1,s x 10 cm), pu i s  d 'an ions  (Duol i te  A 40 ; mesh 

25 - 50 ; forme formia te  ; 1 , 8  x 10 cm). Le l i q u i d e  e f f l u e n t ,  débar rassé  

de  s a  ninhydrine e t  des produ i t s  de dégradat ion des ac ides  amin&,, e s t  éva- 

poré à s i c c i t é  e t  l e  r é s idu  e s t  soumis à l a  s épa ra t ion  chromatographique dans 

l e s  syst&mes, so lvan t s  d é c r i t s  p lus  haü t .  La r é v é l a t i o n  des taches  de  pento- 

s e s  e s t  e f f ec tuée  à l ' a i d e  du r é a c t i f  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  de PARTRIDGE 

(717) ( c o l o r a t i o n  rose )  . L' fdentPfEcatiunades pentoses- at -a iaée  puisque . 

leurs valeurs d e  RGlucoae son t  les su ivan te s .  

Arobinooe 

Lyxo se 



B - Procédé de chromatographie s u r  échangeurs de c a t i o n s .  Nous 

avons appl iqué l e  mode o p é r a t o i r e  de GclRDELL (719) : une a l iquo te  de l 'hy-  

d ro lysa t  chlorhydrique,  correspondant à 500 pg d'osamines t o t a l e s  en so lu-  
e s t  déposée 

t i o n  dans 0 , 5  m l  d ' a c i d e  chlorhydrique 0 , 3  N,  au sommet d'une colonne (0 ,7  

x 40 cm) d'échangeur cle cations(Dowcx 50 x ô ; '1mesh"20~-4CX))prbalablement 

régénérée pa r  l ' a c i d e  chlorhydrique 4 N e t  l avée  avec 50 à 100 m l  d ' a c i d e  

chlorhydrique 0 ,3  N .  Des f r a c t i o n s  de 0 ,5  m l  sont  r e c u e i l l i e s  t ou te s  l e s  

20 mn e t  l e s  oscunines sont  dos&sdans chaque tube,  apres  n e u t r a l i s a t i o n ,  

par  l a  méthode calorimétrique de BELCHEK, NUTTEN e t  SLWBROOK ( 7 1 9 a ) . ~ e s  

courbes s o n t  ensu i t e  t r a c é e s .  Le premier p i c  q u i  appa ra î t  e s t  c e l u i  de l a  

glucosamine ($1 e t  l e  second c e l u i  de 1 û  galactosamine. Les q u a n t i t é s  r e s -  

pec t ives  de  chaque osamine sont  determinées à - + 5 p. 100 près ,  en e f f ec tu -  

a n t  l a  somme des q u a n t i t é s  d o s b  dans l e s  tubes correspondant à chacun des 

p i c s .  

y - I d e n t i f i c a t i o n  dei N-acétylosamines . La sépa ra t ion  électropho- 

r é t i q u e  des N-acétyl-osamines e s t  beaucoup p lus  a i s é e  que c e l l e  des osami- 

nes e t  e l l e  permet l ' i d e n t i f i c a t i o n  des Zbrivés a c é t y l é s  des t r o i s  o s m i n e s  

que l e s  procédés précédents  ne  parvenaient  pas à discr iminer  : l a  glucosa- 

mine, l a  galactosamine e t  l a  mannosamine. La r é a c é t y l a t i o n  des osamines e s t  

t r è s  s imple  O. r 6 a l i s e r  e t  e l l e  e s t  q u a n t i t a t i v e .  

La N-r6acétylat ion e s t  e f f ec tuée  se lon  l e  procédé de ROSEMtlN e t  

LUDOWIEG (720) : une p a r t i e  a l i q u o t e  d e  l ' h y d r o l y s a t  p u r i f i é  s u r  échangeurs 

de  c a t i o n s ,  et  renfermant de 1 à 2 mg d'hexosamines, e s t  d i s sou te  dans 1 m l  

d 'eau d i s t i l l é e .  On a j o u t e  B l a  so lu tkcn  1,5 m l  d 'une s o l u t i o n  aqueuse de 

b icarbonate  dc sodium, à 0 , 5  g p .  100 m l  e t  on fait  s u i v r e  inrnédiaternent p a r  l ' a  

d i t i o n  de 2 gout tes  d 'anhydride acé t ique .  Le mélange e s t  a g i t é  e t  abandonné, 

à l a  température de l a  p i ece  pendant 24 heures .  Les ions sont  é l iminés pa r  

passage s u r  une colonne (2 x 15 cm) de Dowex 50 x 8 ("mesh" 25-50 ; forme 

ac ide ) .  L ' é lua t  n e u t r e  e s t  l i o p h i l i s é  e t  unc p a r t i e  a l i q u o t e  e s t  soumise à 

l ' a n a l y s e  é lec t rophorbt ique .  



Lf61ec t rophor>se  s u r  papie r  est r éa l i s éeavec  une s o l u t i o n  de bo- 

r a t e  l e  sodium à 1 ç p .  100 m l ,  dans une cuve d '  é l ec t rophorèse  "en t o i t " ,  

sous une t ens ion  de 10  cm pendant 4 heures .  Après 1 'é lec t rophorèse ,  les 

pap ie r s  sont  immédiatement séchbs à l ' é t u v e  à 105°C pendant 10 à 15 mn e t  

les chromogènes de KUHN formés en mi l i eu  a l c a l i n  p a r  les N-acétyl-hexosami- 

nes s o n t  r évé l é s  p2r l c  r C a c t i f  dc PARTRIDGE. - 

C - COBPOSITION MOLAIRE EN ACIDES SILLIQUES 

1 - PRINCIPE. Les ac ides  s i a l i q u e s  son t  l i b é r é s  par  hydrolyse ac ide  douce 

ou p a r  hydrolyse enzymat ique ,  p u r i f i &  s u r  échangeurs d 'anions,  i d e n t i f i é s  

et doses  par chromatographie s u r  pap i e r .  

2 - MODE OPERATOIRE 

a - Hydrolyse. L 'hydrolyse des l i a i s o n s  s i a l o s y l  est e f f e c t u é e  dans les con- 

d i t i o n s  q u i  ont  é t é  p r é c i s é e s  dans l e  paragraphe r é s e r v é  aux dosages c ~ l o -  

r imét r iques  des ac ides  s i a l  iques ( v o i r  p. 142) . 
b - P u r i f i c a t i o n .  L 'hydro lysa t  r e f r o i d i  e s t  amené à pH 6 par  l ' a d d i t i o n  d 'eau  

de b a r y t e ,  Le p r é c i p i t é  formé e s t  é l iminé  pa r  f i l t r a t i o n  ou pa r  cen t r i fuga -  

t i o n  e t  lavé p l u s i e u r s  f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e .  La s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  pas- 

sée ,  à 4"C, successivement s u r  une colonne d'échangeur de c a t i o n s  (Dowex 

50 x 8 ; mesh 25-50 ; forme ac ide  ; 1 x 10 cm), p u i s  s u r  une colonne d ' é -  

changeur d 'an ions  ( ~ o w e x  1 x C ; mesh 200-400 ; forme formia te  ; 1 x 10 cm). 

Après un lavage soigneux 3 l ' e a u  d i s t i l l é e ,  l e s  ac ides  s i a l i q u e s  son t  dé- 

p l acés  de 1'Cchangcur d ' an ions  par  l e  passage de 50 m l  d ' a c ide  formique 0 , 3  N 

(SVENNERHOLM) (721) .  L a  s o l u t i o n  d ' é l u t i o n  est l y o p h i l i s é e  e t  l e  r é s idu  sec 

e s t  r e p r i s  par de  l ' e a u  d i s t i l l é e .  

c - Ident  i f  i c a t  ion  des a c i d e s  s i a l i q u e s  . 
a - La chromatographie s u r  pap i e r  a Ct6 e f f e c t u é e  dans les sys t è -  

mes,solvants s u i v a n t s  : 

- n-butanol/n-propanol/aci.de ch lorhydr ique  0 , l  N (1:2:1) (pap ie r  

Whatman ne  1 ; chromatographie descendante pendant 18 h) (svENNERHoLM e t  

SVENNERHOLM) ( 7 22 ) . 



- Acétate d lé thy le /ac ide  acét ique/eau (3 : 1 : 3) (Papier  What- 

man, n03;chromatographie descendante pendant 18 24 h)  (NORDAZ, e t  OISETH) 

(723). 

Les ac ides  s i a l iques  sont  révélés  par  un r é a c t i f  aup-diméthylamino- 

benzaldéhyde de SVENNERHOLM e t  SVENNERHOLM ( 724) . 
p - NOUS avons v é r i f i é  l a  conformation moléculaire do l'acide-N- 

acétylneuraminique que nous avions c a r a c t e r i s & ,  en fa i san t  a g i r ,  dans des 

condit ions que nous décrivons en d é t a i l  dans no t re  second mémoire de these,  

l a  neutoninate a ldo lase  (N-acétyl-neuraminatc lyase  4.1.3.3) q u i  d i s soc ie  

1 'ac ide  N-acbtylncuraminique en ac ide  pyruvique, - que nous avons i d e n t i f i é  

par l a  méthode aux dinitrophénylhydrazo- de BISERTE e t  DASSONVILLE ( 725) -, 
e t  en N-ac6tylmannosamine que nous avons i d e n t i f i é e  par électrophorèse su r  

papier dans l e s  condi t ions  que nous avons déc r i t e s  plus haut.  

II - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  rassemblés dans l e  Ta- 

bleau XXIX (p. 144) e t  i l l u s t r é s  par des f igures .  I ls s e  résument de l a  ma- 

n i e r e  su ivante  : 

1 - LES OSES "NEUTRES" (Fig. 20 ; p. 152). 

a - La t r a n s f e r r i n e  cont ient  5 rés idus  de galac tose  e t  5 r é s idus  de mannose. 

Ces r e s u l t a t s  ont  é t b  acquis à l a  s u i t e  d'hydrolyse6 répétées q u i  ont é t é  

ef fec tuées  s u r  5 échant i l lons  d i f f é r e n t s  de t r ans fe r r ine .  En out re ,  les oses 

ont é t 6  dosés par  deux procédés d i f f é r e n t s  q u i  ont fourni  exactement l e s  mê- 

mes résu l  t a t s  . 
Nos valeurs  s 'é lo ignent  de  c e l l e s  de SCHULTZE e t  c o l l .  (726) : 8 

galac tose  et 4 mannose,ct de JtiMIESON (727) : 4 galac tose  e t  8 mannose (voi r  

Tableau X V I  ; p. 46).  Les r é s u l t a t s  de SCHULTZE e t  c o l l .  peuvent s 'expl iquer  

par l e  procédé d'hydrolyse que ces  auteurs ont  employé. Il s ' a g i s s a i t ,  en 

e f f e t ,  de l a  méthode de DIXON (728) q u i  u t i l i s e  une r6s ine  polystyr&ne sul -  

fonée (Dowex 50 ; forme acide) à 100°C. O r ,  l 'hydrolyse d'une glycoprotéine 

n ' e s t  jamais t o t a l e  dans ces condi t ions .  
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Chromatographie des oses  neutre^'^ constituant les giycannes de la . --, , 
i '* transferrine (TF) et de la lactotransferrine (LTF) humaines. Hydro- - .,:z.J.g 

lyse par HCl 1,5 N, 100°C, pendant 1,5 h. Système-solvant n-buta- , ' -  - .y 
no1 et acide acétique, eau ( 4  : 1 : 5) ; Papier Whatman na 3 ; du- . ,. .? 

, , 

rde de la chromatographie : 48 h ; r6vélation par le réactif 21 l'oxa- 
late d'andline. T : solution t6moin d'oses purs ; Ga1 : galactose : 
Man : mannose ; Fuc : fucose. 



Ce procédé rep résen te  d ' a i l l e u r s  l a  méthode de choix pour ob ten i r  

des o l igos ides  par hydrolyse p a r t i e l l e  des glycoprotéines (MONTREUIL, SPIK 

et  CHOSSON (729) ; MONTREUIL, ADAM-CHOSSON e t  SPIK (730) e t  l a  f igure  26 

(p.  166 ) e s t ,  à c e t  égard, démonstrat ive. O r ,  nous avons démontré que, dans 

ces  condit ions,  l e  ga lac tose  e s t  l i b é r é  l e  premier, tandis  que l e  mannose 

f a i t  p a r t i e  de l a  f r a c t i o n  l a  plus r é s i s t a n t e  à l 'hydrolyse.  

Quant aux discordances que nous observons e n t r e  nos r é s u l t a t s  e t  

ceux de JAMIESON, il nous e s t  impossible de les expliquer.  C e t  auteur,  en 

e f f e t ,  n ' a  pas p réc i sé  les condit ions d'hydrolyse q u ' i l  a  appliquées. 

Nota. Dans une Note parue en 1961, MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK e t  LEROY - 
(7311, nous avions s i g n a l é  l a  présence d'un res idu  de xylose dans l a  t r ans fe r -  

r i n e .  Nous infirmons c e  r é s u l t a t  que nous expliquons par  l e  f a i t  que nous 

u t i l i s i o n s ,  à 1 'époque, des f e u i l l e s  de cellophane comme membranes de d i a l y s e  

q u i  cédaient ,  aux s o l u t  ions, des quant i t k s  importantes de xylose connue nous 

avons pu l e  démontrer. 

b - La l a c t o t r a n s f e r r i n e  renferme, comme l a  t r a n s f e r r i n e ,  5 rés idus  de galac- 

t o s e  e t  de mannose, auxquels s ' a jou ten t  4 r e s idus  de fucose. 

Nos r é s u l t a t s  sont  d i f f é r e n t s  des premières valeurs que nous avions 

trouvées, en 1961 (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK e t  LEROY) (732) ' 

Galactose 

Mannos e 

Xylose 

Fucos e 

Ces d i f férences  s 'expliquent  par  l ' amél iora t ion  de nos procédés 

de dosage des sucres q u i  nous permettent d 'él iminer t o u t e  cause d 'e r reur  e t  

par  l e  f a i t  que l a  masse moléculaire de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  é t a i t  f ixée ,  à 

1'6poque, à 95.000. 

2 - L'OSAMINE 

La même osamine e s t  présente dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dans l a  l a c t o  

t r a n s f e r r i n e ,  e t  nous démontrons pour l a  premiere f o i s ,  - c a r  aucun auteur,  

jusqu'A présent ,  ne s ' é t a i t  penché su r  c e  problème - , q u ' i l  c1agit d e  la.filuco- 

somiae~seu1e.L'identification de c e l l e - c i  a é t é  e f fec tuée  s u r  l a  base des 

r é s u l t a t s  expérimentaux suivants  : 



a - La désaminat ion oxydat ive  donne uniquement de 1 ' arab inose 

(Fig. 21 ; p. 155). 

b - La chromatographie sur  colonne de Dowex-50 selon GARDELL 

(733) fourni t  un s e u l  p ic  : c e l u i  de l a  glucosamine (Fig. 22 ; p. 156). 

c - L'électrophorèse de l 'osamine N-réacétylée r évè le  l a  présence 

exclus ive de N-acétylglucosamine (Fig. 23 ; p. 157). Ce r é s u l t a t ,  cont ra i -  

rement aux deux précédents q u i  nf61iminai t  pas l ' é v e n t u a l i t é  de l a  présence 

de mannosamine, e s t  sans amb iguPté . 
Nous pouvons conclure su r  l a  base de l a  connaissance de l a  compo- 

s i t i o n  centésimale des proteides e t  de l a  va leur  de 76.000 de l e u r  masse mo- 

l é c u l a i r e  q u ' i l  e x i s t e  8 rés idus  de glucosamine dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  10 

r é s  idus dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

Nos r é s u l t a t s  confirment ceux de SCHULTZE e t  c o l l .  (734) e t  de 

JAM?3SON (7351, à propos de l a  t r a n s f e r r i n e  (vo i r  tableau X V I  ; p. 4 6 )  e t  

infirment nos premiers r é s u l t a t s  (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK e t  LEROY 

(736) q u i  avaient  é t é  ca lcu lés  s u r  l a  base d'une masse moléculaire de 95.000 

e t  donnaient 13 rés idus  de glucosamine. 

3 - L'ACIDE SIALIQUE 

Nous avons i d e n t i f i é ;  pour l a  première f o i s ,  l ' a c i d e  N-acétylneu- 

raminique dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  grâce aux résul -  

t a t s  exp6rimentaux suivants  : 

a - La chromatographie s u r  papier  de l ' a c i d e  N-acétylneuraminique 

(Fig. 24 ; p .  158). 

b - L'act ion  de l ' a l d o l a s e  l i b è r e ,  en proportions équimolaires, 

de 1 'acide pyruvique e t  de l a  N-acétylmannosarnine. 

Nous éliminons, de c e t t e  manière l a  p o s s i b i l i t é  de l a  présence 

d 'ac ide  N-glycolylneuraminique. En e f f e t ,  l e  c r i t è r e  appliqué par p lus ieurs  
rpas 

auteurs ,  fondé s u r  1 ' ac t ion  pos i t ive  de l a  neuraminidase n ' é l imina i t  r la  cause 

d ' e r reu r  dueà l ' a c t i o n  non spécif ique '  de l'enzyme q u i  coupe a u s s i  l e s  l i a i s o n s  

N-glycolylneuraminidosyle. 



Figure 21  

Identification par chromatographie sur papler (papier 
système-solvant : n-butanol/acide acetiqueleau ( 4 : 1 : 5 )  
reactif ZI l'oxalate d'aniline) du penrase produit par la dt5samination oxy- 
dative par la  ninhydrine (methode de GARDELL et coll. ( 7 3 7 )  de l'osaniine de . -.. 
la transferrine (TF) et de la lactorransferrine (LTF) . Are : arabinose ; A -  '~2 

. --:?-+a . ?', Lyx : lyxose ; T : ténoin. .. . 



Figure 22 

Chromatographie, selon GARDELL (7 38) , sur cotonne de hwex-33 
l'osamine de la trrnsfcrrine {TF) et de lactotransierrint (Lm 
En abcisses : nombre de fractions. En ordonn6es : ab&orbances 
colorations donneer par la mbthode d'BLBON et MORGAN. 



Figure 23 
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N-r4acBtyitation ae l'osamine libérde par hydrolyse chlorhydrique - 
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Figure 24 
i 7 )  

Comportement chromatographfque de l'acide sialique isolé de la * 
lactotransferrine (LTF) et de la traneferrine (TF) humaines. 
Systhme-solvant : a4utaaaUn-propanol/HCl 0,l W (1 : 2 : 1) ; 
papier Whatman no 3 ; durde de la chromatographie : 18 h ; ré- 
vélation avec le rèactif d'EHRLICH. T : solution t6moi.n d'acide 
N-acétylneuraminique (ANAN) et d'acide N-glycolylneuraminique (ANCN) 



Sur l a  base de l a  composition molaire des deux proté ides  e t  d'une 

masse moléculaire de 76.000, nous concluons q u ' i l  e x i s t e  3  rés idus  d 'ac ide  

N-acétylneuraminique dans l a  l ac to t rans fe r r ine ,  confirmant a i n s i  nos résul-  

t a t s  an té r i eu r s  (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, .SPIK e t  LEROY) (739) e t  3,5 

résidus dans l a  t r a n s f e r r i n e  ( 4  se lon SCHULTZE, SCHMIDTBERGER e t  UUPT (740) 

e t  JAMIESON (741)) .  Ce r e s u l t a t  ambigu peut s ' expl iquer  par  l ' e x i s t e n c e  de 

deux t r ans fe r r ines  possédant 3 e t  4 rés idus  d 'ac ide  s i a l i q u e  corne l ' o n t  sug-' 

géré  3EPPSSG.N e t  SJ~QUIST ( 742). 

III - CONCLUSIONS 

Les conslusions que nous pouvons t i r e r  de nos recherches s u r  l a  

composition en glucides des glycannes de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l ac to t rans  

f e r r i n e  sont  les suivantes : 

1 - La composition molaire en oses de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  lac to t rans-  

f e r r i n e  a  é t é  déterminée d'une manière s t a t i s t i q u e  su r  p lus ieurs  échant i l lons  

d i f fé ren t s  de proté ides  e t  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  concor- 

dants e t  reproduct ib les .  Ceux q u i  concernent l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont  en- 

tiarement originaux puisque nous sommes l e  s e u l  auteur à avoir  abordé c e t t e  

question. 

2 - Les compositions en oses "neutres" de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  lacto-  

t r a n s f e r r i n e  sont  t r è s  vois ines  : dans l e s  deux cas,  en e f f e t ,  nous trou- 

vons du ga lac tose  e t  du mannose en quan t i t é s  identiques (5 rés idus  de chacun 

des oses).  La d i f fé rence  fondamentale s e  manifeste au niveau du fucose : l a  

t r a n s f e r r i n e  en e s t  dépourvue tandis  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  en con t i en t  

4 r é s  idus . 
3 - La t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  renferment l a  même osamine : l a  

N-acétylglucosamine q u i  a é t é  ident i f  i é e  par  1 'appl ica t ion  de t r o i s  procédés 

d i f fé ren t s .  Toutefois ,  8 résidus sont  présents  dans l a  t r a n s f e r r i n e  et 10 

dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

4 - La t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  possèdent l e  même acide  s i a l i q u e  

1 'acide N-acétylneuraminique q u i  a  é t é  i d e n t i f i é  par deux procédés d i s t i n c t s  

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  en renferme 3 r é s  idus e t  l a  t r a n s f e r r i n e  3,5 rés idus .  

Ce t t e  teneur ambigüe s ' exp l ique  par  l a  présence dans l a  t r a n s f e r r i n e  (que nous 

u t i l i s o n s  de deux t r a n s f e r r i n e s  renfermant, l ' une ,  3 rés idus  e t  l ' a u t r e  4  

rés idus d 'ac i d e  s  i a l  ique . . . .. .1 
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4 - ETUDE PRELIMINAIRE DE LA STRUCTURE DE LA FRACTION GLYCANNIQUE 

DE LA TRANSFEXKINE ET DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Nous avons commencé l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  de l a  f r a c t i o n  glycan- 

nique de  l a  t r a n s f c r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d'une manière t r è s  gén6- 

r a l e .  En e f f e t ,  nous verrons p lus  l o i n  que l a  t r a n s f e r r i n e  posséde 2 groupe- 

ments glycanniques e t  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  cn possède 3.  Tant que nous 

ne serons  pas parvenue à i s o l e r  ces  groupements glycanniques, il r e s t e r a  i l l u -  

s o i r e  de  t e n t e r  d ' é l u c i d e r  l e u r  s t r u c t u r e  en appl iquant  des méthodes f i n e s  

comme 1 'oxydation per iodique  e t  l a  perméthylat ion  c a r  c e s  de rn i è re s  8 ' adres-  

s e r a i e n t  à des mélanges. C ' e s t  pourquoi, nous nous sommes 1 imitée à une é tude  

s u p e r f i c i e l l e  d e s t i n é e  essent ie l lement  à ob ten i r  une image géné ra l e  des f rac-  

t ions glycanniques . 
1 - METHODES 

Dans une première s é r i e  de t ravaux,  nous avons e f f e c t u e  une é tude  

c i n é t i q u e  de 1 'hydrolyse de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  p a r  

d i £  f é r e n t s  agents  chimiques, a£ i n  de déterminer,  d 'une p a r t ,  l e s  pos i t i ons  

r e l a t i v e s  des d i f f é r e n t s  oses  e t  de  p r é c i s e r ,  d '  a u t r e  p a r t ,  l e s  meille:i.res 

cond i t i ons  d 'hydrolyse pour o b t e n i r ,  en grande q u a n t i t é ,  de  nombreux os ides .  

Dans une seconde s é r i e  de recherches,  nous avons employé des procé- 

dés enzymatiques d e s t i n é s  à modif ie r  s o i t  l a  f r a c t i o n  glycannique, s o i t  l a  

copule  pro té ique .  

A - HYDROLYSES CHIMIQUES 

Nous avons appl iqué l e s  pro tocoles  expérimentaux que nous avons 

d é c r i t s  dans des mémoires a n t é r i e u r s  (MONTREUIL, SPIK e t  CHOSSON (743) ; 

MûNTREUIL, ADAM-CHOSSON e t  SPIK ( 744) 1. 

1 - Hydrolyse par  l e s  acides d i l u é s  

a  - Des s o l u t i o n s  de 1 g  de t r a n s f e r r i n e  ou de l a c t o t r a n s f e r r i n e  

d i s sou te s  dans 25 m l  d ' ac ide  ch lorhydr ique  0 , 1  N, ou s u l f u r i q u e  0 , 5  N, son t  

maintenues3 100°C pendant des temps v a r i a n t  de 5 minutes à 8 heures .  AprEs 

re f ro id issement ,  10,ml des hydro lysa ts  s o n t  d i a lysés  à 4°C pendant 4 jours ,  

c o n t r e  de  l ' e a u  d i s t i l l é e  ( 4  à 5 volumes) renouvelée chaque jou r .  Les f rac-  



t i o n s  d i a lysab le s  sont  p u r i f i é e s  par  un passage succes s i f  s u r  des échan- 

geurs  de ca t ions  (Dowcx 50 x 8 ; "mesh" 25-50 ; forme ac ide  ; 25 m l  de. ré-  

s i n e  p. 100 mg de  p r o t i d e s )  e t  d 'anions (Duol i te  A-102-D ; "mesh" 25-50 ; 

forme formiate  ; 2,5 m l  de  r é s i n e  p.  m l  d ' a c i d e  1 N). Le l i q u i d e  n e u t r e  e f -  

f l u e n t  e s t  soumis, après  concen t r a t  ion, à l a  chromatographie s u r  pap ie r  dans 

d i f f é r e n t s  syst6mcs-solvants .  

b - En o u t r e ,  des  c iné t iques  d 'hydro lyse  des l i a i s o n s  s i a l o s y l  ont  

été e f f ec tuées  dans l e s  cond i t i ons  que nous avons d é c r i t e s  p lus  haut  : hydro- 

l y s e  pa r  S04H2 0 ,01  N 100°C e t  par S04 H2 0 , l  N B 80°C, s u i v i e  d'un do- 

sage calorimétrique de l ' a c i d e  N-acétylneuraminique l i b é r é ,  par  l a  méthode 

d ' AMINOFF (vo i r  p.  142) . 
2 - Hydrolyse pa r  l e s  r é s i n e s  polystyréne-sulfonées 

Nous avons démontré (MONTREUIL, SPIK e t  CHOSSON (745) ; MONTREUIL, 

ADAM-CHOSSON e t  SPIK (746))que l e s  r é s i n e s  polys tyrène  su l fonées  h y d r ~ l y s d è n r  

l e s  glycannes en donnant p re fé ren t i e l l emen t  des o l i g o s i d e s .  

Nous avons c f f e c t u é  des hydrolyses de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dc l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n c  par  une r é s i n e  inso luble  polys tyrène  su l fonée  (Dowex 50 x 8 ; 

"mesh" 25-50 ; forme a c i d e ) .  Le mode o p é r a t o i r e  e s t  l e  su ivant  : 0 , 5  g de 

p r o t é i d e  en s o l u t i o n  dans 150 m l  d'eau sont  maintenus à 100°C sous a g i t a -  

t i o n  cons t an te  en présence de  5 m l  de r é s i n e  humide. Apres 45 mn à 100'C, l e s  

hydro lysa ts ,  préalablement concentrés ,  sont  directement  soumis à l ' a n a l y s e  

chromatographique. 

B - ACTION DES ENZYMES 

1 - Action s u r  l e  glycanne 

a - Hydrolyse par  l a  neuraminidase. Nous avons s u i v i ,  pendant 

24 h, l a  c i n é t  ique de l i b é r a t i o n  de 1 ' ac ide  N-ac6tylneuraminique ddtachg par  

l ' a c t i o n  de l a  neuraminidase. C e l l e - c i  a 6 t é  u t i l i s g e  dans l e s  cond i t i ons  

que nous avons d é c r i t e s  p l u s  haut  ( v o i r  p .  142) . 



b - Oxydation par  12  palactose-oxydase. La galactose-oxydase oxyde 

en aldéhyde l a  fonc t ion  a l coo l ique  p r ima i r c  du ga l ac to se  l i b r e  ou conjugué 

en p o s i t i o n  te rmina le  non réduc t r i c e .  Nous avons appl iqué à 1 ' a p o t r a n s f e r r i -  

ne,  n a t i v e  et  sans a c i d e  s i a l i q u e ,  l e  procédé de ROBINSON e t  PIERCE (747) 

dont l e s  é t apes  son t  l e s  su ivan te s  : oxydation par  l a  galactose-oxydase q u i  

s'accompagne d'une l i b é r a t i o n  d 'cau oxygénée ; c e l l e - c i  e s t  décomposée par  

l a  peroxydase du R a i f o r t  en présence d 'un accepteur  q u i  est l e  lcuco-dérivé 

de l a  benz id ine  ; il appa ra î t  une c o l o r a t i o n  dont on détermine l'absorbante. 

On en dédu i t  l a  q u a n t i t é  de g a l a c t o s e  oxydé. En ou t r e ,  nous avons complété 

c e  procédé co lo r imé t r ique  par  une dé te rmina t ion  des r appor t s  mola i res  du 

ga l ac to se  e t  du mannose, avant  e t  après  l ' a c t i o n  de l 'enzyme. 

2 - Action des p ro t éa se s  

Nous exposerons, en d é t a i l ,  dans l e  c h a p i t r e  r é se rvé  S l ' é t u d e  

du poin t  d ' a t t a c h e  glycanne-prot ide,  l e s  procédés d 'hydrolyse enzymatique 

q u i  nous o n t  condui te  à l ' i so l emen t  de 2 glycopept ides ,  à p a r t i r  de l a  t r ans -  

f e r r i n e .  Nous avons déterminé 13 composition cen tés imale  et mo la i r e  de  c e s  

d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  en appl iquant  l e s  procédés c o l o r i m é t r i q u e ~  e t  chroma- 

tographiques que nous avons d é c r i t s  p lu s  hau t .  

II - REÇULTATS -- 
L e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  l e s  su ivan t s  : 

1 - Dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  l a  t o t a l i t é  de l ' a c i d e  

N-acétylneuraminique s e  t rouve en p o s i t i o n  ex te rne .  En e f f e t ,  l ' h y d r o l y s e  

ac ide  ménagée e t  l ' hyd ro lyse  enzymatique Ubèriin t l a  t o t a l i t é  de l ' a c i d e  :?eu- 

raminique sans  qu ' appa ra i s sen t ,  dans l e s  hydro lysa ts ,  d '  a u t r e s  oses .  En ou- 

tre, l a  composition cen t é s ima le  en oses  "neutres"  e t  en osamines des a s i a -  

l op ro t é ides  n ' e s t  pas  profond6ment modi f iée .  

2 - Les l i a i s o n s  s i a l o s y l  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  pos- 

sedent  des  l a b i l i t é s  d i f f é r e n t e s .  La  f i g u r e  25 (p.163) e s t ,  à c e t  égard,  dé- 

mons t ra t ive .  E l l e  prouve, en e f f e t ,  que l a  v i t e s s e  de l i b é r a t i o n  de l ' a c i d e  

s i a l i q u e  p a r  l e s  ac ides  ou par  l a  neuraminidase e s t  beaucoup p l u s  é l evée  

dans l e  c a s  de lc .  t r a n s f e r r i n c .  Ce r é s u l t a t  implique que les modal i tés  de 

1 ' a t t a c h e  des r é s idus  d ' ac ide  N-acétylncuraminique sont  d i £  fé ren tes  dans l e s  

deux p r o t é i d e s .  



Figure 25 
'-- rx 
K ourbes de libdration de l'acide N-acdtylneuraminique B partir de 20 mg a de transferrine (TF) et de la lactotransferrine (LW) sous l'action de 

la neuraminidase. En abciseen : dur4e de l'hydrolyse. En ordonnées : pg 
d'acide sialique liberes et dos68 par la methode dtAMINOFF (voir p. 141) 



3 - Dans l a  t r a n s f e r r i n e ,  l e s  3 r é s idus  d ' ac ide  s i a l i q u e  sont  conjugués à 3 

r é s i d u s  de ga lac tose .  En e f f e t ,  l ' a c t i o n  de l a  galactose-oxydase e s t  néga t i -  

ve  s u r  l a  t r a n s f e r r i n e  n a t i v e  e t  d é t r u i t  3  r é s idus  de ga l ac tose  de l ' a s i a l o -  

t r a n s f e r r i n e .  D1apr&s c e  r é s u l t a t ,  nous pouvons donc conclure  que dans l a  

t r a n s f e r r i n e ,  2 r é s idus  de  ga l ac tose  s u r  l e s  5 son t  en p o s i t i o n  " in te rne" .  

Sur l e s 3 a u t r e s a e t  conjugué l l ac ideN-acé ty lneuramin ique .Unrésu1 ta t  

ident ique  a  é t é  obtenu par  ROBINSON e t  PIERCE (748) q u i  on t ,  eux a u s s i ,  ob- 

s e rv6  l e  mSme phénomène sans  t o u t e f o i s  p r é c i s e r  l e  nombre de r i s i d u s  de  ga- 

l a c t o s e  conjugués à 1 ' a c i d e  s i a l i q u e .  

4 - Lf6tude  c i n é t i q u e  d e  l a  l i b é r a t i o n  des oses  par  l e s  ac ides  a  f o u r n i  des 

r e s u l t a t s  ident iques pour  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Com- 

m e  dans l e  c a s  de t o u t e s  l e s  g lycopro té ines  que nous avons é tud iées  (glo- 

bu l ines  yG sér iques  d e  l'Homme e t  du Boeuf, g lobul ines  yG du l a i t  de Vache, 

ovomucoïde, orosornucoYde) (MONTREUIL, SPIK e t  CHOSSON (749) ; MONTREUIL, 

ADAMwCHOSSON e t  SPIK (749a) ) .  

a - L'acide s i a l i q u e  e t  l e  fucose, dans l e  cas de  l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  , appara issent  l e s  premiers s u r  l e s  chromatogrammes, s u i v i s  t r è s  

rapidement p a r  l a  N-acétylglucosamine. Le mannose e s t  l i b é r é  p lus  t a rd ive -  

ment a i n s i  qu'une m t r e  f r a c t i o n  de l a  N-ac~tylglucosamine.  

b  - L'hydrolyse ac ide  l i b è r e  pr incipalement  des oses  e t  peu d ' o l i -  

gos ides .  Seule  parmi ceux-ci ,  l a  N-acétyllactosamine appa ra î t  dès l e  début 

de  l ' a c t i o n  des ac ides .  L ' ex i s t ence  dans l a  p a r t i e  supé r i eu re  du chroma- 

t o g r m e  d 'une  " t ra înée"  d ' o s ides ,  q u i  s ' a l l o n g e  au f u r  e t  à mesure que s e  

pour su i t  l ' hydro lyse ,  montre que l a  l i b é r a t i o n  des oses  l a i s s e ,  au début de 

l 'hydro lyse ,  un os ide  d e  poids molécula i re  re la t ivement  é l evé  q u i  r e s t e  au  

p o i n t  de dépa r t  e t  dont 1 'hydrolyse u l t é r i e u r e  s e  mani fes te  par  une i n t e n s i -  

f i c a t i o n  de 1 ' e f f e t  de t r a i n é e .  

c  - L'hydrolyse par  l a  r é s i n e  polys tyrène  sulfonéedonne des r é s u l -  

t a t s  ident iques  en c e  q u i  concerne l e s  oses  : l i b é r a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  du 

g a l a c t o s e  et  de l a  N-acétylglucosamine e t  hydrolyse t a r d i v e  du mannose. Mais " 

e l l e  f o u r n i t ,  en ou t r e ,  contrairement  à 1 'hydrolyse acide,  de nombreux 



ol igos  ides en quan t i t é  élevée.  Parmi ceux-ci, l a  N-acétyllac tosamine appa- 

raPt  dès l e  début de l 'hydrolyse.  E l l e  e s t  s u i v i e  par  l c s  mcrir,obioses,et: par  

l e  mannotriose, Ces r 6 s u l t a t s  sont  i l l u s t r é s  par  l a  Fig. 26 ; p. 166. 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus par hydrolyse acide ménagée 

ont Bté confirmés récemment par JAMIESON (750). 

5 - Nous de5montmns plus l o i n  qu' il ex i s t e ,  dans l a  t r ans fe r r ine ,  deux cha2- 

nes glycanniques unies à l a  proté ine  par  une l i a i s o n  "asparaginyl-glucosamine" 

e t ,  dans l a  l a c t o t r a n s  f e r r i n e ,  t r o i s  chaînes glycanniques dont deux sont  

unies  à l a - p r o t é i n e  par  l e  même type de l i a i s o n  e t  une a u t r e  par une l i a i s o n  

O-thréonyl-glycosidique. 

Nous avons pu i s o l e r  des hydrolysats  pronasiques de l ' a s i a l o t r a n s -  

f e r r i n e  (voi r  p.211), deux glycopeptides 1 e t  II e t  des hydrolysats de l ' a s i a -  

l ac to t rans fe r r ine  deux glycopeptides A e t  B e t  l e  glycanne détaché par  l ' ac -  

t i o n  de l a  soude (voi r  p.224). Nous avons p réc i sé  dans l e  tableau XXX (p.167) 

l a  composition centésimale e t  molaire de ces  d i f f é r e n t s  composés. 

On v o i t  que, dans l e  cas de l a  t r a n s f e r r i n e ,  l e s  compositions des 

glycopeptides 1 e t  II sont  identiques,  s o i t  parce que l e s  deux glycannes sont  

semblables, s o i t  parce que l e s  glycopeptides 1 e t  11 sont  chacun un mglange 

des deux glycanno-pept ides . 
Au con t ra i re ,  dans l e  cas de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  l e s  3 conposés 

gluc idiques que nous avons i so lés  possèdent des compositions  cent^; h a l e s  

d i£  férentes  corne en témoignent l e s  va r i a t ions  du rapport oses/osamines . En 

outre ,  en nous fondant s u r  l e s  rendements, l a  masse moléculaire du glycanne 

détaché par  l ' a c t i o n  de l a  soude ne  do i t  pas excéder 1.000, tandis  que l a  

masse moléculaire moyenne des au t res  glycannes e s t  de  l ' o r d r e  de 2.100 environ. 

6 - D'un point  de vue purement théorique, nous pouvons tou te fo i s  af f i rmer  que 

l e s  groupements glycanniques, a u s s i  bien ceux de l a  t r a n s f e r r i n e  que ceux de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  sont  d i f f é r e n t s .  En e f f e t ,  en nous fondant s u r  l a  com- 

pos i t ion  molaire, des deux glycoprotéines,  on v o i t  que l e  nombre de rés idus  

d 'oses ne peuvent pas s e  r é p a r t i r  également s u r  l e s  2 glycannes, dans l e  cas  

de l a  t r ans fe r r ine ,  e t  s u r  l e s  2 glycannes dans l e  cas de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

Semblable démonstration de l ' ex i s t ence  de s t r u c t u r e s  glycanniques d i f f é r e n t e s  

a  é t é  f a i t e  récemment par SCHMID e t  c o l l .  (751) à propos de l'orosomucoïde . 
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Figure 26 

Chromatographie d'hydrolyeats partiels cie transferrine (Tt) et de 
lac totrans ferrine humaines ( L T ~ )  par un echangeur de cations (Do- 
wex 50 x 8 )  ; forme acide). Systhme-solvant : n-butanol/aeide EB- 
tiqueleau ( 4  : 1 : 5 )  ; papier Whatman no 3 ; duree da la chroma- . - ,  
tographie 48 h ; rbvblation par le réactif B l'oxalate d'aiiline. 
T : solutions-t6moins. M t r i  : manno-triose ; MAN bi ; mannobio- 
ses ; LACTNHAc : N-acBtyllactosamine ; GAL : galactose ; MAN : man- 

. noee ; G ~ c N A ~  : N-acétyl-glucosamhe ; FUC : fucose 
. \  - 

- 





III - CONCLUSIONS 

Les conclusions que nous pouvons t i r e r  de l ' é t u d e  encore t r è s  

fragmentaire que nous avons e f fec tuée  s u r  l a  s t r u c t u r e  des f r ac t ions  gly- 

canniques de l a  t r a n s f e r r i n e  et de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont  l e s  suivantes : 

1 - La t r a n s f e r r i n e  possède deux groupements glycanniques e t  l a  lac to t rans-  

f e r r i n e  en possède t r o i s .  

2 - La r é p a r t i t i o n  "théorique" des résidus d 'oses e n t r e  les glycannes montre 

que les deux groupements glycanniques de l a  t r a n s f e r r i n e  possèdent des s t ruc -  

tu res  d i f f é r e n t e s .  Il en est de  même pour l e s  t r o i s  groupements glycanniques 

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a propos desquels nous apportons, en out re ,  une preu- 

ve expérimentale. 

3 - Des di f férences  fondamentales s e  manifesteqt à l ' é t u d e  des glycannes de 

l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l ac to t rans fe r r ine ,  non seulement du point de vue 

du nombre des groupements glycanniques présents  dans chacune des deux gly- 

coprotéines,  mais encore du point  de vue de l a  composition en oses. En 

p a r t i c u l i e r ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  renferme du fucose q u i  e s t  absent de l a  

t r ans  f  e r r i n e  . 
4 - Toutefois ,  nous avons m i s  en évidence, des analogies d e  s t r u c t u r e  e n t r e  

l e s  glycannes de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  En e f f e t  : 

a - Les c inét iques  de l i b é r a t i o n  des oses sont  superposables. En 

out re ,  des chaîmns ol igosidiques communs ont é té  m i s  en évidence dans les 

hydrolysats  p a r t i e l s  des deux glycoprotéines : l a  N-acétyllactosamine q u i  

appara l t  dès l e  début des hydrolyses e t  q u i  s e  t rouve donc en pos i t ion  ex- 

te rne ,  deux mannobioses isomères e t  un mannotrime vraisemblablement ident i -  

ques à ceux qu i  ont é t é  récemment i so lés ,  au Laboratoire, des hydrolysats  

p a r t i e l s  de 1'orosomucoYde e t  de l'ovomucoïde. 

b - Dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dans l a  l ac to t rans fe r r ine ,  l e s  glycan- 

nes sont  cons t i tués  par de cour tes  c h a b e s  peu ramifiées.  Leur masse mol6cu- 

l a i r e  moyenne e s t  de 2.200 environ, dans l e  cas de l a  t r ans fe r r ine .  Dans l e  

cas  de l a  l ac to t rans fe r r ine ,  l e  glycannc conjugué par  une l i a i s o n  O-glycosi- 

dique possede une masse moléculaire de l ' o r d r e  de 1000, tandis  que l a  masse 

moléculaire moyenne des deux au t res  glycannes e s t  de 2.100 environ. 



Les u n i t é s  glycanniques renferment donc, en moyenne (sauf dans l e  

cas  du glycanne détaché de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  par l a  soude q u i  renferme 5 

rés idus  d'oses) de 11 à 12 résidus d 'oses.  Un r é s u l t a t  identique a é t é  obte- 

nu, dès 1963, pa r  KAMIYAMA e t  SCHMID (753) à propos de l'orosomucoïde. 

5 - La c o n s t i t u t i o n  des f r a c t i o n s  glycanniques de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  obéi t  donc à l 'hypothèse de l ' ana log ie  de s t r u c t u r e  des 

glycoprotéines que nous avons énoncée, dès 1962 (MONTREUIL, SPIK et  CHOSSON) 

( 7 5 4 ) .  En nous fondant, d'une p a r t ,  s u r  c e t t e  hypothèse e t ,  d ' a u t r e  pa r t ,  

s u r  des r é s u l t a t s  acquis récemment s u r  l'ovomucoïde e t  s u r  l'orosomucoïde 

par  des chercheurs du Laboratoire (FOURNET, BAYARD, TAKERKART e t  DUPONT, 

Communication personnelle)  e t  s u r  l'ovalbumine par  MONTGOMERY e t  c o l l .  (7551, 

nous proposons l e  schéma général  de s t r u c t u r e  suivant  pour les 2 glycannes 

de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  conjugués à l a  p ro té ine  par  

une l i a i s o n  "aspariginyl-glucosamine" 

ANAN (ou Fuc) 

Ga1 

.1 
GlcNAc 

& 
ANAN -?, Ga1 3 GlcNAc -+ Man -) Ga1 -jr GlcNAc *) GlcNAc -+ Asn 
(OU FUC) .1 

Man + Man 

Figure 27 

Quant au glycanne détaché par  l ' a c t i o n  de l a  soude s u r  l a  lactck 

t r aas fe r r ine ,  sa f o m u l e  pour ra i t  s ' é c r i r e  : 

Fuc 4 Ga1 j GlcNAc +Man -) GlcNAc -3 Thr 

Figure 28 

Ces schémas sont  évidemment purement spécu la t i f s .  I l s  ont  néammoins 

l e  méri te  de rendre  compte des r é s u l t a t s  que nous avons obtenus e t  de repré- 

s e n t e r  des modèles sur  lesquels  nous fonderons nos expérimentations fu tures .  



ETUDE COMPAREE 

DE LA 

FRACTION PROTIDIQUE 

DE LA TRANSFERRINE 

ET 

DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Nos recherches s u r  l ' é t u d e  comparée de l a  f r a c t i o n  p ro t é ique  de l a  

t r a n s f e r r i n e  et d e  l n  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ont  p o r t e  s u r  les po in t s  su ivan t s  : 

1 - Détermination de l a  composition centés imale  e t  mola i re  en ac ides  amines 

2 - I d e n t i f i c a t i o n  des ac ides  aminés N e t  C-terminaux 

3 - Etude comparée de  l a  composition en pept ides  des hydro lysa ts  pro te ina-  

s iques  des deux g lycopro té ines .  

4 - Etudes p ré l imina i r e s  s u r  l a  s t r u c t u r e  secondaire  e t  t e r t i a i r e  des pro- 

1 - DETERMINATION DE LA COMPOSITION CENTESIMALE 

ET WLAIRE EN ACIDES AMINES 

1 - METHODES 

Les ac ides  aminés ont  é t é  dosés par  chromatographie a l 'Auto- 

analyseur  Technicon (colonne de 0 , 6  x 150 cm) se lon  l e  procédé génera l  de 

PIEZ e t  MûRRIS (756) en u t i l i s a n t  l e  syst&me-tampnpréconisé par  l a  firme 

TECHNICON (+) . 
Les hydrolyses  ont  é t é  e f f ec tuées  dans l e s  condi t ions  su ivan te s  : 

(+) Nous remercions vivement M. M. MûNSIGNY q u i  a e f f e c t u é  l e s  s epa ra t ions  
chromatographiqucs . 



1 - HYDROLYSE DES GLYCOPROTEINES 

Les hydrolyses  ont é t é  r é a l i s é e s  s u r  l ' a p o t r a n s f e r r i n e  e t  s u r  

l ' a p o l a c t o t r a n s f e r r i n e  préparées su ivant  l e  mode o p é r a t o i r e  que nous avons 

d é c r i t  p lu s  haut ( v o i r  p. 135). Le f e r  d o i t ,  en e f f e t ,  ê t r e  soigneusement 

él iminé pour é v i t e r  l a  des t ruc t ion  des ac ides  aminés f r a g i l e s  .Le mode 

o p é r a t o i r e  e s t  l e  su ivant  : 

L 'échan t i l l on  (2 à 10 mg) e s t  i n t r o d u i t  dans un tube en pyrex 

(diamètre  i n t é r i e u r  9 mm, longueur 35 cm), avec 1 à 5 m l  d ' a c i d e  chlorhy- 

dr ique,  5,6 N (azéot rope  r e d i s t i l l é  3 f o i s ) ,  contenant  de  l a  nor- leucine 

(0 ,5  mM) u t i l i s é e  comme témoin in t e rne .  Le tube e s t  chauffé  à l ' a i d e  d'un 

chalumeau a f i n  de provoquer un étranglement à quelques cent imèt res  au des- 

sus  du nivecu du l i q u i d e .  La s o l u t i o n  e s t  congelée clans un mélange de ne ige  

carbonique e t  d 'acétone.  Enfin l e s  gaz s o n t  é l iminés sous p re s s ion  r é d u i t e  

e t  l e  tube  e s t  s c e l l é .  

L'hydrolyse e s t  e f f e c t u é e  à 105'C en r r ip le ,pendant  24 h, 48 e t  

72 h. 

AprEs re f ro id issement ,  l e s  tubes sont  ouver t s  e t  l ' hyd ro lysa t  e s t  

t r a n s f e r r é  dans un ba l lon  à d i s t i l l e r  de 50 m l .  L ' ac ide  e s t  é l iminé  par  

évaporat ion sous p re s s ion  r é d u i t e .  Le r é s idu  e s t  r e p r i s  par  0,5ml d'eau 

d i s t i l l é e .  A c e t t e  s o l u t i o n  on a j o u t e  O,  1 m l  d ' ac ide  chlorhydrique 0 ,5  N 

e t  0 , 4  m l  de g lycé ro l ,  pour i o n i s e r  l e s  groupements aminés e t  pour augmenter 

l a  d e n s i t é  de l a  s o l u t i o n .  Ce mode o p é r a t o i r e  f a c i l i t e  l e  dépôt de  l 'hydroly-  

s a t  à l a  s u r f a c e  dc l a  r é s ine ,  au sein-même de l a  s o l u t i o n  tampon. 

2 - CALCULS 

- Les va l eu r s  de l a  s e r i n e  e t  de l a  th réonine  sont  c a l c u l é e s  par  extrapola-  

t i o n  au temps zéro de l 'hydro lyse .  

- Les v a l e u r s  de l a  ty ros ine ,  de l a  phénylalanine, de l a  c y s t é i n e  e t  de l a  

méthionine son t  obtenues au bout d 'une hydrolyse de 24 heures .  

- Les v a l e u r s  de 1' i so leuc ine ,  de  l a  l euc ine ,  de l a  v a l i n e  sont  l e s  va- 

l e u r s  maximales. 



3 - DOSAGE DU TRYPTOPHANNE 

Le dosage du tryptophanne a  é t é  e f f e c t u é  s e l o n  l e  procédé de 

SPIES e t  CHAMBERS (757) .  Le mode o p é r a t o i r e  e s t  l e  su ivan t  : 

30 m g  de d i £  f é r e n t s  é c h a n t i l l o n s  d ' a p o t r a n s f e r r i n e  (ou d 'apolacto-  

t r a n s f e r r i n e )  son t  d i ssous  dans 10 m l  de soude 0 , l  - N .  A 1 m l  de l a  s o l u t i o n  

on a j o u t e  8  m l  d ' a c i d e  s u l f u r i q u e  23,7 - N e t  1 m l  d ' a c i d e  s u l f u r i q u e  2  - N 

renfermant 30 mg dc p-diméthylaminobenzaldéhyde. Les tubes  sont  a g i t é s ,  re -  

f r o i d i s  à 25OC e t  conservés  pendant des temps v a r i a n t  de  12 à 18 h  à l ' obs-  

c u r i t é .  On a j o u t e  a l o r s  0 , l  m l  d 'une s o l u t i o n  aqueuse de n i t r i t e  de  sodium 

à 0,045 p. 100. Après des temps v a r i a n t  dc  0 , 5  à 3 h d ' obscu r i t é ,  l e s  mesu- 

res des absorbances son t  e f f e c t u é e s  à 590 mp, en présence de témoins - t ryp-  

tophanne e t  de témoins renfermant l a  p r o t é i n e  sans a j o u t e r  l e  r 6 a c t i f  au 

p-diméthylaminobenzaldehyde . 
II - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  rassemblés dans l e  t a -  

bleau XXXI (p .  173), pour l a  composition cen tés imale ,  e t  dans l e  t ab l eau  

XXXII (p .  174) pour l a  composition mola i re  en ac ides  aminés de l a  t r a n s f e r -  

r i n e  et  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  I l s  peuvent b t r e  résumés de l a  manière 

su ivan te  : 

1 - Les deux p ro t é ides  sont  re la t ivement  r i c h e s  en ac ides  aminés dicarbo- 

xy l iques  q u i  r ep ré sen t en t  environ 20 p .  100 de l e u r  poids  e t  en c y s t é i n e .  

I ls son t  pauvres en methionine et en t ryptophanne.  

2 - I ls  possèdent des compositions mola i res  nettement d i f f é r e n t e s .  

3 - Nos r é s u l t a t s  concernant l a  l n c t o t r a n s f e r r i n e  son t  pratiquement iden- 

t i q u e s  Ci ceux de BLANC, BUJARD e t  MAURON (7581, sauf pour l e  tryptophanne 

(Tableau XXXI ; p. 173) .  Dans l e  c a s  de l a  t r a n s f e r r i n e ,  i l s  son t  analogues 

à ceux de HEIMBURGER e t  c o l l .  (759),  sauf pour l ' a r g i n i n e ,  l a  c y s t é i n e  e t  

l e  tryptophanne (Tableau XXXI ; p .  173). 



Tableau XXXI 

Composition en ac ides  aminés de  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  
de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  exprimée en g, de rés idus  
d ' ac ides  aminés p. 100 g de p ro t é ide .  

-- t--- - -- - -- 

Nature des 
ac ides  amines 

Lac to t rans  f e r r i n e  
Résu l t a t s  R é s u l t a t s  de 

Trans f e r r i n e  
R é s u l t a t s  R é s u l t a t s  de 

personnels  
- 

9,18 
9,81 

7,58 
1,59 
6,82 

4,51 
3,34 
3,74 

BLANC, et c o l l .  BUJARD (761) 

8,50 
10,23 

7,52 
1,50 
6,49 

4,64 
3,27 
3,38 

r 
personnels  HE e t  IMBURGER c o l l .  (760) 

2,Ol 
7,16 
O, 50 
4,78 
3,67 
4,36 
3990 

1,34 B 1,77 
3,92 
4,48 

,-- 

11,40 
10,22 

5,15 
3,33 
9,65 

5 
5,07 
3,44 
2,lO 
8,2 1 
1,31 
5,07 
3,82 
4,38 
3,71 
2,lO 
4,61 
5940 

Ac ide  a spa r t i que  

2,07 
6,81 
O, 76 
4,91 
3,67 
4,09 
3,13 
O, 20 
4,19 

11,72 

i 4,49 

Acide g l u t a n . i q u d  

Arg in i n e  
1 H i s t i d i n e  

Lys i n e  

Alanine 
Cys t ine  / 2 
Glycocol le  
I so leuc  i n e  
Leuc i n e  
Méthionine 
Phénylalanine 
Pro1 i n e  
Sér  i n e  
Thréonine 
Trypt ophanne 
Tyrosine 
Val i n e  

10,48 

4,13 
3,06 
9,19 

5,lO 
3,38 
3,67 
2,22 
8,60 
0,86 
5,63 
4,23 
4,79 
4 
1,36 
5,50 
5,31 



Tableau XXXII 

Composition mola i r e  (f) en ac ides  aminés de l a  

t r a n s f e r r i n e  e t  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

L 
- - -- - - -. . -- I- -7 

l Nature des ac ides  aminés l Trans f e r r i n e  Lactotrans f e r r i n e  

L 

I 
----- I_+_____---- - -- 

Ac ide a spa r t i que  1 77 - 
1 5 8 

Acide g l u t a  I,I ique 1 6 2 5 7 

Arg in ine  
1 

20 3 7 

H i s t i d i n e  ! 17 9 

Lys ine 1 54 40 
i 
l 

(f) Pour une masse molécula i re  de 76.000 

Alanine 

Cyst ine / 2 

55 

13 

48 

12 

49 

14 

48 

3 

25 

2 9 

3 8 

29 

6 ou 7 

15 

34 

Glycocolle 1 43 

Isoleuc i n e  

Levc ine 

Méthionine 

15 

58 

5 

Phénylalanine 2 9 

Pro1 ine  3 3 

Sér ine  4 2 

Thréon i n e  3 8 

Tryptophanne 5 ou 6 

Tyrosine 26 

Val ine 41  

-- 



4 - Dans un premier t r a v a i l  (PlONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK e t  LERoY) (762),  

l a  composition en ac ides  aminés de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a v a i t  é t é  déterminée 

par  l a  méthode des DNP - amino-acides de LEW (703) e t  l e s  r é s u l t a t s  q u i  

ava ien t  é t é  obtenus à l 'époque é t a i e n t  l e s  su ivants  (ramenés à une masse 

moléculaire  de  76.000). 

Ac ide  a spa r t  ique  

Acide g1utam:ique 

Arg in ine  

His t i d i n e  

Lysine 

A l  an ine  

Cys t ine  / 2 

Glycocol le  

Lcuc ine  + i so leuc  i n e  7  7  

Phénylalanine 29 

Pro 1 ine  34 

Sér  i n e  48 

Thréonine 29 

Tyrosine 7  

Val ine  49 

On v o i t  que, pour l a  p lupa r t  des ncides aminés, l e s  r é s u l t a t s  four-  

n i s  par  l e s  méthodes de LEVY, d'une p a r t ,  de PIEZ e t  MORRIS, d ' a u t r e  p a r t , s o n t  

d i f f é r e n t ç ,  p r inc  ipalcment pour 13 t y r o s i n e .  Ces anomalies s  ' expl iquent  

par  1' imperfect ion de 13 méthode de LEW. 

III - CONCLUSIONS 

1 - La composition en ac ides  aminés de l n  t r n n s f e r r i n e  e t  de  l a  l ac to t r ans -  

f e r r  i ne  p ré sen te  des d i £  fé rences  s i g n i f i c a t  i ves .  

2  - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus à propos de l a  composition centé-  

s imale  en ac ides  aminés de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  son t ,  

dans 1 ' ensemble, ident  iques à ceux, r e spec t  ivement, de HEIMBURGER, HEIDE, 

HAUPT e t  SCHULTZE (764) e t  de BLANC, BUJARD e t  MAURON (765) .  

3 - Au c o n t r a i r e ,  l e s  compositions mola i res  déterminées par  nous-même, d'une 

p a r t ,  e t  par  l e s  au teurs  précédents ,  d ' a u t r e  p a r t ,  ne peuvent ê t r e  comparées. 

En e f f e t ,  nous l e s  avons c a l c u l é e s  s u r  l a  base  de masses molécula i res  de 

76.000, t a n d i s  que HEIMBURGER e t  c o l l .  adopta ien t  l a  va l eu r  de 90.000 pour 

l a  t r a n s f e r r i n c  e t  BLANC e t  c o l l . ,  l a  v a l e u r  de 95.000 pour l a  l ac to t r ans -  

f e r r i n e .  



2 - DETERMINATION DES ACIDES 

MINES N- e t  C- TERMINAUX 

1 - METHODES 

A - IDENTIFICATION DES ACIDES MIINES C-TERPIINAUX 

Les ac ides  aminés en p o s i t i o n  C-terminale on t  é t é  i d e n t i f i é s  par  

vo i e s  enzyrnat iques ( a c t i o n  des  caxboxypep t i d a s e s )  et par  v o i e  chimique (ac- 

t ion de 1 'hydrazine)  . 
HYDROLYSE PAR LES CARB0:;PPEPTIDAÇES 

D e s  t e n t a t i v e s  d 'hydro lyse  enzymatique des 1 i a i sons  des amino-ac i d e s  

C-terminauxac é t é  e f f e c t u b  sans  succ$s,  par  l e s  carboxypept idases  A e t  B 

(LIGHT), s e l o n  l e  procédé d é c r i t  par  SPIRO (766).  

2 - HYDRAZINOLYSE 

a - Pr inc ipe .  L 'hydrazine,  en mi l i eu  anhydre, coupe l c s  l i a i s o n s  pept id iques  

en l i b é r a n t  l e s  ac ides  aminés C-terminaux e t  en t ransformant  l e s  a u t r e s  en 

hydraz i de s .  

b - Mode o p é r a t o i r e .  L 'hydrazinolyse a é t é  r é a l i s é e  su ivan t  l a  méthode 

d'MM3ORI e t  c o l l .  (767) : 

100 mg dc g lycopro t é ine  anhydre e t  25 pM dc nor - leuc ine  u t i l i s 6 e  

comme témoin in t e rne ,  son t  t r a i t é s  B 10O0C, pendant 8 h, par  1 m l  d 'hydrazine 

anhydre, p réparée  s e l o n  l e  procédé de KUSAMA (768) .  La s o l u t i o n  c s t  évaporée 

à s i c c i t é  sous v ide  e t  r e p r i s e  pa r  2 m l  d ' eau  d i s t i l l é e  e t  p u r i f i é e  s u r  une 

colonne (0 ,g  x 5 cm) d lAmber l i t e  IRC-50 (forme a c i d e ) .  Les hydrazides  d'amino- 

ac ides  e t  les ac ides  aminés basiques l i b é r é s  son t  f i x é s  s u r  l a  colonne. 

Les ac ides  cminés n e u t r e s  c t  dicarboxyl iques (+) l i b é r é s  par  l ' hy -  

draz inolyse ,  accompagnés du témoin i n t e r n e  de nor-leuc ine ,  son t  déplacés  par  

l e  passage de  25 à 50 m l  d 'eau d i s t i l l é e  (LAY e t  POLGLASE) ( 7 6 9 ) .  

(+) Eventuellement accompagnés, dans l e  ca s  où l ' a s p a r a g i n e  (ou l a  glutamine)  
s e  t rouve  en p o s i t i o n  te rmina le ,  de " l ' a spa r thyd raz ide  4" (ou du "glu- 
tamhydrcizide 5") .  



Les acides aminés basiques (+) sont  é lués  par  50 m l  d'une 

s o l u t i o n  d ' a c é t a t e  d ' m o n i u m  0 , l  M de pH 7 (DE LA LLOSA e t  c o l l .  (770). 

L ' a c é t a t e  d'ammonium c s t  é l iminé  par  un passage s u r  échangeur d'anions (Duo l i t e  

A-102-D) s u i v i e  de l ' évapora t ion  à s i c c i t é  dc l ' e f f l u e n t .  

Les acides aminés p ré sen t s  dans l e s  deux é l u a t s  sont  dosés à 

1 'Auto-analyseur Technicon. 

B - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX 

Les acides aminés en p o s i t i o n  N-terminale ont  é t é  i d e n t i f i k p a r  

l a  méthode de d in i t rophényla t ion  de BISERTE, HOLLEMAN e t  c o l l .  (771) .  

Dini t rophénylat  ion 

250 mg de t r a n s f e r r i n e  ou de l a c t o t r a n s f e r r i n e  en s o l u t i o n  dans 

20 m l  de c h l o r u r e  de potassium 0 , l  M, son t  t r a i t é s  pa r  0 , 7  m l  de f luoro-  

d in i t robenzene .  Le mélange e s t  p l acé  au bain-marie à 40°C, sous a g i t a t i o n  

cons t an te  e t  l e  pH e s t  maintenu à 8 par  l ' a d d i t i o n  cont inuede potasse  0,05 N,  

à l ' a i d e  d'un pH-stat. Le mélange e s t  maintenu au bain-marie jusqu '8  cessa-  

t i o n  de l a  consommation de potasse ,  (environ 1 à 2 h l .  Ln 3 N P-protéine 

e s t  p r é c i p i t é e  par 1' add i t i on  de quelques gout tes  d ' a c i d e  chlorhydrique 

concent ré .  Le p r 6 c i p i t é  e s t  r e c e u i l l i  par  c e n t r i f u g a t i o n ,  l avé  à l ' é t h e r ,  

à l ' a c é t o n e  e t  séché sous v ide  en ex6icca tcur .  

2 - Hydrolyse de DNP-protéides 

Les DNP-protéines (60 mg) sont  hydrolysées par  l O m l  d ' a c i d e  

ch lorhydr ique  5 , 6  N r e d i s t i l l 6 ,  pendant 5 e t  10 h ,  à 10S0C, en tube s c e l l g ,  

sous v ide .  

Ex t r ac t ion  e t  chromatographie des DNP-amino-acides 

Les hydro lysa ts  chlorhydriques sont  d i lués  avec de l ' e a u  pour 

o b t e n i r  une concent ra t ion  sensiblement n o m a l c  en ac ide  chlorhydrique.  L'hy- 

d r o l y s a t  a i n s i  d i lué  e s t  e x t r a i t  7 3 8 f o i s  p a r  5 0 x 1  d ' é t h e r  p r ivé  de pero- 

xydes, l avé  une f o i s  par  1 0 0 n l d ' a c i d e  chlorhydrique 0 , l  N .  I l s  cont ien-  

nent  l e s  DNP-amino-ac ides  é théro-so lubles  . 

(+) Eventuellcmenr accompagnés de " l ' a spa r thydraz ide  1" e t  du "glutamhy- 
draz ide  1". 



Les phases aqueuses sont  rassemblées.  E l l e s  renferment l e s  DNP- 

amino-ac ides  hydrosolubles  : DNP-arginine, a c i d e  DNP-cystéique, & - D N P - ~ ~ S  ine ,  

Im-DNP-hist i d i n e  que l ' o n  e x t r a i t  par  du butanol  secondaire ,  pu i s  par  de 

l ' a c é t a t e  d ' é t h y l e .  

Les s o l u t i o n s  é thé rées  ou aqueuses son t  évaporées à s i c c i t é ,  sépa- 

r6ment, dans l ' a p p a r e i l  s p é c i a l  d é c r i t  par  BISERTE - e t  a l .  (772) q u i  permet 

d 'k l iminer  l e  d in i t rophéno l  par  subl imation sous press ion  r é d u i t e .  La s u b l i -  

mation s ' e f f e c t u e  à 70" - 80°C pendant t r e n t e  minutes,  l e  do ig t  i n t é r i e u r  

é t a n t  rempli d 'un mélange de  ne ige  carbonique e t  d 'acétone.  

4 - Chromatographie des DNP-amino-ac ides  

a - DNP-éthéro-solubles 

Le r é s idu ,  p r ivé  du d in i t rophénol ,  e s t  dissous dans un f a i b l e  vo- 

lume d 'acétone,  e t  l ' ana lyse  des DNP-amino-ac ides  est: r é a l i s é e  par  chromato- 

graphie  bidimens ionne l l e  s u r  papier  WAATMAN n o  1. 

Le dépôt e s t  e f f e c t u é  s u r  une f e u i l l e  de 40 x 55 cm à 10 cm du 

bord du p e t i t  c ô t é  e t  B 5 cm du bord du grand c ô t é .  Le premier syst&me- 

so lvant  u t i l i s é  e s t  préparé de l n  f a ~ o n  su ivan te  : 

Le mélange : tolu~ne/pyridine/2chloro-éthanol/ammoniaque 

0,8 N (10:3:6:6), q u i  e s t  biphasique,  e s t  homogénéisé pa r  ag i t a -  

t ion, p u i s  l a i s s é  au repos pendant 4 h .  La phase aqueuse, infé-  

r i e u r e  e s t  é l iminée  ; l a  phase organique supér ieure ,  q u i  r e s t e  

t roub le ,  e s t  f i l t r ée su r  du pap ie r  WHATMAN n o  1, q u i  r e t i e n t  l e s  

mice l l e s  d'eau, e t  l e  f i l t r a t  c l a i r  a i n s i  obtenu e s t  u t i l i s é  comme 

so lvant  de  développement de l a  première dimens ion ,  

Le chromatogramme, enroulé e s t  maintenu par  2 agrafes ,  en cy l ind re .  

Il e s t  placé dans une cuve de  chromatographie ascendante,  contenant  deux 

c r i s t a l l i s o i r s  concent r iques  ; l e  c r i s t a l l i s o i r  r e ç o i t  l e  système-solvant 

24 h apres  l ' i n t r o d u c t i o n  du chromatogrammc dans l a  cuve. 

Lorsque l e  f ron t  du so lvant  a t t e i n t  l a  p a r t i e  supé r i eu re  de l a  

f e u i l l e ,  c e l l e - c i  cst s o r t i e  de l a  cuve, e t  l e  so lvant  e s t  é l iminé  sous cou- 

r a n t  d ' a i r ,  à l ' a b r i  de l a  lumière,  pendant 10 à 12 h.  



Une deuxième chromatographie, descendante, e s t  a l o r s  e f f e c t u é e  

perpendiculairement B l a  première,  dans un tampon phosphate de sodium 1 , 5  M 

de pH 6, ou dans un tampon phosphate de sodium 2 ,5  M de pH 6 lorsque  l e s  

ac ides  DNP-aspartique e t  DNP-glutaixique son t  tous deux p ré sen t s .  

Les DNP-amino-acides appara issent  sous l a  forme de taches  jaunes. 

Ils sont  i d e n t i f i é s  grâce  à des diagrammes témoins. La tache  de d in i t rophé-  

no1 ( jaune)  peut faci lement  ê t r e  reconnue, c a r  e l l e  d i sparaPt  lo rsque  l ' o n  

soumet l e  chromatogr,unme aux vapeurs d ' ac ide  ; l a  tache  de l a  d i n i t r a n i l i n e  

s a  p ré sen te  sous forme a 'une t r a î n é e  q u i  possède une f luorescence  ve rdâ t r e  

p a r t i c u l i è r e  l o r s q u ' e l l e  e s t  soumise aux rayons u l t r a - v i o l e t s .  

Les DNP-amino-acides hydrosolubles  sont  e x t r a i t s  de l a  phase 

aqueuse par  du butanol  secondaire ,  pu is  par  de l ' a c é t a t e  d ' é thy le .  Les deux 

e x t r a i t s  sont  rgun i s ,  évaporés à s i c c i t é  e t  soumis à l a  chromatographie dans 

l e  systeme-solvant n-butanol lacide acé t ique leau  (4:1:5) avec des témoins l a -  

t é r aux  de DNP-his t id ine ,  DNP-arg i n i n e  e t  & - D N P - ~ ~ S  ine .  

Les DNP-amino-acides son t  dosés s e lon  l e  procédé de BISERTE, 

HOLLEMAN e t  c o l l .  (773) : e x t r a c t i o n  par  une s o l u t i o n  b icarbonate  ; mesure 
d ' onde 

des absorbances B des longueurs spéc i f iques  ; c a l c u l  des r é s u l t a t s  d 'après  

l e s  c o e f f i c i e n t s  d ' e x t i n c t i o n  déterminés par  l e s  au t eu r s  précédents .  

II - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  l e s  su ivan t s  : 

1 - AMINO-ACIDES N-TERMINAUX 

a - La t r a n s f e r r i n e  possède 1 rés idu  de v a l i n e  en p o s i t i o n  N- 

t e rmina le  (Fig.  29 ; p. 180).  Aucun DNP-amino-acide hydrosoluble  a é t é  ca- 

r a c t é r i s é  dans l a  phase aqueuse (B l ' exccpt ion évidemment de l 'c-DNP-lysine) . 
Ce r é s u l t a t  que nous avons obtenu en 1961, confirme l e s  conclusions d1au- 

t r e s  au t eu r s  comme ~ L L N E R ,  1955 (7741, PUTNAM, 1955 (7751, BEARN e t  PARKER, 

1963 (776) appl iquant  l a  méthode des DNP-amino-ac ides  de SANGER. 



Figure 29 

~ d e n t i f i c a t i o n  cbromatographique d'acide amine N-terminal (va l ine)  
de la  transferrine sous la  for?ie de Dm-dérivé DNP-Val. : DNP-va- 
l i n e  Les DNP-alanine (DNP- la) e t  -chr&onine (DM'-~hr) ont b té  in- 

.,) troduits  corme témoins internes Systhaes-solvants : toluène/pyri- 
dine/2-chloro-éthanol/mmoniac 0 , 8  N (10 :3 :6 :6 ) ,  en première dimen- 

1 3 "  ; ' . s ion  ; solution-tampon de phosphate de sodium 1,5 M d e  pH 6 ,  en 
:a- f - 1': d e u x i h e  dimension. , . _ 
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Récemment, JEPPss0~(777) ,  u t i l i s a n t  l a  méthode d'ERIKSSON e t  ' #  % "3 
S&UIST (778) des Pm-dérivés dlEDMAN a obtenu l e s  r é s u l t a t s  que nous avons '. - T: 

. i~' rassemblés dans l e  tab leau  XXXIII (p .  182).  On v o i t  que, à c a t é  de l a  v a l i n e ,  . J 
, ,,+ 

d ' a u t r e s  ac ides  aminés ont é t é  c a r a c t é r i s é s ,  en propor t  ion moindre, en posi-  . 
' . 1  

t i o n  N-terminale. Selon c e t  au teur ,  c e s  r é s u l t a t s  s ' e x p l i q u e r a i e n t  s o i t  p a r  . - 1 

. ,  
l a  présence d '  impuretés pro té iques ,  s o i t  par  l ' e x i s t e n c e ,  dans l a  t r a n s f e r -  . , : 

. - ,A 

r i n e ,  de t r è s  cour tescha înes  pept id iques .  Un r é s u l t a t  analogue a  é t é  obtenu '- J 
-1 ' 
-7' ' 

par  AISEN (779) q u i  a t rouvé,  pour une t r a n s f e r r i n e  préparée à p a r t i r  de  l a  . 4, 
1 

' % +  

f r a c t i o n  IV-7 de COHN, l e s  propor t  ions su ivantes  d'amino-ac ides  N-terminaux : 
, :; 

v a l i n e  0,gl  e t  a c i d e  a s p a r t i q u e  0,15. 

b  - La l a c t o t r a n s f e r r i n e  ne poss&de pas d ' a c i d e  aminé en p o s i t i o  

NH t e rmina le .  Ce r é s u l t a t  q u i  n ' a  reGu, jusqu 'à  p r é s e n t ,  l a  confirmation 2 
d'aucun a u t r e  au teur ,  implique que l a  fonc t ion  amine du ou des ac ides  amin 

N-terminaux e s t  bloquée. 

2  - AMINO-ACIDES C-TERMINAUX 

a - L 'app l i ca t ion  à l a  t r a n s f e r r i n e  de  l a  méthode d 'hydrazinolys 

l i b è r e ,  pour une masse molécula i re  de 76.000,0,72 r é s i d u  de p ro l ine ,  0 ,80 

r é s i d u  de g lycoco l l e  e t  0 ,32 r é s i d u  de s é r i n e  (Tableau XXXIV ; p. 

r é s u l t a t  o r i g i n a l ,  qu i ,  l u i  a u s s i ,  n 'a  pas encore reçu  l a  confirmation d'au- 1 .  

t r e s  au teurs ,  e s t  en faveur de l ' e x i s t e n c e  de t r o i s  chaînes pep t id  

l a  t rans  f e r r  i n e  . 
b - L 'app l i ca t ion  du même procéd6 à l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

que 1 rés idu  de  g lycoco l l e  et 0 , 6  r é s idu  de s é r i n e  son t  en p o s i t i  

t e rmina le  (Tableau XXXIV ; p.  183) .  Ce r é s u l t a t  q u i  réclame des con£ irma- , '  

t i o n s  f u t u r e s  am&ne à l a  conclus ion  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  f  

moins 2 chaînes pept  idiques . 

III - CONCLUSIONS 

Les conckisions auxquel les  nous conduisent  n o t r e  é tude  s u r  l a  d é t e r -  

minat ion des amino-acides C e t  N-terminaux dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dans l a  - +.. 

l a c t o t r a n s f e r r i n e  sont  l e s  su ivan te s  : 



Tableau XXXIII 

Ac ides  aminés N-terminaux de d i f f é r e n t s  é c h a n t i l l o n s  de t r a n s f e r r i n e  

humaine (d' après  JEPPSSON) (784) . 

(+) Pour une masse molécula i re  de 88 .O00 

$ 
i 

Rés idus 

d ' ac ides  aminés (+) 

--- 

Acide a spa r t i que  

Glycocol le  

Sér  i ne  

Val i ne  

Tr ans f e r r  i n e  

Kab i 

O, 10 

O ,  12 

O, 10 

O,E6 

Trans f e r r i n e  Behringwerke 

Echant i l l o n  1 Echant i l l o n  2 I 
- -a-- 

O, 20 

- 
- 

0,83 

0,15 

O, 10 

0 ,93  



Tab 1 eau XXXIV 

Acides aminés C-terminaux de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaines (+) 

(+) Les r é s u l t a t s  sont  exprimés en r é s idus  d 'ac ides  aminés 

par mole de p r o t e i d e  de masse molécula i re  76.000. 

- .  --- 

Ac ides  aminés 

Glycocolle 

P r  O 1 ine  

Sérine 

Alanine 

. 

TRANSFERRINE 

0,80 

0,72 

O, 32 

t r a c e s  

LACTOTRANSFERRINE 

1 

0,60 

t r a c e s  

1 



1 - La détermination des groupements N-terminaux e t  C-terminaux in t rodu i t  

une nouvelle  discrimination e n t r e  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

En e f f e t ,  l a  na ture  e t  l e  nombre des acides aminés en pos i t ion  C-terminale 

sont  d i f f é r e n t s  dans l e s  deux proté ides  comme l ' i l l u s t r e  l e  tableau XXXIV ; 

(p. 183). En outre,  un amino-acide N-terminal : l a  v a l i n e  a été c a r a c t é r i s é  

dans l a  t r a n s f e r r i n c  tandis  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  en e s t  dépourvue. 

2 - En nous fondant s u r  l a  détermination des groupements C-terminaux de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  nous parvenons à l a  conclusion q u ' e l l e  possEde deux chaP- 

nes peptidiques avec l e  g lycocol le  et l a  cGrine en pos i t ion  C-terminale. 

3 - D'après l e s  r é s u l t a t s  fournis  par l 'hydrazinolyse,  l a  t r a n s f e r r i n e  pos- 

s e d e r a i t  2 à 3 chalnes pept id iques .  Ainsi  s e r a i t  confirmé des r é s u l t a t s  ré- 

cemment obtenus par ~ E P P s s o ~ ( 7 8 5 )  q u i  a  montré que l a  rupture  des ponts 

d i s u l f u r e  de l a  t r a n s f e r r i n e  conduisa i t  à l a  formation de deux sous-unités  

de même masse moléculaire. 

3 - "FINGER-PRINTING" DES HY DROLYSATS PROTEINASIQUES 

DE LA TRANSFERRINE ET DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Nous avons abordé l ' é t u d e  comparée cle l a  s t r u c t u r e  de l a  f r a c t i o n  

protéique de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  en appliquant,  dans 

son pr inc ipe ,  l e  procédé de "f inger-print ing" d1INGRAM,dans l e  but, d'une 

pa r t ,  de c a r a c t é r i s e r  des s6quences peptidiqucs spéci f iques  de l ' un  e t  de 

l ' a u t r e  des glycoprotéides e t  de p réc i se r ,  d ' au t re  pa r t ,  l e s  meil leures 

condi t ions  d'hydrolyse protéas ique  à appliquer à ces  derniers  pour o b t e n i r  

des glycopeptides de composition s  implc des t inés  à 1 'explorat ion du point  

d ' a t t ache  du glycanne su r  l a  proté ine .  

1 - METHODES 

Les enzymes suivants  ont  é t é  u t i l i s é s  : t ryps ine  (EC 3.4.4.4) ; 

chymotrypsine (EC 3.4.4.5) ; pepsine (EC 3.4.4.1) ; papaïne (EC 3.4.4.10) ; 

pronase de NOMOTO et  NARAHASHI (786). 



Les hydrolyses  ont  é t é  e f f ec tuées  

a - s u r  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  s u r  l a  l s c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e s  en f e r  

b - s u r  les apoprotgines  ( v o i r  p.135) 
c - s u r  les apo-as ia lopro té ides  obtenus par  hydrolyse s u l f u r i q u e  ménagée 

( S 0 ~ 1 7 ~  0,01 iT ; 0°C ; 1 h pour l a  i a ï ~ o t - z - a n c i c r r i n e  e t  SO B O , i  L! 2 30°C ; 
4 2 

1 h pour la  z ra ï i s fe r r ine)  , 

1 - HYDROLYSES PROTEINASIQUES 

Les hydrolyses  enzymatiques on t  é t é  e f f ec tuées  dans des condi t ions  

s t r i c t e m e n t  dGterminées a f i n  que l e s  r é s u l t a t s  s o i e n t  r ep roduc t ib l e s  e t  com- 

pa rab l e s .  

Hydrolyse t ryps ique  : 

Nous avons appl iqué l e  procéd6 de HIRS, MOORE e t  STEIN (787) : 

A 20 mg dc prot&ides en s o l u t i o n  dans 5 m l  de tampon phosphate 

0 , l  M de pH 7,8,  on a j o u t e  80  pl d'une s o l u t i o n  de t r y p s i n e  (10 mg de 

t r y p s i n e  dans 2  m l  d ' a c ide  ch lorhydr ique  ~ / 1 6  (Rapport enzyme / s u b s t r a t  . 

1/50). Le mélange, a j u s t é  à pH 8,5 avec dc l a  soude normale, e s t  addi t ion-  

né d 'une g o u t t e  de chloroforme e t  maintenu 3 37OC, pendant 24 h. Au cours  de 

l ' hyd ro lyse ,  pour compenser l a  p e r t e  d ' a c t i v i t é  de l 'enzyme pa r  au to lyse ,  

on r a j o u t e  des q u z n t i t é s  d e  80  pl de 13 s o l u t i o n  de t r y p s i n e  après  4 e t  8 h  

d  'hydrolyse . 
b - Hydrolyse pepsiquc 

Les cond i t i ons  de pH de l ' h y d r o l y s e  pepsique nous on t  condui te  à 

exphrimenter uniqucmcnt s u r  l e s  apo-protéides  dont l e s  complexes f e r r i q u e s  

sont  d i s s o c i é s .  Nous avons appl iqué  l e  procéd4 de SANGER e t  THIMPSON (788) : 

A 20 mg de p ro t é ides  en s o l u t i o n  dans 5 m l  d ' a c i d e  ch lorhydr ique  

0,01 N,  on a j o u t e  1 mg de pepsine c r i s t a l l i s é e  e t  une g o u t t e  de to luène .  

Les s o l u t i o n s  sont  maintenues B 37'C pendant 24 h .  

c  - Hydrolyse chymotrypsique 

Le mode o p é r a t o i r e  e s t  i den t ique  9 c e l u i  de  l ' h y d r c l y s e  t ryps ique  

b la  d i f f c r c n c e  p r 2 s  que l e  r a p p x t  enzyme s u b s t r a t  est de 1/100. 



i - Hydrolyse papa'inique 

L'hydrolyse papa'inique des p ro t é ides  a é t é  r é a l i s é e  se lon  l e  mode 

o p é r a t o i r e  dc MARGOLIASH e t  c o l l .  (789) : 

A 20 mg de p ro t é ides  en s o l u t i o n  dans 4,5 m l  de tampon a c é t a t e  de  

sodium 0,05 M de pH 6,2, on a jou te  0 , s  m l  d 'une s o l u t i o n  de cyanure de  

sodium à 0,05 g p. 100 m l  de l a  s o l u t i o n  d ' a c é t a t e  e t  de papaYne c r i s t a l l i s é e  

( r appor t  enzyme / s u b s t r a t  : 1 à 5/100). Les s o l u t i o n s ,  addi t ionnées d'une 

g o u t t e  de toluène,  sont  maintenues à 37'C pendant 24 h.  

' e - Hydrolyse pronasique 

Les p ro t é ides  ont  Bté hydrolysés  par  l a  pronase su ivant  l a  mé- 

thode de Y-UlhSHINA e t  c o l l  . (790) : 

A 25 mg de p r o t é i d e  en s o l u t i o n  dans 4 , s  m l  d ' a c é t a t e  de calcium 

0 ,01  M, on a j o u t e  0 , 5  m l  d 'une s o l u t i o n  de pronasc (10 mg dans 10 m l  de tam- 

pon) ( rappor t  enzyme / s u b s t r a t  1 /50) .  La  s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  a j u s t é e  à 
I 

pH 8 avec de l a  soude 1 N ,  addi t ionnée  d 'une g o u t t e  de to luene  e t  main- 

tenue à 37°C pendant 24 h. 

ELECTRO-CHROMATOGRAPHIE BIDIMENSIONNELLE 

Nous avons appl iqué  l e  mode o p é r a t o i r e  de  BISERTE et C O L I .  (790a) 

Des volumes d 'hydro lysa ts  correspondant à 1 mg dc p r o t é i d e  s o n t  

déposés en p lus i eu r s  add i t i ons  de lO0p. l  s u r  des f e u i l l e s  de pap ie r  Whatman 

no 3 e t  soumis B une électro-chromatographie bidimensionnel le  e f f e c t u é e  

dans l e s  condi t ions  su ivan te s  : 

- Electrophorese dans l e  tampon de MICHL (791) : pyr id ine  / a c i d  

acé t ique  / eau (3:10:387) r é a l i s é e  dans des cuves d 'é lectro-rhéophorèse 

"en t o i t " ,  sous une t ens ion  de 10 ~ / c m ,  pendant 18 h.  Après séchage, l e s  

électrophorégrammes sont  soumis à l a  chromatographie : 

- Chromatographie descendante dans l e  système-solvant n-butanol/  

ac i de  a c é t  ique/eriu (4: 1 : 51, pendant 18 h .  



Après séchage, l e s  papiers  sont  imbibgs, par  trempage, d'une so- 

l u t i o n  de ninhydrine à 1 g p. 100 (ninhydrine 10 g ; acétone 960 m l  ; acide  

acét ique  40 ml) e t  maintenus pendant 10 mn exuctement dans une é tuve  à 100°C. 

II - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus peuvent ê t r e  résum6s de l a  

manière su ivante  : 

1 - Le f e r  complexé aux t r ans fe r r ines  inhibc l 'hydrolyse par l a  t ryps ine  

(Fig .  30 ; p. 188) et  par l a  chymotrypsine. Il r a l e n t i t  fortement l ' a c t i -  

v i t é  de l a  papaïne e t  faiblement c e l l e  de l a  pronase. Dans l e  cas  de l a  

pepsine, il e s t  sans ac t ion ,  c a r ,  dans l e s  condi t ions  de l 'hydrolyse  (pH 2) 

l e s  complexes f  er-tram ferrine sont  d issoci6s .  

2 - La présence de l ' a c i d e  s i a l i q u e  ne semble pas avoi r  d ' inf luence  s u r  

l ' z c t i v i t 6  des protéases .  

3 - Sauf dans l e  cas de l a  chymotrypsinc, l a  protéolyse  e s t  profonde c a r  

il n e  subs i s t e  plus,  s u r  l e s  électrochromatogrammes, de tache correspon- 

dant aux t r ans f  e r r i n e s  in tac tes .  La dégradation l a  plus importante e s t  rSa- l 
l i s é e  par l a  pronase. Des r é s u l t a t s  identiques ont é t é  obtenus par  GOT ( 7 9 2 )  l 
avec l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

4 - Dans tous l e s  cas  d'hydrolyse protéinas ique, les "f inger-prints"  obtenus I 
par  électrochromatographie révèlent  l ' e x i s t e n c e  de nombreuses séquences pep- I 
t i d iques  spéci f iques  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  (Fig 31 ; 

p. 189). 

III - CONCLUSIONS 

L'étude comparée des produits  de l 'hydrolyse  par d i f f é r e n t s  en- I 
zymes protéolyt iques de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaines, I 
n a t  ives ou modifiées, nous conduit aux conclus ions suivantes : 



Figure 30 

w 
~lectrochromatogramme bidimensionnel d'un hydrolysat trypsique de 
ferro-lactotransferrine ElectrophorCse dans le sens horizonral : 1: " 

186) chromatographie dans le sens vertical (voir texte ; p. 
, ' .  '-4 
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I - La présence du f e r  dans l e s  t r a n s f e r r i n e s  s t a b i l i s e  l e u r s  molécules et  - . .'Tc 
; g j  

inh ibe  l e s  pro téases  e t  il e s t  n é c e s s a i r e  de  f a i r e  a g i r  ce s  de rn i è re s  s u r  r''i' 

l e s  apoprotéides.  L 'é l imina t ion  de l ' a c i d e  s i a l i q u e  n 'améliore pas l a  pro- ' 

t éo lyse .  Ce r é s u l t a t  est en  faveur de 11hypoth6se de l ' i n t e r v e n t i o n  du f e r  

complexé aux t r a n s f e r r i n e s  dans l e s  s t r u c t u r e s  secondai re  e t  t e r t i a i r e  d e  

c e s  de rn i è re s .  AZBBf et FEENEY (793) parviennent  à l n  même conclus ion  à 

propos de l a  conalbumine e t  de  l a  t r a n s f e r r i n e .  

2 - L'hydrolyse pronasique r ep ré sen te  l e  procédé d e  choix  pour r é a l i s e r  un 

hydrolyse profonde de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  en vue df  

s o l e r  des g lycopro t ides  s imples .  Appliquée à Sz! t r a n s f e r r i n e ,  e l l e  nous a 

permis de déterminer l e s  modal i tés  de l a  l i a i s o n  glycanne-protéine dans ae . 

glycoproté ide  (vo i r  p. 195).  

3 - L'exis tence  de séquences pept idiques d i f f é r e n t e s  dans l e s  hydro lysa ts  

pro téas iques  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  r évè l ées  par  1 

méthode de  "f inger-print  ing" , démontre que l e s  s t r u c t u r e s  des f r a c t i o n s  

pro té iques  des deux g lycopro té ides  sont  b ien  d i s t i n c t e s .  

4 - CONCLUSIONS GENERALES DE L'ETUDE DE LA FRACTION PROTEIQ 

DE Ui TFSLNSFERRINE ET DE LA LACTOTWSFERRINE 

Les conclusions généra les  que nous pouvons t i r e r  de n o t r e  é 

de l a  f r a c t i o n  p ro t é ique  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n  

l e s  su ivantes  : 

1 - Les compositions en ac ides  aminés des deux p ro t é ides  sont  t r è s  nettemen 

d i £  f é r e n t e s .  

2 - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus s t a t i s t i q u e m e n t  à propos de l a  com- 

p o s i t i o n  en amino-acides de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  CO 

f i rment  ou ont Bt6 confirmés par  d ' a u t r e s  au t eu r s .  I ls peuvent donc ê t r e  '.I 

cons idérés  comme d é f i n i t  i f s ,  t o u t  au moins en ce q u i  concertit l a  composition 

centés imale  des p ro t é ides .  En e f f e t ,  l e s  va l eu r s  de masse molécula i re  de  c e s  

d e r n i e r s  demandcnt encore à ê t r e  v é r i f i é e s .  



3 - La nature  des amino-acides N e t  C-terminaux est d i f f é r e n t e  dans l e s  

deux proté ides .  En e f f e t ,  l a  t r a n s f e r r i n e  possède l a  va l ine  en pos i t ion  

N-terminale e t  l e  glycocolle ,  l a  p ro l ine  e t  l a  s é r i n e  en pos i t ion  C-termi- 

na le .  La l a c t o t r a n s f c r r i n e  n ' a  pas d'amino-acides NH2-terminaux, mais pos- 

sède l e  g lycocol le  e t  l a  s é r i n e  en pos i t ion  C-terminale. 

4 -.Ces r é s u l t a t s ,  associés h ceux de JEPPSSON (794) pour l a  t r a n s f e r r i n e  

imQliquent l ' ex ie tence  de 2 h 3 chokies polypeptidiqueo dans l a  t r a n s f e r r i n e  

e t  de 2 chatnos dans l a  l ac to t rans fe r r ine .  

5 - Les s t r u c t u r e s  primaires des deux protéides son t  d i f f6 ren tes .  En e f f e t ,  

il apparaPt s u r  l e s  électro-chromatograrmnes, bidimensionnels des hydroly- 

s a t s  proté inas  iques de l a  t r a n s f e r r i n e  et  de l a  l ac to t rans f  err ine des 

ol igopept  ides spécif iques œ q u i  implique 1 'exis tence  de séquences pept id i -  

ques d i f f é r e n t e s .  

6 - La r é s i s t a n c e  des métal loprotéides à l ' a c t i o n  dcs prot6inases que nous 

avons mise en évidence, associée  à 1 'observation que l a  f i x a t i o n  du f e r  s u r  

l e s  proté ides  modifie profondément l e  pouvoir r o t a t o i r e  spéci f ique  de ces  

de rn ie r s  (vo i r  p.1311, nous permet de conclure que l e s  2 atomes de f e r ,  en 

s e  f i x a n t  s u r  l e s  s i t e s  spéci f  iques des prot&ides,  interviennent  dans l a  

détermination de l a  s t r u c t u r e  secondaire e t  t e r t i a i r e  de ces  composés. 



f~ l a  s u i t c  des t ravaux de YWSHINA e t  c o l l .  s u r  l 'orosomucoïde 

e t  s u r  l 'ovalbumine, d'une p a r t ,  et de  PIGMAN e t  de GOTTSCHALK s u r  l e s  mu- 

c ines  sous-maxi l la i res ,  d ' a u t r e  p a r t ,  on a démontré que, dans de  nombreuses 

g lycopro té ines ,  les f r a c t i o n s  glycanniqucs é t a i e n t  a t t achées  aux chaînes pep- 

t i d iques  par  deux types pr inc ipaux de l i a i s o n s  : 

ETUDE COMPAREE 

DES 

MODALITES DE L 'ATTACHE 

GLYCANNE-PROTIDE 

DANS LA TRANSFERRINE 

ET DANS LA LACTOTRANSFERRINE 

- l i a i s o n s  de type  glycosylamine 

- l i a i s o n s  de type O-glycosidique 

r 

1 - LIAISONS GLYCOSYLAMINIQUES 

Dans de nombreux g lycopro té ides  d ' o r ig ine  animale, l e  groupement 

glycannique e t  l a  f r a c t i o n  p r o t i d i q u e  s o n t  un i s  par  une l i a i s o n  glycosylami- 

nique formée par l a  conjugaison du groupement réducteur  d e  l a  N-acétyl-glu- 

cosamine e t  de l a  fonc t ion  f3 amidée de l 'asparagine .Le chaînon q u i  u n i t  l e  

glycanne e t  l a  p r o t é i n e  a é t é  i d e n t i f i é  au 2-acétamido-1-f3-(L-aspartamido)- 

1,2-désoxy-D-glucose ou 1-N-(f3-asparty1)- 1,2-didéoxy-2-acétamido-glucosy- 

lamine (F ig .  32 ; p ,  193 ). 

Ce type de l i a i s o n  a é t é  c a r a c t é r i s é ,  sans ambiguïté,  dans l e s  

g lycopro té ides  s u i v a n t s  : l 'ovalbumine, l 'orosomucoïde, l'ovomucoYde, l e s  

g lobul ines  yG du sérum humain, du sérum bovin e t  du colostrum de  Vache, l e  

f ibr inogène .  

En o u t r c , s a i e x i s t e n c e  est posée en hypothèse dans l e s  glycopro- 

t b ines  su ivan te s  : haptoglobul ine,  Taka-amylase A, g lobu l ines  yA du sérum 

de myélomûteux e t  du l a i t  de  Femme ; cérul4oplasmine ; thyroglobul ine  ; 

albumine d e  1 'Orge ; h6magglut i n i n c  du Har ico t .  



Figure 32 

Figure 33 

R = H : s é r i n e  

R = CH3 : thréonine 



2 - LIAISONS O-GLYCOSIDIQUES 

Dans de nombreux glycoprot(rides, l a  fonction réduc t r i c e  dc 1 'ose 

terminal du glycanne e s t  conjuguée avec l a  fonction a lcool ique  d'un hydroxy- 

amino-ac ide  de l a  chaîne  pept idique ( sé r ine ,  thréonine, hydroxylys ine  ou hy- 

droxyprolinei Ce type de l i a i s o n  (Fig. 33 ; p. 193) a d t é  m i s  en évidence 

dans l e s  glycoprotides su ivants  : 

1 - Mucines sous-maxillaires. Dans l e s  mucines sous-maxillaires, des l i a i s o n s  

O-thréonyl ou O-séryl-N-acétylgalactosminides ont é t é  mises en évidence. 

2 - Glycosylamino-glyctinnes de l a  substance fondamentale, Dans les mucopo- 

lyosides ac ides  de l a  substance fondamentale, l e  glycanne e s t  a t t aché  au 

prot ide  par  une 1 inison O-séryl-xylos id ique  : héparine, acides chondroït ine- 

su1 fur  iques . 
3 - Substances de groupes sanguins : l i a i s o n s  O-séryl e t  0-thréonyl-N-acétyl- 

galactosaminidiqucs. 

4 - Tropocollagène dans lequel  l e  ga lac tose  e s t  conjugué à l a  fonction hy- 

droxylée de l 'hydroxylysine.  

5 - Glycoprotéines de l a  membrane basa le  glomérulaire où une l i a i s o n  a- 

glucosido-l, 2-p-ga1actosi.de de l 'hydroxylys ine  a é t é  c a r a c t é r i s é e .  

6 - Globulines yA i s o l é e  du sérum de my6lomateux e t  du l a i t  de Femme, Qui 

renferment dcs l i a i s o n s  O - d r y 1  e t  O-thréonpl-N-acétyl-galactosarninides. 

7 - Globulines yG du l a p i n  dont une "chaîne lourde" por te  un rés idu  de 

N-acétylgalactosamine l i é  B un rés idu  de thréonine. 

8 - "Extensine" glycoprotéide végétal  e x t r a i t  de l a  Tomate dans lequel 

ex i s t en t  des 1 iaisons O-hydroxy-prolyl de 1 ' arabinose. 

Nous nous sommes a t tachée  à rechercher dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  

dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  ces  deux types de l i a i s o n s  q u i  sont  les plus ré-  

pandues dans l c  règne animal. 



Les procédés que nous avons appl iqués sont  e s sen t i e l l emen t  fondés 

s u r  1 'hydrolyse ac ide ménagée des glyco-amino-ac ides  (+) ou de l e u r s  dér ivés ,  

d e s t i n é s  à pa rven i r  jusqu '  au poin t  d ' a t t ache  lui-même, c o n s t i t u é  pa r  1 'assoc ia-  

t i o n  de l l o s e  e t  de l l a c i d e  aminé impliqués dans l a  l i a i s o n  glycanne-protêine. 

Leur appl i c a t  ion  exige donc de dégrader prof ondément l a  f r a c t i o n  

p ro t é ique  de manière à pa rven i r  l e  p lus  près  poss ib l e  des po in t s  d ' a t t ache .  

Nous envisagerons donc successivemenG l e s  probl6mes su ivan t s  : 

1 - Hydrolyse pro téas ique  e t  isolement des glycopept ides  

2 - Détermination de l a  composition des glycopept ides  

3 - Détermination des s6quences pept  id iques  dans l e s  glycopept i des  

4 - Détermination des modal i tés  de  l a  l i a i s o n  glycanne-peptide. 

1 - DESCRIPTION DES METHODES 

1 - HYDROLYSE PRONASIQUE ET ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIRES 

A- HYDROLYSE PRONASIQUE 

1' - Pr inc ipe  

Nous avons appl iqué,  dans ses grandes l i gnes ,  l e  procédé que 

YAMASHINA e t  MAKINO ( 7 9 5 )  ont  appl iqué à 1 'ovalbumine en appor tan t ,  toute-  

f o i s ,  l e s  t r o i s  modi f ica t ions  su ivan te s  : 

a - Abandon d e  l a  s o l u t i o n  bora tée ,  employée pa r  l e s  au teurs  pour 

tamponner l e s  hydro lysa ts ,  e t  s t a b i l i s a t i o n  du pH à l ' a i d e  d'un pH-stat. 

b - Fixa t ion  de 1 ' ac ide  t r i c h l o r a c é t  ique, u t  i l i s 6  pour p u r i f i e r  

les hydro lysa ts ,  par un échangeur d 'anions,  en remplacement de 1 ' e x t r a c t i o n  

par  l ' é t h e r  s u l f u r i q u e  q u i  provoque des pe r t e s  s e n s i b l e s  de  rendement en 

glycopept ides .  

c - Applicat ion de 4 hydrolyses  pronasiques success ives  même lo r s -  

que l a  consommation de soude devient  n u l l e  à p a r t i r  du 35 hydrolysa t .  En 

e f f e t ,  l a  l i b é r a t i o n  des d e r n i e r s  amino-acides au vois inage  de l a  l i a i s o n  

glycanne-prot ide n ' e n t r a î n e  p lus  de consommation de soude pe rcep t ib l e .  

(4-1 NOUS désignons p a r  c e  terms, l e  produi t  dê  1s conjugaison d 'un ac ide  
amine avec un glycanne. 



2' - Mode o p é r a t o i r e  

A une s o l u t i o n  de 10 g d 'apo-as ia lo t ransfer r ine  (ou l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e )  ( v o i r  ~ . 1 4 2 )  dans 1 i i t r e  d ' a c é t a t e  de calcium 0 , l  M, on a j o u t e  

200 mg de Pronase (CALBIOCHEM). L 'hydrolyse est e f f e c t u é e  à pH 8 e t  à 40°C, 

sous a g i t a t i o n ,  pendant 48 h  en présence de to luène .  Le pH e s t  maintenu cons- 

t a n t  pa r  l ' a d d i t i o n  de soude 0 , l  N c o n t r ô l é e  par  un t i t r a t e u r  autcmatique 

(pH-stat  TTTIC Radiometer) e t  l a  consommation de soude e s t  régul ièrement  

déterminée.  L 'hydrolysat  e s t  e n s u i t e  a j u s t é  à pH 4,5 avec de l ' a c i d e  ac4 t ique  

g l a c i a l ,  pu i s  concentré  à 20 m l  environ et t r a i t é  pa r  10 volumes d 'é thanol  

abso lu .  Le mélange e s t  maintenu pendant deux heures  ZI l a  température  du lnbo- 

r a t o i r e ,  pu is  à 2°C pendant 18 heures .  Le p r é c i p i t é  q u i  s' est formé e s t  re- 

c u e i l l i  par  c e n t r i f u g a t i o n ,  d i ssous  dans 500 m l  d ' a c é t a t e  de calcium 0,01 M 

e t  soumis à une nouvel le  hydro lyse  pronasique dans l e s  cond i t  ions d é c r i t e s  

c i -dessus .  C e  p ro tocole  expérimental  e s t  r épé t é  encore deux f o i s  (+), à l a  

d i f f é r e n c e  p rè s  que l e  p r é c i p i t é  obtenu B p a r t i r  du 4è hydro lysa t  est sou- 

m i s  à une p u r i f i c a t i o n  s e l o n  l e  mode o p é r a t o i r e  d é c r i t  c i -dessous.  Ce p r é c i -  

p i t é  r ep ré sen t e  l a  " f r a c t i o n  g lycopept id ique  t o t a l e "  (FGT). 

B - PURIFICATION ET ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES 

1" - Pr inc ipe  

Les glycopept i d e s  son t  débar rassés  de 1 ' ac ide  t r i c h l o r a c é t  ique e t  

d 'une  p a r t i e  des pept ides  pa r  un passage s u r  échangeurs de c a t i o n s  e t  d ' an ions .  

I ls son t  e n s u i t e  p u r i f i é s  par  chromatographie s u r  Sephadex q u i  é l imine  

encore des pep t ides .  En o u t r e ,  c e r t a i n s  g lycopept ides  ont  é t é  i s o l é s  e t  pu- 

r i f i é s  par  é l ec t rophorèse  p répa ra t  ive .  

2" - Mode o p é r a t o i r e  

a  - P u r i f i c a t i o n  s u r  échangeurs d ' i ons  

La f r a c t i o n  FGT e s t  d i s s o u t e  dans 50 m l  d ' eau  d i s t i l l é e  e t  l a  so lu -  

t ion obtenue e s t  add i t  ionnée d 'un volume éga l  d 'une s o l u t  ion aqueuse d '  ac  i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e  à 10 g p. 100 m l .  

(+) Fréquemment, à p a r t i r  de l a  35 p r é c i p i t a t i o n  é thanol ique ,  l e  mélange se  
g é l i f i e  e t  il e s t  n é c e s s a i r e  d ' a j o u t e r  un volume d ' é t h e r  s u l f u r i q u e  pour sé- 
dimenter l e  p r é c i p i t é  pa r  c e n t r i f u g a t i o n .  



Le p r é c i p i t é  formé e s t  é l iminé  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  après  un repos 

de  18 h,  à 2 ° C .  La s o l u t i o n  surnageante  est p u r i f i é e  par  un passage succes s i f  

s u r  des colonnes (2 x 35 cm), d 'échangcurs de c a t i o n s  (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 

25-50 ; forme a c i d e ) ,  p u i s  d ' an ions  (Duo l i t e  A-102-D ; "mesh" 25-50 ; forme 

formiate) .  Le l i q u i d e  e f f l u e n t ,  auquel on j o i n t  les eaux de lavage  des colon- 

nes  ( 1  l i t r e ) ,  est concent ré  à 20 m l ,  dans un évaporateur  r o t a t i f .  Les glyco- 

pep t ides  son t  i s o l 6 s  par  l ' a d d i t i o n  de 10 volumes d 'é thanol  absolu.  C e  p r éc i -  

p i t é  r ep ré sen t e  12 " f r a c t i o n  glycopept i d ique  échangeurs d '  ions" (FGEI) . 
b - P u r i f i c a t i o n  par  chromatographie s u r  g e l  de dextranne 

La f r a c t i o n  PGEI e s t  débar rassée  des pept ides  q u i  n ' on t  pas  é t é  

r e t enus  par  les échangeurs d ' i ons ,  par  une chromatographie s u r  colonne 

(2 x 35 cm) de g e l  de Sephadex G-25. La q u a n t i t é  de p r é c i p i t é  chromatogra- 

ph i é  e s t  de l ' o r d r e  de 400 mg e t  l e  déplacement des composés est e f f e c t u é  

avec de l ' e a u  d i s t i l l é e .  Le repérage  des c o n s t i t u a n t s  p r é sen t s  dans l ' e f  f l u -  

en t  est r é a l i s é  en dosant l e s  g luc ides  par  l a  méthode co lo r imé t r ique  au 

phénol -su l fur ique  de DUBOIS et a l .  (796) e t  l e s  p r o t i d e s  par  l e  procédé à 

l a  ninhydrine de  MOORE e t  STEIN. On o b t i e n t ,  de c e t t e  manigre, une f r a c t i o n  

e n r i c h i e  en g lycopept ides  . Il s ' a g i t  de l a  "Frac t ion  g lycopept id ique  Se- 

phadex" (FGS). 

c - P u r i f i c a t i o n  pa r  cl~ro_matographie s u r  p a p i e r  : 

Les de rn i è r e s  t r a c e s  de pept ides  son t  é l iminées par  chromatogra- 

p h i e  s u r  pôpier  MN 807 dans l e  sys  tèmc-solvant 5-butanol /ac  i d e  formique/eau 

(75:15:10). 

d- Fractionnement par  électrophorèse p r é p a r a t i v e  s u r  papie r  

Ce r t a ines  f r a c t i o n s  sont  soumises à l ' é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  

s u r  papie r  MN 807, exempt d ' ac ides  aminés, dans l e s  condi t ions  expérimenta- 

l e s  su ivan te s  : 

- pH 3,9 (tanpon de MICHL) (797) : pyr id ine / ac ide  acé t ique /eau  

(3: 10: 387). 

OU pH 2,4 : ac ide  acé t ique  1 N 

- 12 V/cm, pendant 18 h, dans des cuves d161ectro-rhEophorèse "en 

t o i t " .  



II - COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE DES GLYCOPEPTIDES 

A - COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES 

L a  composition cen t é s  imale des glycopept i de s  en g luc  ides  a  é t é  

déterminée pa r  l ' a p p l i c a t i o n  des procédés c l a s s i q u e s  de dosage co lo r imé t r i -  

que des g luc ides  ( v o i r  p. 135) : 

- Les hexoses "neutres"  par  l a  méthode 21 l ' o r c i n o l  s u l f u r i q u e  de 

TILLMANS e t  PHILIPPI (798),  modi f iée  par  RIMINGTON (799) ; 

- L a  glucosamine, par  l a  méthode d'ELSON e t  MORGAN (8001, modif iée  

par  BELCHER, NUTTEN e t  SAMBROOK (801), ap rè s  une hydrolyse de  4 h ,  par  HC1 4 N 

r e d i s t i l l é ,  en tube s c e l l é  sous v ide , e t  pa r  chromatographie à l 'Auto-analyseur  

Techn icon . 
B - COMPOSITION MOLAIRE 

Les r appor t s  molaires  des c o n s t i t u a n t s  des g lycopept ides  ont  é t é  

d e t e m i n ê s  en dosant l e s  oses e t  l e s  ac ides  aminés q u i  l e s  c o n s t i t u e n t .  Les 

r ê s u l t a t s  on t  e n s u i t e  é t é  exprimés s u r  l a  base du nombre de r é s i d u s  de gluco- 

samine p ré sen t s  dans les g lycopro té ines  n a t i v e s  (8 dans l a  t r a n s f e r r i n e  ; 10 

dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ) .  La glucosamine é t a n t ,  en e f f e t ,  p r é sen t e  dans les 

hydro lysa ts  de glycopept ides ,  s e r t  de1'témoin in te rne"  s u r  les diagrammes de 

l 'Auto-analyseur Technicon. 

1 - I d e n t i f i c a t i o n  e t  dosage des oses  

cl - La composition mo la i r e  des glycopept ides  en oses  "neutres1'  a  

é t é  déterminée par  chromatographie q u a n t i t a t i v e  s u r  pap i e r  en appl iquant  l e s  

modes o p é r a t o i r e s  d 6 c r i t s  2i l a  pagel&7(hydrolyse par  HC1 1 , 5  N ,  à 100°C, pen- 

dant 1 ,5  h  ; p u r i f i c a t i o n  des hyd ro lysa t s  s u r  échangeurs d ' i ons  ; chromatogra- 

ph i e  q u a n t i t a t i v e  des oses "neut res"  s u r  p a p i e r  s e lon  l e  procédé de DATE (802) 

modi f ié ) .  

f3 - La glucosamine a é t é  dosée, en même temps que l e s  ac ides  aminés, 

à l 'Auto-analyseur  Tcchnicon, su ivan t  l e  mode o p é r a t o i r e  dGcr i t  c i -dcssous e t  

s u r  l a  base de  l a  ccnpos i t i on  cen tés imale .  



2 - I d e n t i f i c a t i o n  et dosage des ac ides  aminés 

Les ac ides  aminés ( e t  l a  glucosamine) ont é t é  dosés  par  chromato- 

graphie  à l 'Auto-analyseur  Technicon (colonne de 0 , 6  x 150 c m  ou 0 , 6  x 65 cm) 

se lon  l e  procédé géné ra l  de PIEZ e t  MûRRIS (803),  en u t i l i s a n t  les systèmes- 

tampons de MONSIGNY (804) q u i  on t  é t é  adaptCs B l ' a n a l y s e  des glycopept ides  

e t  q u i  amél ioren t  considérablement l a  s é p a r a t i o n  e t  l e  dosage des c o n s t i -  

t uan t s  de c e s  d e r n i e r s .  

III - DETERMINATION DE LA STRUCTURE DE LA FRACTION 

PEPTIDIQUE DES GLYCOPEPTIDES 

IDENTIFICATION DES ACIDES AMINE3 C-TERMIMUX - - 

Les ac ides  aminés C-terminaux des glyçopept ides ,  comme dans l e  

c a s  des glycoprotéines n a t i v e s  ont  é t 6  i d e n t i f i é s  par  v o i e  enzymatique e t  

pa r  vo i e  chimique, L c s  p ro tocoles  exp4rimcntaux sont: i den t iques  à ceux 

nous avons d e c r i t s  p l u s  haut ( v o i r  p.1261, à l a  d i f f é r e n c e  p r è s  que les 

q u a n t i t e s  de g lycopcpt ides  sont  r é d u i t e s  à 20 mg. 

B - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERMINLIUX - -  . - - - -  -- 

Les ac ides  aminés en ~ o s  it i ~ n  N-terminale dans les glycopept ides 

on t  é t e  i d e n t i f i é s  pa r  19s procédés s u i v a n t s  : 

1' - Action d e  l a  leucine-aminopept i da se  

2 - DinitrophCnylat ion 

3 - Dégrzdat ion d'EDWIN 

1 - Actim d c  Ia  l e u c i n e - m i - M & Q e  *..-- -- ,--- -" -- 
L 'hydro lyse  des glycoprot  i de s  par  l a  l e u ~  i n e  aminopeptidauc (SIG- 

MA) a et& e f f e c t u é e  su ivan t  l e  mode o p é r a t o i r e  de TAKAUSHI (805).  Les ac ides  

aminés &ventuellement l i b é r é s  ont  é t é  recherchés s o i t  par  chromatographie B 

1 'Auto-analyseur Technicon, s o i t  par  les  proc6dés c l a s s i q u e s  d '  ana lyse  chro- 

matographique e t  é l ec t rophoré t iquc  s u r  papie r  p réconisés  p a r  BISERTE, DAU- 

TREVAUX e t  BOULANGER ( 8 0 6 ) .  En o u t r e ,  l a  composition du g lycopept ide  r é s i -  

duel a étc? déterminée pa r  l ' a p p l i c a t i o n  des procédés que nous avons d é c r i t s  

p lus  haut .  



Protocole  e x ~ é r i m e n t c l  de l ' h v d r o l v s e  

50 mg de g lycopept ide  sont  d i ssous  dans 5 m l  d 'un tampon tr is  

0,05 M de pH 8 ,5 ,  contenant  0 ,005 M de ch lo ru re  de magnésuim. 5 mg de leu- 

cine-aminopeptidnse sont  a j o u t é s  à l a  s o l u t i o n  q u i  est maintenue Z i  37' pen- 

dant  48 heu re s ,  en présence d 'une  g o u t t e  de to luène .  L 'hydrolyse enzymatique 

e s t  pou r su iv i e  par  add i t i on  de nouvel les  q u a n t i t é s  d'enzyme ju squ là  l i b é r a -  

t ion t o t a l e  des ac ides  aminés N-terminaux. 

Les ac ides  aminés l i b r e s  son t  séparés  du glycopept  i d e  r é s i d u e l  

pa r  é l ec t rophorèsc  p r é p a r a t i v e  s u r  pap i e r  Macnerey Nage1 MN 803 dans l e  

tampon dfATFIELD de pH 1 ,5  : a c i d e  formique/acide acé t ique /eau  (5: 15:80) 

sous une t ens ion  de 10 V/cm pendant 4  h .  Les ac ides  aminés du glycopept ide 

r é s i d u e l  s o n t  i d e n t i f i é s  e t  dosés à l ' t lu to-analyseur  TECHNICON. 

2 - Dinitroph6nylaL ion 

a  - Pr inc ipe .  Ln recherche e t  l e  dosage des ac ides  aminés N-terminaux dans 

l e s  g lycopept ides  on t  é t é  e f f e c t u é s  en appl iquant ,  dans s e s  grandes l i gnes ,  

l e  procéd6 de  BLSERTE, HOLLEMAN e t  c o l l .  (867) que nous avons d é c r i t  B pro- 

pos des p r o t é i d e s .  Toutefo is ,  c e  procédS a  é t é  adapté  à l ' a n a l y s e  des DNP- 

g lycopept ides .  Les modi f ica t ions  po r t cn t  e s sen t i e l l emen t  1 " )  s u r  l a  méthode 

d '  isolement des DNP-glycopept i d e s  q u i  son t  inso lubles  dans l e s  so lvan t s  

organiques e t  2O) s u r  l n  n 6 c e s s i t 6  de doser  l e s  ac ides  aminés ncn d i n i t r o -  

phQnylés p r é s e n t s  dans l e s  hyd ro lysa t s  chlorhydriques des DNP-glycopeptides. 

b - Mode o p é r a t o i r e  

Din i t rophényla t  ion des g lycopro t  ides  

Le g lycopro t ide  (20 mg) e s t  d i ssous  dans 5  m l  d 'eau contenant  

500 mg de b icarbonate  de sodium. A c e t t c  s o l u t i o n ,  on a j o u t e  10 m l  d'une 

s o l u t i o n  é thano l ique  21 5 p. 100 (v:v) de fluoro-2,4-dinitrobenzène et l e  mé- 

lange e s t  a g i t é  pendunt 4h, à l ' o b s c u r i t é  e t  à l a  température  du l a b o r a t o i r e .  

On a j o u t e  a l o r s ,  à nouveau 500 mg de b icarbonate  de sodium e t  10 m l  de so- 

l u t  ion Qthanol ique  dc f luorodin i t robenz5ne  et l a  r é a c t i o n  e s t  prolongéc en- 

c o r e  pendant 24 h. 



B - Isolement des  DNP-glycoprotides 

Les s e l s  minéraux s o n t  é l iminés par  l ' a d d i t i o n  d ' é t h e r  su l fu r ique  

jusqu 'à  l ' a p p a r i t i o n  d'un louche. Après un repos d'une heure,  l e  p r é c i p i t é  

e s t  red issous  dans l a  q u a n t i t é  ininimale d'eau d i s t i l l é e .  La s o l u t i o n  obte- 

nue e s t  addi t ionnée  d'un volume d 'é thanol  nbsolu e t  les s e l s  minéraux sont  

de nouveau p r é c i p i t é s  pa r  1 ' é t h e r  su1 fur iquc .  Les deux s o l u t  ions surnagean- 

t e s  s o n t  réunies  e t  évaporées 2 s i c c i t é  sous vide,  3 l ' évapora t eu r  r o t a t i f .  

Le r é s i d u  e s t  r e p r i s  par  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l a  s o l u t i o n  obtenue e s t  debar- 

r a s s é e  du f luoro-dini t robcnzène en excès,  a i n s i  que du d in i t roph6nol  e t  de 

l a  d i n i t r a n i l i n e  formés au cours  de l a  r éac t ion ,  par  deux ex t r ac t ions  éthé- 

r é e s  e f f ec tuées ,  l e  première,  en mi l icu  neu t r e  e t ,  l a  seconde, en mi l ieu  a- 

c i d e  (ajustement  de l a  s o l u t i o n  & pH 1 par  add i t i on  d ' ac ide  chlorhydrique) .  

La f r a c t i o n  aqueuse e s t  e n f i n  évaporée à s i c c i t é  sous p re s s ion  r é d u i t e ,  3 

l ' évapora teur  r o t a t i f .  

y - Hydrolyse des DNP-glycoprot i des  et i d e n t i f i c a t i o n  des DNP-amino-ac ides  

L'hydrolyse des DNP-glycoprotides e f f ec tu6e  en  présence d'un t é -  

moin i n t e r n e  nor-leuc i n e  et 1 ' i den t  i f  i c a t  ion des DNP-amino-ac ides  sont  réa-  

l i s é e s  su ivant  l e  mode o p é r a t o i r e  d é c r i t  à l n  page 177. 

d  - Analyse des acides aminés non d in i t roph6nylés  dans l e s  hydro lysa ts  

chlorhydriques 

Les amino-acides l i b r e s ,  p ré sen t s  dans l a  phase aqueuse des hydro- 

l y s a t s  après  l ' e x t r a c t i o n  des DNP-amino-acides par l ' é t h e r ,  sont  dosés 3 

1 'Auto-analyseur Technicon par  rappor t  au "témoin in t e rne"  de nor-leuc ine 

a j  ou té  aux DNP-glycoprot i des ,  avant 1 'hydrolyse chlorhydrique.  

Les hydro lysa ts  chlorhydriques (16 h 31 105"C), débar rassés  des 

DNP-amino-acides é théro-so lubles ,  sont  concentrés  à s i c c i t é  à l ' évapora teur  

r o t a t i f  sous p re s s ion  r é d u i t e ,  à 35 - 40°C. Le r é s idu  est r e p r i s  par  de 

l ' e a u  d i s t i l l é e ,  e t  une p a r t i e  a l i q u o t e  correspondant à 1 ou 2 mg de  glyco- 

p r o t i d e  de dépar t ,  e s t  soumise à l'analyse des acides anin&. 



Dégradation 3 ' EDMAN 

a - Pr inc ipe .  La r é a c t i o n  dlEDMAN e s t  t r è s  p r ec i euse  dans l ' e x p l o r a t i o n  des  

modal i tés  de l a  l i a i s o n  glycannc-prot ide dans l e s  glycopept ides .  En e f f e t ,  

e l l e  r é a l i s e  l a  dégrada t ion  r é c u r r e n t e  d e  l a  f r a c t i o n  pept i3 ique  par  l ' e x -  

trémité N-terminale e t  v i e n t  "buter"  s u r  1 ' cimino-acide conjugué au glycanne 

en r e spec t an t  l a  l i a i s o n  "glycosyl"  e t  en de tachant  l ' e x t r é m i t é  C-terminale 

de l a  cha îne  pept id iquc .  Il s ' e n s u i t  l a  formntion d'un PTH-dérivé d'un 

glyco-amino-ac icleconformément aux r é a c t  ions de l a  f i g u r e  34 ( p .  203).  

Mode o p é r a t o i r e  

a - CAS OU L'ACIDE AMINE CONJUGUE AU GLYCANNE 

EST EN POSITION N-TERMINALE 

Dans c e  ca s ,  une s e u l e  app l i ca t i on  de l a  r é a c t i o n  d '  EDMAN f o u r n i t  

( v o i r  l a  f i g u r e  34 ; p.  203) l e  PTH-amino.ncide-glycanne e t  détache l e  pep- 

t i d e  ou l'amino-zc i de  en p o s i t i o n  C-terminale 

1' - Préparc t  ion  des :>f r i v é s  ph6nyl-thiohydantoïniques 

Les g lycopro té ides  (100 à 200 mg dans 20 m l  de tampon de pH 8 , 5 )  

(+) son t  condens6s avec l t  i so th iocyana te  de phényle (1 ,5  ml) dans l e s  con- 

d i t i o n s  d é c r i t e s  par  KONIGSBERG e t  HILL (808) : 37'C, pendant 2 ,5  h .  La so- 

l u t  ion e s t  évapor6e à s i c c i t é  sous v ide  à l ' é v a p o r a t e u r  r o t a t i f .  

Les phfnyl-thiocarbamyl-dé r i v é s  son t  e n s u i t e  c y c l i s é s  en m i l i e u  

ac ide  su ivan t  l e  proc6dE de LIGHT e t  GREENBERG (809) : add i t  ion de 20 m l  

d'un melange d ' ac ide  a c é t i q u e  e t  d ' a c ide  ch lorhydr ique  concentré  ( 5 : l )  (v:v)  

qu'on l a i s s e  a g i r  à 37'C pendant 2  h. 

Les phényl-thiohydantoïnes formdes (PTH-dérivés) son t  e x t r a i t e s  

t r o i s  f o i s  par  10 m l  d e  benzène, pu is  2  f o i s  p a r  10 m l  d'un mélange de ben- 

z è ~ e  e t  de butanone (2:3)  (v:v)  s e lon  l e  p ro toco le  d é c r i t  par  CHERBULIEZ, 

BAMLER et  RABINOWITZ (810) .  Les deux s o l u t i o n s  d ' e x t r a c t i o n  e t  l a  s o l u t i o n  

(+) Composition du tampon : 
N-Qthylmorpholine r e d i s t i l l é e  60 m l  
Acide a c s t i q u e  g l a c i a l  1,S m l  
Ethanol à 95" 500 m l  
Eau d i s t i l l 6 c  q . s . p .  1000 m l  
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glycopep t ide et formation des glpco-PTH-mino-acide8 . 



aqueuse s o n t  Gvaporées à s i c c i t é  sous press ion  r é d u i t e  e t  son t  e n s u i t e  

ana lysées  séparément. 

2"  - Analyse Je l a  phase organique 

Les PTH-dérivés, p r e sen t s  dsns l a  phase organique, son t  ana lysés  

p a r  é lec t rophorSse  s u r  pap i e r  B pH 3,9 (tampon a c é t a t e  de py r id ine  de MICHL) 

(811) e t  pa r  chromatographie s u r  couche mince de S i l i c a g e l  G dans l e s  sys-  

tèmes-solvants de BRENNER, NIEDERWIESER e t  PATLXI (812) e t  de  PATAKI (813) : 

- ~ h l o r o f o m c / a ç i d e  formique concentré  (100: 5) (v :v)  ; 

- ~hloroforme/méthanol  (100: 5) (v:v) 

La r é v é l a t i o n  des PTH-dérivfs e s t  e f f e c t u é e ,  s o i t  en chauf fan t  à 

120eC, pendant 2 h ,  l e s  chromatoplaques prealablemênt  imprégnées par  pulvé- 

r i s a t i o n  d 'une s o l u t i o n  aqueuse d ' zc ide  s u l f u r i q u e  à 5 p .  100 (v:v) ( formation 

de  taches  jaunes)  ; s o i t  en u t i l i s a n t  l c  r é r c t i f  à 1' iode-azoture  de  solium 

de CHERBULIEZ, BhEHLER e t  RABINOWITZ (814) ( formation de taches  blanches 

s u r  un fond brun) (+). En ou t r e ,  l a  f r a c t i o n  des PTH-dérivés to taux  a é t é  

t r a i t é e  pa r  de 1r soude 0 , l  N ( 1  m l  p .  10 mg de g lycopro t ide ) ,  à 120'C pen- 

dant  10 h (VAN ORDEN c t  CARPENTER) (815) de manière  à d i s s o c i e r  l e s  PTH- 

amino-ac ides  l i b é r é s  e t  à régénérer  l e s  amino-ac i d e s .  On i d e n t i f i e  e n s u i t e  

ces d e r n i e r s  à l ' î iu to-analyseur  Technicon, apres  a v o i r  a j u s t é  l a  s o l u t i o n  

sodique à pH 2 ,  par l ' a d d i t i o n  d ' a c i d e  ch lorhydr ique  2 N .  

3' - Analyse d e  l a  phase aqueuse 

La phase aqueuse c o n t i e n t  l e s  g lycopro t idee  e t  les PTH-glyco- 

amino-acides q u i  s e  son t  formés, s o i t  3 p a r t i r  de glyco-amino-acides, s o i t  

à p a r t i r  de glycopept ides  dans l e s q u e l s  l'amino-acide-N-terminal é t a i t  con- 

jugué au glycanne dans l e  g lycopept ide  n a t i f .  Sa composition a é t é  é t u d i é e  

de l a  manière su ivan te  : 

.AIL , . . 
(+) Le r6act i . f  - s t  obtenu en n-langéant cxgcmporanémdnt dans l e s  ?apports  

vclumétriqucs 1 : 1 : 6 ,  l e s  trc:is s c 1 u t i c . n ~  su ivan te s  : . . 

So lu t ion  1 : i< de 1,27 g, IK 8 ,3  g ,  eau c1.s .p .  100 m l .  
So lu t ion  2 : NaN 3 , 2  g ,  eau q . s .2 .  100ml. 

3 .  
S c l u t i c n  3 : Thic?dene 1 g ,  eau q.s.p.  100 m l .  



a - Une p a r t i e  a l i q u o t e  correspondant  à 10 mg de g lycopro t é ide  

de départ ,est  h y h l y s é  p a r  H G 1  5 , 6  N à 100°C, pendant 24 h e t  s a  composition 

en ac ides  aminés e s t  déterminée a l ' A u t o - ~ n a l y s e u r  Technicon. On i d e n t i f i e  

e t  on dose, de c e t t e  façon,  l e s  ac ides  aminés dont l e  groupement NH é t a i t  2 
protégé dnns l e  glycoprot  i de  n a t i f .  

f3 - Le r e s t e  de l a  s o l u t i c n  e s t  soumis à l ' a n a l y s e  pa r  chroma- 

tographie  s u r  papie r  Machcrcy-Nage1 807, dans l e  système-solvant : n-buta- 

n o l l a c i d e  acét iquc/dau (4: 1: 5 ) .  Les g lycopro t  ides  e t  l e s  PTH-glyco-amino- 

ac ides  restent  au t r a i t  de  dépa r t ,  t and i s  que l e s  ac ides  aminés e t  l e s  pep- 

t ides ,  l i b 6 r é s  au cours  de  l a  dégradat ion d'EDKIN, sont  entracinés par  l e  so l -  

vant .  Dans un second temps, l e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  a i n s i  repérés  sont  

i s c l é s  par  chromatographie p r é p a r a t i v e  e t  l e u r  composition en g luc ides ,  2n 

amino-acides e t  cn PTH-amino-ac ides  est p r é c i s é e  en appl iquant  l e s  procéd6s 

que nous avons d é c r i t s  p l u s  hau t .  

!7 - CAS OU L'iSCIDE AMINE CONJUGUE AU GLYCNNNE N'EST 

PAS EN POSITION N-TERMINALE 

Dans c e  ca s ,  il f au t  r é a l i s e r  p l u s i e u r s  cyc l e s  s u c c e s s i f s .  Le 

mode o p é r a t o i r e  e s t  ? l o r s ,  dans son p r i n c i p e ,  l e  su ivant  : 

l e r  Cycle : n - Condensation du ph6nyl isothiocyanate  e t  du g lycopro t ide , e t  
5. 

cyc l  i s a t  ion en mi l ieu  ac i d c  : hydrolyse d 'une p a r t i e  a l i q u o t e  e t  ana lyse  

des ac ides  ûminés non modi f iés .  On o b t i e n t  l a  composition t o t a l e  1. 

b - P u r i f i c a t i o n  pnr chromatographie p répe ra t i ve  s u r  pap i e r  

MACHEREY-NAGEL - 807 cu 261, dans l e  syslSme-solvant de PARTRIDGE (816) : 

ana lyse  du g lycopro t ide ,  r e s t é  au t r a i t  de  dépar t  (composition t r a i t  de dé- 

p a r t  1 e t  des acides  aminés e t  pep t ides  éventuellement l i b é r é s .  

25 Cycle : a - Condensation du phényl i so th iocyana te  e t  du g lycopro t ide  

" t r a i t  de  dépa r t  1. C y c l i s a t i o n  en mi l i eu  a c i d e .  Hydrolyse d 'une  p a r t i e  

a l i q u o t e  e t  annlyse des ac ides  aminés non modi f iés .  On o b t i e n t  l a  composi- 

t i o n  t o t a l e  II. 

b - P u r i f i c a t i o n  e t  ana lyses  iden t iques  à c e l l e s  du  premier 

c y c l e  : Composition t r a i t  de dépar t  II. 



Ce pr"tucn1e est r 6 p é t é  j u s q u ' à  l ' o b t c n t i o n  d ' u n  " g l y c o p r o t i d e  

t r z i t  de d é p ~ r t "  ne renfe rmant  p l u s  d ' a c i d e  aminé non modif i f  e t  q u i  e s t  

l e  PTH-amino-ucide-glycanne. 

Dans l e  cas  c d  des p e p t i d e s  s o n t  l i b é r é s  ( p e p t i J e s  i n i t i s l e m e n t  

en p c s i t i o n  C-terminale p a r  r c p p o r t  l ' a c i d c  aminé l i é  au g lycanne) ,  i l s  

s o n t  i s o l é s ,  ana lysés  c t  soumis à une d5grada t ion  dlEDMAN, dans l e s  mêmes 

c o n d i t i o n s  q u e  l e s  g l y c o p r o t i d e s  eux-mêmes. 

I V  - ETUDE DE LA NATURE DE LA LIAISON - 
GLYCANNE-PROTIDE DANS LES GLYCOPEPTIDES. 

LI - CAS D'UNE LIAISON ASPARAGINYL-GLUCOSAMINE 

Nous avons m i s  au p o i n t ,  au l a b c r a t o i r e ,  un procédé q u i  permet 

d'  i d e n t  i f  ier s a n s  ambiguï té  l e  cha înon  asparaginyl-N-acétylglucosamine 

sous  l a  forme d'asparaginyLglucos~minç, Ç e  compos6 e s t  i s o l é ,  p u i s  iden- 

t i f  ié à p a r t i r  des h y j r c j l y s a t s  a c i d e s  p a r t i e l s  des  "aspar ty l -g lycannes"  

ob tenus  par hydro lyse  p r o n a s i q u e  des  g lycoprofb ines  ou p a r  d é g r a d a t i o n  des  

g lycopep t  I d e s ,  

1 - Hydrolyse  des  c s 2 a r t y l g l y c a n n e s  
v 

100 mg de glyco-amino-acide s o n t  hydro lysés  p a r  H C 1  1 , 5  N (10  m l ) ,  

B 100°C, pendant  1 , 5  h. L '  a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  e s t  6 1  iminé p a r  l y o p h i l i s a t i o n ,  

3 -70°C, des hyYrolysats  Stendus  de  30  f o i s  l e u r  volume d 'eau.  La prépara-  

t i o n  obtenue est soumise à une é l e c t r o p h o r & s e  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  à pH 3,9 
(tampon de  MIÇHL) (817) e t  13 composi t ion en g l u c i d e s  e t  en a c i d e s  aminés des  

d i £  f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  a i n s i  i s o l é s  e s t  déterminée.  

La f r a c t i o n  i n t é r e s s a n t e  q u i  correspond au p o i n t  d ' a t t a c h e  l u i -  

même (osaminidyl-  ou osidyl-osaminidyl-amino-acide ou - p e p t i d e )  e t  q u i  s e  

t r o u v e  un peu en a r r i è r e  d e  l a  glucosamine e s t  p u r i f i Q e  p a r  une chromato- 

g r a p h i e  de  72 h ,  e f f e c t u é e  s u r  p a p i e r  Macherey-Nagel 807, dans l e  syst6me- 

s o l v a n t  n-butanol/?.cide ncé t ique /eau  (4;1:5) de  maniè re  à é l i m i n e r  t o t a l e -  

ment l a  glucosamine 1 i b r e  . Sa compos i t  ion  en g l u c i d e s  e t  en amino-ac i d e s  

e s t  dé te rminée  e t  s c s  p r o p r i é t é s  s o n t  e n s u i t e  é t u d i é e s .  



2 - I d e n t i f i c a t i o n  de  l'asparaginyl-glucosemine 

Les composés a i n s i  préparés  son t  i d e n t i f i é s  à l ' a s p a r a g i n y l  -glu- 

cosamine s u r  l a  ba se  des  expérimentat ions su ivan te s  : 

a  - I d e n t i f i c a t i o n  e t  dosage à l 'L iu to-ana lyseur  Technicon de l a  glucosamine 

e t  de l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  dans l e s  hydro lysa ts  ac ides  (HC1 4 N ; 100°C ; 4 h )  . 
b - Recherche de l ' ab sence  de  pouvoir r educ t eu r  par  l a  méthode au f e r r i c y a -  

nure  de PAW e t  JOHN3d:r (218). 

c  - Comparaison du comportement 6 l e r t rophoré t ique  des composés avec l e  pro- 

d u i t  de l ' hyd ro lyse  a c i d e  p a r t i e l l e  (HCl 1 , 5  N ; à 100°C pendant 1 , 5  h)  de 

l 'asparaginyl-N-acétylglucos~mine de synthèse  (+). 

Nota. L'asparaginyl-glucosamine donne, avec les r é a c t i f s  à l a  ninhydrine,  - 
une c o l o r a t i o n  g r i s - b l e u  c a r a c t é r i s t i q u e ,  semblable à c e l l e  que donne l ' a s -  

parag ine .  

B - CAS D'UNE LIAISON OIGLYCOSIDIQUE 

1 - Pr inc ipe .  On s a i t ,  depuis l e s  t ravaux d'ANDERSON e t  c o l l .  (819) que les 

l i a i s o n s  - s é r y l  e t  2-thrgonyl-glycosidiques s o n t  t r è s  l a b i l e s  en m i l i e u  

a l c a l i n  e t  que l a  r u p t u r e  de l a  l i a i s o n  g lycos id ique  s'accompagne de l a  

l i b é r a t i o n  du glycanne e t  d 'une  modi f ica t ion  s t r u c t u r a l e  du P-hyiroxy-aminc- 

ac ide  conjugué, pa r  un mécanisme d i t  de "p-élimination" : l a  s e r i n e  est 

t ransformée en déhydro-alanine ( ac ide  2-amino-2-propénoYque) e t  l a  t h r éon ine  

en ac ide  2-amino-2-buténoïque (Fig.  35 ; p. 208) .  Au cours  de l ' hyd ro lyse  

ac ide  de l a  charne  pept  id ique ,  l e s  "déhydro-amino-ac ides"  son t  d é t r u i t s  

e t  on peut donc dé te rminer  l e  nombre de r é s i d u s  de fi-hydroxy-amino-acides 

d i sparus  après  l ' a c t i o n  de l a  soude. On en dédu i t  l e  nombre de r é s i d u s  gly-  

çanniques conjugu6s O-glycosidiquement au p e p t i d e  ou à l a  p ro t é ine .  

($1 Des é c h a n f i l l o i ~ s  de P-N-aspartyl-N-acétylglucosylamine de syn thèse  nous 
ont  é t é  aimablement fou rn i s  par les Professeur  A. NEUBERGER, R.D. MARSHALL 
e t  1. YAMASHINrl auxquels nous adressons nos v i f s  remerciements, 
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En f a i s a n t  a g i r  l a  soude en mi l i eu  réduc teur ,  on o b t i e n t  un dou- 

b l e  e f f e t  : 

a  - Les déhydro-amino-acides son t  r é d u i t s  : l a  déhydro-alanine 

e s t  t ransformée en a l an ine  q u i  s ' a j o u t e  éventuellement à l ' a l a n i n e  préexis -  

t a n t e  e t  1' a c i d e  2-amino-2-buténoïque, en a c i d e  a-amino-butyr ique  q u i  appa- 

r a î t  s u r  l e s  chromatogrammes. 

b - Le glycanne detaché par  l a  soude v o i t  s e  r é d u i r e  l a  fonc t ion  

r é d u c t r i c e  de l ' o s e  q u i  é t a i t  engagse dans l a  l i a i s o n  e t  q u i  peut  ê t r e  iden- 

t i f i é  sous l a  forme d 'un po lyo l .  

Tou te fo i s ,  comme l ' o n t  démontré récemment MONTREUIL, MONSIGNY e t  

BUCHET (8201, l a  rup tu re  ne peut s ' e f f e c t u e r  que s i  l a  fonc t ion  carboxyl ique  

des $-hydroxy-amino-ac ides  e s t  bloquée, s o i t  dans une 1 i a i s o n  pept  id ique ,  

s o i t  sous l a  forme d'une fonc t ion  amide. Pour é v i t e r  t o u t e  cause  d ' e r r e u r ,  

nous f a i sons  systSmatiquemcnt a g i r  l a  soude s u r  l e s  g lycopept ides  n a t i f s  

e t  réamidés.  

2' - Act ion des a l c a l i s  

a - Action des a l c a l i s  s u r  l e s  g lycopept ides  n a t i f s  

100 3 200 mg d e  g lycopept ides  sont  t r a i t é s  par  10 à 20 m l  de so lu-  

t i o n s  aqueuses dc soude 0 , 5  N ,  en p r f scnce  de borohydrure de sodium (concen- 

t r a t i o n  f i n a l e  0 ,3  M), à 20°C, pendant des temps va r i an t  de 1 à 9 j ou r s  (pro- 

c4dC de TANAKA, BERTOLINI e t  P I G W  (821) .  

La s o l u t i o n  e s t  a c i d i f i e c  pa r  de l ' a c i d e  acé t ique  g l a c i a l  a j o u t é  

jusqu 'à  l a  f i n  du dég~gement  gazeux. E l l e  e s t  e n s u i t e  évaporée à s i c c i t é  

sous p re s s ion  r é d u i t e .  Le r é s i d u  e s t  déba r r a s sé  de l ' a c i d e  bor ique  en l e  

rcprenant  par  un mélange de mSthanol e t  d ' a c i d e  acé t ique  g l a c i a l  ( 4 : l )  (v:v)  

e t  en évaporant l a  suspension obtenue p a r  v e n t i l a t i o n  ou par  d i s t i l l z t i o n  

sous p re s s ion  r é d u i t e .  Ce mode o p é r a t o i r e  e s t  r épé t é  4  f o i s .  

b - Action des a l c a l i s  s u r  les g lycopcpt ides  réamidés 

Nous avons vu que l a  rup ture ,  par i '@-éliminat ion", des l i a i s o n s  O- 

s é r y l  e t  O-thréonyl-glycosidique sous l ' a c t i o n  des a l c a l i s  ne pouvai t  s ' e f f e c -  

t u e r  s i  l e  P-hydroxy-amino-acide conjugué au glycanne posséda i t  son groupe- 

ment carboxyl ique l i b r e  e t  qu '  il é t a i t  n é c e s s a i r e  de bloquer c e  d e r n i e r  pour 



que l a  r é a c t i o n  a i t  l i c u .  Pour é l iminer  c e t t e  cause  d ' e r r e u r  nous fa i sons  

syst6matiquement a g i r  l a  souda s u r  l e s  glycopcpt ides  n n t i i s  e t  réamidés. 

L a  réamidat ion e s t  e f f e c t u é e  dc l a  manière su ivan te  : 10 A 100 mg 

de g lycopept idc  sont  d 'abord e s t é r i f i é s ,  pendant 4  h ,  & 20°C, pa r  2  à 20 m l  

d 'une s o l u t i o n  de c h l o r u r e  de t h i o n y l e  dans l e  méthanol anhydre ( so lu t ion  

à 3 p. 100) (v:v)  (SOKGLOVSKY e t  a l . )  (822).  Le mélange e s t  Qvaporé s i c -  

c i t é  sous p re s s ion  r é d u i t e ,  à l ' a b r i  de t o u t e  t r a c e  de vapeur d 'eau ,  e t  l e  

r é s i d u  sec  cst t r a i t é ,  à 20°C, pendant 24 h, par  0 , 2  à 2 m l  de  butylamine. 

La s o l u t i o n  est 6vaporée à s i c c i t é  e t  l a  p rdpara t ion  obtenue e s t  soumise à 

l ' a c t i o n  de l a  soude dans l e s  cond i t i ons  que nous avons d é c r i t e s  c i -dessus .  

3' - I d e n t i f i c a t i o n  e t  dosage des P-hydroxy-amino-acides d é t r u i t s  

Le dosage des ac ides  aminés est e f f e c t u é  à l 'Auto-analyseur  Tech- 

n icon  s u r  l e s  glycopept ides  n a t i f s ,  d 'une p a r t ,  e t  s u r  l e s  f r a c t i o n s  " in  t o t o "  

provenant de l ' a c t i o n  de l a  soude. 

Fractionnement des p rodu i t s  de l a  "@-élimination".  - - -  

Dans l e  ca s  d 'un mélange de glycopept ides  c o n s t i t u é s  de composés 

B l i a i s o n  asparaginyl-glucosamine s t a b l e  en mi l ieu  a l c a l i n  e t  de composés 

à 1 ia i sons  O-glycos id iques ,  il e x i s t e  dans l e s  mi l i eux  r éac t ionne l s ,  ap rè s  

l ' a c t i o n  de l a  soude, t r o i s  types de substances : l e s  glycopept ides  s t a b l e s ,  

les peptides  et les glycannes r é d u i t s  rc indes  ga r  l ' a c t i o n  22 1 ' ~ l c a l E .  Ses  

d i f f é r enzç  cons t iEuants  son t  s épa ré s  de l a  manière s u i v a n t e  : 

Les s o l u t i o n s  sont  f r ac t i onnées  s u r  des colonnes (2 x 40 cm) de 

Dowex 50 x 8 ("mcsh" 25-50 ; forme ac ide )  : l e  passage de l ' e a u  d i s t i l l é e  

f o u r n i t  une " f r a c t i o n  neut re"  q u i  c o n t i e n t  l e s  glycannes r é d u i t s ,  l i b é r é s  

p a r  l a  "6-61iminationf' z t  l e s  g lycopro t ides  r e spec t é s  par  l a  soude. Le pas- 

s age  d 'une s o l u t i o n  ammoniacale ( d i l u t i o n  au 1/20 de l a  s o l u t i o n  commerciale 

à 21 p .  100 d'ammoniac) déplace l e s  p r o t i d e s  détachés au cours  de l a  "P- 

61  iminat  ion". 

Chacune des deux f r a c t i o n s  c s t  EvaporéeL s i c c  i t é  e t  l e u r  compos i- 

t i o n  en a s e s  e t  en ac ides  aminés est déterminée en appl iquant  l e s  procédés 

que nous avons d é c r i t s  p lus  hau t .  



2 - APPLICATIOE A LA TRANSFERRINE 

1 - RESULTATS 

L ' app l i ca t i on  à l a  t r a n s f e r r i n e  humaine des procédés que nous 

avons d é c r i t  nous a permis de  p r é c i s e r  les modal i tés  de l z  l i a i s o n  glycanne- 

p r o t i d e  dans c e t t e  g lycopro t é ine  e t  de  démontrer s a n s  ambiguïté,  pour l a  

première  f o i s ,  que l a  t r a n s f e r r i n e  possède 2 groupements glycanniques u n i s  

B l a  p ro t6 ine  par une 1 i a i s o n  de type  asparaginyl-glucosamine. Nous sommes 

parvenue à c e t t e  conc lus ion  s u r  l a  base des r é s u l t a t s  expdrimentûux s u i v a n t s  : 

A - ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES 

L 'hydrolysat  pronas ique de l a  t r û n s  f  err i n e  e s t  préalablement pu- 

r i f i 6  s u r  des colonnes d'échangeurs d ' ions  ( v o i r  p.197) pu i s  par  chromato- 

g raph ie  s u r  pûpier  exempt d ' ac ides  aminés (pap ie r  Macherey-Nage1 807) ,  dans 

l e  système-solvant n-butanol /acide formique/eau (75: 15: 10) .  La f r a c t i o n  q u i  

r e s t e  au t r a i t  de dépa r t  e s t  é l u e e  et soumise a une é l ec t rophorèse  prépara-  

t i v e  s u r  pap i e r  dans les cond i t i ons  d é c r i t e s  a l a  p.197. 

On o b t i e n t  de c e t t e  manière,  deux g lycopept ides .  L'un (glycopep- 

t i d e  1 )  possède un comportement de composé "neutre"  et  l ' a u t r e  (glycopep- 

t i d e  I I ) ,  un comportement de composé "basique" (Fig.  36 ; p.212). 

B - COMPOSITION DES GLYCOPEPTIDES 1 e t  II 

Les glycopept ides  1 et II renferment de  28,6 à 30,4 p. 100 d'he- 

xoses  e t  de  23,8 à 30 p .  100 de N-acBtylglucosamine. L 'analyse,  e f f ec tude  

à l 'Auto-analyseur Technicon des hydro lysa ts  pa r  l ' a c i d e  ch lorhydr ique  5,6 N 

permet de déterminer l a  composition mola i re  en ac ides  aminés, r appor t ée  aux 

8 moles de glucosamine p ré sen t e s  dans l a  molécule n a t i v e  de t r a n s f e r r i n e .  

Les r E s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  rassemblés dans l e  t ab leau  M X V ' ;  

p.  213 e t  i l l u s t r é s p a r  l a  f i g u r e  37 (p.  214). 

La composition en oses des glycopept ides  1 e t  II a é t é  p r é c i s é e  

p l u s  haut (p .  167 1. 



Figure 36 
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Electrophorilse e f fectu6e  en cuve "en t o i t n ,  sur papier d'Arches 3b&, 
9 tampon pyridine/acide acdtique de pH 3 , 9 ,  des glycopeptides ob- 
tenus par hydrolyse pronasique de l a  cransferrine. Tension : 10 V/W - -  

4 .  

;n<#,c- , . pendant 4 h .  RBvtSlation par la  ninhydrine. Asp : acide aspartique ; i'L'pk 
j%i?;f, Thr : threonine ; GleNH2 : glueosanine ; TF : hydrolysat pronasiqua 

., .- de transferrine.  1,2 : glycapeptides 1 et 2.  - .  



Tableau XXXV 

Composition molaire en glucosamine e t  en acides  aminés des Glyco- 

peptides  1 et II provenant de l 'hydrolyse  pronasique de l a  trans- 

f e r r i n e .  

- ---- 

Glycopept ide  1 Glycopeptide II . 8 i i  

;t 
' I F  g 

Glucosamine 8 8 
I 

-\:y 
6 

Acide aspartique i 1 ,64  à 2,24 2,04 :4? 
SQr ine 1 ,50  à 2 O 

6 
,,t: 

Lys ine 





C - STRUCTW DES FRACTIONS PEPTIDIQUES 

L ' app l i ca t i on  aux glycopept ides  1 e t  II des procedés d 'é tude  des . . 1 
séquences pept id iques  a  appor té  l e s  r é s u l t a t s  s u i v a n t s  : 

1 - L 'app l i ca t i on  de  l a  méthode de d in i t rophi lny la t ion  de BISERTE, PfOLLEMAN 

et  c o l l .  (823) condui t  à des DNP-glycopeptides dont l ' hyd ro lyse  chlorhy-  

d r ique  t o t a l e  f o u r n i t ,  en propor t ions  équimolaires  : 

- l a  DNP-s6rine e t  l ' a c i d e  a spn r t i que  clans l e  c a s  du DNP-gly- 

copep t ide  1 

- l e  DNP-aspartique e t  l ' ~ - ~ ~ ~ - l ~ s i n c  dans l e  ca s  du DNP-gly- 

copcpt i d e  II. 

2 - La Icucine-amino-peptiùase détache l a  s é r i n e  du glycopept ide 1 e t  con. 

d u i t  B un glyco-amino-acide q u i  con t i en t  seulement de 1' ac ide  a s p a r t i q u e  

( a ~ ~ a r t ~ l - ~ l ~ c a n n e )  (Tableau XXXVI ; p. 216). E l l e  est sans  a c t i o n  s u r  

l e  glycopept ide II (Tableau XXXVII ; p. 217). 

3 - La méthode de dégrada t ion  r é c u r r e n t e  dlEDMAN, appl iquee  au glycopcp- 

t i d e  1, f o u r n i t  l a  PTH-serine et  un aspartyl-glycanne.  Appliquée au gly- 

copept ide  II, e l l e  l i b e r e  1 '~-phénylthiocarbamyl-lys i n e  et donne l e  PTH- 

d é r i v é  d l u n  glyco-amino-acide dont 1' hydrolyse ch lorhydr ique  fournit: l ' a c i d e  , 

PTH-aspartique (Tableau XXXVI ; p.  216 e t  XXXVII ; p. 217). 

4 - On peut  donc conc lu re  de c e s  r é s u l t a t s  que les séquences pept id iques  

son t  l e s  su ivan te s  : 

Glycopept ide  1 H2N - Ser  - Asp - COOH 
Glycopept i d e  II H2N - hsp - Lys - COOH 

D - MODALITES DE LA LIAISON GLYCANNE-PROTIDE 

1 - L'hydrolyse ch lorhydr ique  p a r t i e l l e  des glyco-amino-acides ne  r en fe r -  

mant p lu s  que de l ' a c i d c  a s p a r t i q u e  (aspnrtyl-glycannes obtenus par  dégrada- 

t i o n  r é c u r r e n t e  chimique ou enzymatique dcs séryl-aspartyl-glycannes ou iso-  

16s  de c e r t a i n s  hyd ro lysa t s  pronas iques q u i  conduisen t  p a r f o i s  directement  

aux glyco-amino-acides) condui t  à un composé q u i  a  é t é  i s o l é  par  é lectropho--  5n 

r & s e  p r é p a r a t i v e  s u r  pap i e r  à pH 3,9, e t  dont les c a r a c t é r i s t i q u e s  son t  les 

su ivan te s  : 



Tableau XXXVI 

Action de l a  leuc i n e  aminopept i d a s e  e t  de 1 ' i so th iocyana t e  d e  phényle (dégradation 

~'EDMAN) s u r  l e  Glycopeptide 1 de  l a  t r a n s f e r r i n e  (+) 

Ac i d e  a s p a r t i q u e  

S é r i n e  

Ac  i de s  amines 

Glycocol le  

Thréon i n e  

Glycopept i d e  1 

/ Acide g l u t a  n ique 

1 Glucosamine 

n a t i f  

Glycopept i d e  1 / Glycopept i d e  1 

ap rè s  a c t i o n  de l a  1 apres  dégrada t ion  

(+) La composition en ac ides  aminés e t  en glucosamine e s t  exprimée en moles p .  mole 

de t r a n s f e r r i n e  

l euc  i n e  aminop ep t  i da s  e d ' E D W  
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a  - Il e s t  c o n s t i t u é  uniquement de  glucosamine e t  d ' a c ide  a s p a r t i -  

que, en propor t ions  équimola i res .  

b  - Il n ' e s t  pas  réduc teur .  

c  - Il possède l e  comportement é l ec t rophoré t ique  de l ' a spa rag iny l -  

glucosamine (Fig.  38 ; p. 219). Il donne, en o u t r e ,  avec l e  r é a c t i f  B l a  

n inhydr ine ,  l a  même c o l o r a t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e  que llasparaginyl-glucosamine 

de  r é f é r ence .  

2 - La soude 0 , 5  N ,  à 20°C, pendant 2  jours  e s t  sous a c t i o n  s u r  les glycopep- 
r e t  II 

t i d e s  I r n a t i f s  e t  réamidés (Tableau XXZ(VII1, . 220). Il n ' e x i s t e  donc pas  d e  

1 i a i s o n  O-glycos id ique  bi  e s t e r )  dans l a  t r a n s  f e r r i n e  humaine. 

II - CONCLUSIONS 

1 - L'ê lec t rophorèse  p r é p a r a t i v e  s u r  papie r  des hyd ro lysa t s  pronasiques de 

l a  t r a n s f e r r i n e  humaine, préalablement p u r i f i é s  s u r  échangeurs d ' i ons ,  permet 

d ' o b t e n i r  deux glycopept i de s  de compositions en ac ides  amin6s d i f f é r e n t e s  : 

a c i d e  a s p a r t i q u e  e t  s é r i n e  ( 1  : 11, dans l e  c a s  du Glycopeptide 1 ; ac ide  

a s p a r t i q u e  e t  l y s i n e  ( 1  : l ) ,  dans l e  c a s  du Glycopept ide II. Ils son t  

i d e n t  iques r e spec t  ivement, au "el ycopept i de  DEAE-GP II" e t  au "glycopept i d e  

DEAE-GP III1' obtenus pa r  JAMIESON (824,825) pa r  chromatographie s u r  DEAE- 

c e l l u l o s e  (forme c h l o r u r e )  des hydro lysa ts  pronasiques de  l a  t r a n s f e r r i n e  pré-  

alablement p u r i f i é s  s u r  Sephadex G-25. 

2 - LI a p p l i c a t i o n  des procédés c l a s s i q u e s  de dé te rmina t ion  des séquences pep- 

t i d i q u e s  nous a permis de démontrer que l a  f r a c t i o n  glycannique é t a i t  a t t a -  

ch& dans l e  Glycopeptide 1, à un r e s t e  s é ry l - a spa r t i que  e t ,  dans l e  Glyco- 

p e p t i d e  II, 3 un r e s t e  a s p a r t y l - l y s i n e .  

3 - Nous avons démontré, sans  ambiguité,  que, dans l e s  Glycopeptides 1 e t  II, 

l e  glycanne é t a i t  a t t a c h é  pa r  l a  glucosamine à l ' a c i d e  a spa r t i que  grhce  à une 

l i a i s o n  de type  asparaginyl-glucosamine. En e f f e t ,  l ' hyd ro lyse  a c i d e  p a r t i e l l e  

f o u r n i t  uniquement de l'asparaginyl-glucosamine. 



Figure 38 

Electrophor5se effecruee en cuve "en ioit", sur papier d'Arches 304 
S pK 3 , 9  : - en 1, du coropos4 forma au cours de l'hydrolyse chlorhydrique mkiagee 
(HG1 1,s A, B l.OO°C, pendant 1 , 5  h)  dlun"aspartyl-glycanneil de la transferri- 
ne et isole par une 6lertrophorese preparative prealable ; - en 2, de la N- ( 4  -aspartyl )-N-icCryl glucosaminylamine de synthèse, 
hydrolysee dans les m h r s  conditions. Asp : acide aspartique ; GlcNHAc - Asp: 
N- ( j i  -aspartyl.)-R-ac~tylglucosaminylmine ; Glch.H2 - Asp : 8- (6 -aspirtyl)- 
glucosaminylamine ; GlcNH * glucosamine, 

2 .  



Tab 1 eau XXXVIII 

Action de l a  soude sur un mdfange de glycopeptides (natifs et réanidas) 

de la  transferrine (a) 

Ac ides 

aminés 

Ac ide aepart ique 

Sér ine 

Glycocolle 

Ac ide gluta r?. ique 

Glucos amine 

Glycopeptide Glycopeptide Glycopeptide Glycopeptide 

nat i f  après action réamidé réamide, après 

de l a  soude action de l a  soude 



Ce r é s u l t a t ,  acquis  en 1965 (SPIK, MONSIGNY e t  MONTREUIL) (826, 

827) appor t e  une preuve expér imenta le  d i r e c t e  à l ' e x i s t e n c e  de c e  chaînon 

dans l a  t r a n s f  e r r i n e  q u i  nvoit 6té psée en hypothèse par  JÂMIESON, en 1964 (828) . 
Récemment, c e t  au teur  a obtenu, par  dégradat ion r é c u r r e n t e  de SMITH (829) 

par  1 ' a c i d e  periodique un c o n s t i t u a n t  composé uniquement de  glucosamine e t  

d' a c i d e  a spa r t i que .  

D 'au t re  p a r t ,  l a  s t a b i l i t é ,  vis-à-vis  de l a  soude, des glycopept i-  

des préalablement  réamidés démontre q u ' i l  n ' e x i s t e  pas, dans l a  t r a n s f e r r i n e  

humaine de l i a i s o n s  O-glycosidiques dont l a  présence n ' a v a i t  pas é t é  exclue 

par JAMIESOM (830). 

4 - La déterminat ion de l a  composition mola i re  des Glycopeptides 1 e t  II mon- 

t r e  qu ' il e x i s t e  toujours  2 r é s i d u s  d ' a c i d e  aspar t ique ,  en p o s i t i o n  - t e r m i -  

n a l e  ou C-terminale, pour l e s  8  moles de gluccsamine qua c o n t i e n t  l a  t rans-  

f e r r i n e .  (sPIK, MONSIGNY e t  MûPJTElEUIL, 1965 (831).  Nous parvenons a i n s i  i3 

un r é s u l t a t  ident ique  à c e l u i  qui a v a i t  é t é  acquis simultanément pa r  JAMIESON 

(832) s u r  l a  base  de r é s u l t a t s  d '  o r d r e  physique (dé termina t ion  de l a  masse 

molécula i re  (3100) des g lycopep t ides ) .  

5  - L'ensemble des r é s u l t a t s  que nous avons obtenus nous permet de  proposer,  

pour les glycopept ides  1 e t  II de l a  t r a n s f e r r i n e  humaine, l e s  schémas de 

s t r u c t u r e  s u i v a n t s  : 

G l  yc anne 

I 
GlcNAc 
4 
NH 

I 
CO 
t 
YH2 

H2N - FH - CO - NH - CH -COOH 

CH20H 

Glycopept i d e  1 

Glycanne 
I 

Glycopeptide II 



3 - APPLICATIONS A LA L~LCTOTR~WSFERRINE 

Appliqués à 13 l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  l e s  procédés que nous avons dé- 

c r i t s  nous ont condui te  aux r é s u l t a t s  e t  aux conc lus ions  su ivan te s  : 

1 - RESULTATS 

A - ISOLEMENT ET COMPOSITION DES GLYCOPBPTIDES 

1 - La p u r i f i c a t i o n  s u r  Gchangeurs d ' i ons  des hyd ro lysa t s  pronasiques de  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  f o u r n i t  une " f r a c t i o n  g lycopept id ique  1" dont l a  compo- 

s i t i o n  cen tés imale  en g luc ides  e s t  l a  su ivan te  : 

2 - Sa composition en a c i J e s  amines e s t  p r é c i s é e  pour p l u s i e u r s  é c h a n t i l l o n s  

dans l e  t ab leau  ml-I: ( p .  223).  On v o i t  que l e s  r é s u i t a t s  v a r i e n t  d 'une 

hydrolyse B une a u t r e ,  mais que l a  f r a c t i o n  pep t id ique  e s t  tou jours  p lus  com- 

p lexe  que c e l l e  des g lycopept ides  d c  l a  t r a n s f e r r i n e ,  vraisemblablement à 

cause  de l a  présencc d 'une  q u a n t i t é  importante de p r o l i n e  e t  de g lycoco l l e  

dont l e s  l i a i s o n s  son t  d i f f i c i l e m e n t  coupées par  l a  pronase (NOMOTO, NARA- 

HASHI e t  MURAKAMI (&32a).Ce r é s u l t a t  implique que l e s  séquences pept id iques  

au vo is inage  du po in t  d ' a t t a c h e  des glycannes s u r  l a  p r o t é i n e  sont  d i f f é r e n -  

tes dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

Un r é s u l t a t  analogue a v a i t  é t é  obtenu antér ieurement  par GOT (833) 

q u i  a v a i t  i s o l é  des glycopept ides  t r è s  pauvres en th réonine .  La c o m p o s i t i ~ n  

donnée p a r  l ' a u t e u r  Q t a i t  l a  su ivan te  : 

Ac i d e  a s p a r t i q u e  1 

Acide glutai ,  ique 2 

Pro 1 i n c  1 

Leuc ine  1 

+ un peu dc th r6onine  

P lus  récemment, l e  même au t eu r  ( 8 3 4 )  a  confirmé nos propres  r é s u l t a t s .  



Tableau XXXIX 

Composition en ac ides  aminés e t  en glucosamine (+) de " f r a c t i o n s  

glycopept id iques  1" obtenug par  hydrolyse pronas ique de d i £  f é r e n t s  

é c h a n t i l l o n s  de l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

Acides aminés 

Ac ide aspa r t ique  

Thréonine 

Ac i d e  g l u t a  n. ique 

P r o l i n e  

Glycocol le  

Sér  i n e  

~ l a n i r k  

Glucosamine 

Echant i l l o n  l k h a n t  i l l o r  

(+) Par mole de l a c t o t r a n s f e r r i n e  

Echant i l l o n  

3 

k h s n t  i l l o n  

4 



B - MISE EN EVIDENCE D'UNE LIAISON 

O-THREONYL-GLYCOSIDIQUE 

Nous avons m i s  en évidence, dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  l a  p résence  

d ' un  groupement glycannique conjugué & l a  p r o t é i n e  pa r  une l i a i s o n  O-thréo- 

nyl-glycos i d ique  s u r  l a  base des r é s u l t a t s  expérimentaux su ivan t s  : 

Action d e  l a  soude s u r  l a  composition des g lycopept ides  

Le dosage des ac ides  aminés p ré sen t s  dans l e s  glycopept ides  de 

l a  " f r a c t i o n  g lycopept ide  1" n a t i v e  tt réamidée, avant  e t  après  a c t i o n  de 

l a  soude montre qu'un r é s i d u  de t h r éon inc  d i s p a r a î t  (Tableau XL ; p. 

225, XLI; p. 226), t a n d i s  q u ' a p p a r a î t  une f a i b l e  q u a n t i t é  d ' a c i d e  a-amino- 

bu tyr ique  provenant de l ' a c t i o n  r é d u c t r i c e  modérée du borohydrure de sodium s u r  

s u r  1 lac i d e  2-amino-2-but6noïque p rodu i t  au cours  de l a  r é a c t i o n  de  -élini- "B 
na t ion" .  

Nota. Le même r é s u l t a t  e s t  obtenu q u e l l e  que s o i t  l a  durée de l ' a c t i o n  de - 
l a  soude (Tableau XLS; p. 22/11. 

2  - Fraccicnneuent  e t  Etude des p r o d u i t s  d e  Lrac t i ;n  de l a  souCa 

a  - Le passage de 12 s o l u t i o n  sodique s u r  des colcnnes d'échangeurs de c a t i o n s  

(Dowex 50 x  8 ; "mesh" 20-50 ; forme ac ide )  f o u r n i t  deux f r a c t i o n s  : l ' u n e  

(Solu t ion  1 )  e s t  c o n s t i t u é e  par  l e  l i q u i d e  e f f l u e n t  auquel on j o i n t  l e s  eaux 

de  lavaze  des colonnes d e  r é s i n e s  ; l ' a u t r e  (So lu t ion  2) e s t  obtenue pa r  l e  

passage s u r  c e s  dern ibres  d 'une s o l u t i o n  d'ammoniac 0 , 5  N ( v o i r  p.210). La 

"Solut ion 1" s e  resoud, en é l ec t rophorèse  s u r  pap i e r  en 3 c o n s t i t u a n t s  : 

glycanne " l i b r e " ,  glycopepti.de A, g lycopcpt ide  B.  Nous avons p r é c i s é  dans l e  

t ab l eau  X U I ( p .  227) les rendements de ces d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s .  

b  - La Solu t ion  1, donne par  é l ec t rophorèse  s u r  pap i e r  à pH 2 ,4  deux cons- 

t i t u a n t s  majeurs q u i  s e  r é v è l e n t  pa r  l e s  r é a c t i f s  à l ' a c i d e  periodique-ben- 

z i d i n e  spécifiques des o s ides  l i b r e s  et conjugués ( F i s .  39 ; 228).  



Tableau XL 

Action de l a  soude (soude 0 , 5  N à 24"C, pendant 2 j .) s u r  l a  " f r a c t i o n  g lycopept id ique  1" 

de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  n a t i v e  e t  réamidée ( f ) . .  

(+) La composition en ac ides  aminés e t  en glucosamine e s t  donnée p. mole de l a c t o t r a n s f e r r i n e  

L 

Acides aminés = Glycopeptide 

n a t i f  

Action de 

l a  soude s u r  l e  

glycopept i d e  n a t i f !  g lycopept ide  réamidé 

-q---------- - ?---- 

Glycopept i d e  Action de l a  

réamidé soude sur  l e  

Acide a s p a r t i q u e  

t 

1,96 J 2,OO ' 1 1,95 j 1,92 

Thréonine 

Sé r  i n e  

Ac  i d e  g l u t a  n ique 

Glycocol le  

Alanjne 

Glucosamine 

2,39 i 1,14 2,40 1,27 

1,26 

0 , g l  

1 ,75 

1 , l O  

10 

1 ,29  0 ,95  

0390 

1 ,83  

1,05 

10 

0 ,84  

1,05 

1 $93 
1,22  

10 

1,05 

- 
1,08 

10 

-- 



Tableau XLI 

Cinét ique  de 1' a c t i o n  de l a  soude (soude 0 , 5  N ,  à 24°C) s u r  l a  

" f r ac t ion  glycopept idiqoe F de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  (+). 

--- .- -. - - - - - 

Acides aminés Durée de l ' a c t i o n  de l a  soude - i 

(+) La composition en ac ides  amings e t  en glucosamine e s t  donnée en moles p. mole 

de l a c t ~ t r a n s f e r r i n e .  

-- 
Ac ide  a s  p a r t  ique  

Thréonine 

Sé r ine  

Acide g l u t a  rn ique 

Pro1 i n e  

Glycocol le  

A l  an i n e  

n a t  i f  1 j 

1,96 1,80 2,OO 2,70 

2,39 1 ,30  1 ,14  1,31 

1 ,26  1 ,O2 0 ,95  0,95 

0,91 0,gO 0,gO 1,17 

1,25 1,32 1,13 1,18 

1,75 1,73 1,83 2,17 

1 , l O  1,17 1,05 1 , O O  





Figure 39 

Action de l a  soude (MaQH 0,5 2 ; 20°C ; 48 fi) sur les glycopeptides 
de La lRc totransferrine. Electrophor&se, effectuée en cuve "en toitM, 
sur papier d'Arches 304, B pH, 2,4, de la soiution> l (voir texte), 
fraccioc non retenue par l'&changeur de cations (Doeex 50 ; forme 
acide),. i *: R4vélatien pak La ninh$drine ; 2 : r6vCSlation des glucides 
libres ec con jhghés par le. ré'ac tif 1 'acide periodique-benzidine. 
G : fraccion glucidique ; Gf : fraction ebycopeptidique ; T : solurion- 
tQhin de glucides (mblange's d'oses) ; LTF : produit iie l'accion de la 
soude sur. Se glycogepride de la 1-acto trans ferrine. 



a - Le Glycanne " l ib re"  ( f r a c t i o n  G de l a  f i g u r e  39) possède un 

c a r a c t è r e  "neutre"; Il ne  r é a g i t  pas à l a  ninhydrine. Il ne renferme pas 

d 'acides aminbs, e t  il e s t  cons t i tué  uniquement de glucides.  La composition 

en oses de c e  Glycanne " l ib re"  e s t  préc isée  dans l e  tableau XXX à l a  page 

167. 11 s ' a g i t  du glycanne r é d u i t  q u i  a & t é  détaché par  l a  soude. En out re ,  

l a  ohromatographie en phase gazeuse des produi ts  d'hydrolyse ac ide  du gly- 

canne "l ibre",  préalablement t r imé thy l s i ly lés ,  permet d ' i d e n t i f i e r  à c ô t é  

des oses précédents de f a i b l e  quant i t6  de mannitol.  Le mannose s e r a i t  don(: 

conjugué à l a  thréonine par  une 1 ia ison O-glycos idique.  

f3 - Le glycopeptide A ( f r ac t ion  GP de l a  f i g u r e  39 , p. 228) 

possède, en électrophorèse un comportement c a t  ionique. 11 donne une réac- 

t i o n  p o s i t i v e  avec l e s  r é a c t i f s  B l a  ninhydrine e t  à 1 'ac ide  periodique- 

benzidine. Il s ' a g i t  d'un glycopeptide essentiel lement composé d 'ac ide  as- 

par t ique  associé  à un glycanne dont l a  composition en oses a é t é  p réc i sée  

dans un chap i t r e  a n t é r i e u r  ( v o i r  p. 167). 

y - Le Glycopeptide B q u i n l a p p a r a ? t  pas s u r  l a  f i g u r e  39 (p. 

228) c a r  il e x i s t e  en t r è s  f a i b l e  quan t i t é  e t  s a  v i t e s s e  de migration catho- 

dique e s t ,  pour une cause inconnue, t r k s  élev4e. Il possède des ca rac tè res  
E 

vo i s ins  de ceux du glycopeptide A e t  s a  composition en oses a é t é  p réc i sée  

à l a  page 167. 

c - La Solut ion 2 ne renferme pas de glucides.  E l l e  cont ient  l e  pept ide  q u i  

a é t é  détaché du glycanne par "f3-éliminationt' sous l ' a c t i o n  de l a  soude, e t  

q u i  renferme .la presque t o t a l i t é  des acides amipés de l a  " f rac t ion  glycopep- 

t i d i q u e  Ir', en p a r t i c u l i e r ,  l a  t o t a l i t é  de l a  p ro l ine .  

C - MISE EN EVIDENCE DE LIAISONS ASPARAGINYL-GLUCOSAMINE 

1 - L'hydrolyse acide p a r t i e l l e  (HC1 1 ,5  N ; 100°C, pendant 1,s h)des  glyco- 

peptides A e t  B fourni t ,  par  électrophorèse prépara t ive  su r  papier ,  un com- 

posé q u i  possède l e s  mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  que l a  substance isolde,  dans l e s  

mêmes condit ions à p a r t i r  des glycopeptides de l a  t r a n s f e r r i n e  : 

- 11 n ' e s t  pas réducteur 

- 11 e s t  composé de glucosamine e t  d 'ac ide  aspar t ique  dans l e s  

proportions 1 : 1 



- 11 possède l e  comportement é lcc t rophoré t ique  e t  l e s  ca rac tè res  de 

r évé la t ion  de 1 'asparaginyl-glucosmine de reférence  ( f i g  . 40 ; p. 231) . 
2 - La dggradation récur ren te  d l E D W  appliquée à l a  " f rac t ion  glycopeptide 1" 

conduit ,  aprEs p lus ieurs  cycles,  (voi r  p. 2051, à un PTH-d4rivé de glyco- 

amino-acide q u i  donne, par  hydrolyse ac ide  t o t a l e ,  uniquement l e  PTH-dBrivé 

de l ' a c i d e  aspar t ique ,  à l ' exc lus ion  de  t o u t  amino-acide . Ce r é s u l t a t  im- 

p l ique  que l a  fonction a-amino de l ' a c i d e  aspar t ique  S t a i t  l i b r e  e t  que l a  

conjugaison s e  f a i t  bien par  l e  carboxyle P. 

II - CONCLUSIONS 

1 - Le fractionnement des hydrolysats de l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine conduit 

3 "isolement de mélange de glycopeptides dont l a  f r ac t ion  prot id ique ,  -con- 

trairement au cas  de l a  t r a n s f e r r i n e  -, r e s t e  importante, probablement à 

cause de l a  présence de p lus ieu r s  rés idus  de p ro l ine  e t  de g lycocol le  au voi- 

s inage  des points  d 'a t tache .  

3 - Dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  un résidu glycannique e s t  a t taché  à l a  p ro té i -  

nr? par une l i a i s o n  O-glycosidique q u i  u n i t  une thr6onine à un mannose. En 

e f f e t ,  l a  soude, en mi l ieu  réducteur, d é t r u i t  une mole de thréonine e t  d6- 

tache un polyoside q u i  con t i en t  du mannitol. 

L 'existence de c e  type de l i a i s o n  a é t é  récemment confirmé par  

60T e t  c o l l .  (835). Selon ccs  auteurs,  l a  conjugaison s e  f e r a i t  par  un r6- 

s idu de Pl-ac6tylglucosamine. Ce t t e  éven tua l i t é  peut Btre envisagée malgré 

l a  c a r a c t é r i s a t i o n  du mannitol, que nous avons ef fec tuée ,  e t  q u i  semble 

a p r i o r i  impliquer que l e  mannose s o i t  conjugué à l a  thréonine. On v o i t  

en e f f e t ,  que l a  N-ac~tylglucosamiue, en pos i t ion  terminale r éduc t r i ce ,  peut 

ê t r e  cyc l i sée  par  l a  soude, en un "chromogène de K U H N " ~ ~  s a  fonction OH en 

4 e s t  l i b r e .  En out re ,  c e  chromogène se détache s i  l ' o s e  q u i  l e  prbc&de l e  

s u b s t i t u e  en 3 .  On pcut donc parfaitement admettre l e  mécanisme suivant ,  

q u i  expl iquera i t  l a  présence de mannitol dans l e  glycanne d4taché par  l a  

soude. 
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Figure 40 

~lestrophor&se effectuee cuve "en toit" à pH 3,9 de l'hydrolysa 
chlorhydrique (HC1 1,s N ; 1 100°C ; pendane 1,5 h l .  T : de la N- 
(B-asparcy1)-N-ac~tylglucosaminylamine pure ; LTF : de la fraction 
glycopeptidique CP, alcali-reaistante de la lactotransferrine (voir 
Fig. 39 ; p. 228). Asp : acide aspartique ; GlcNHAc - Asp : ii-(B- 
asparty1)-N-ac6tyl-g1ucosaminylenine ; GlcNfi, : glucosamine. i. 
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Glucides + Man -3 chromogene "déhydro-Thr" 

\L 
Glucides -+ Mannitol + Chromogène 

3 - En outre, deux outres r&idus-glycanniquen sont attaches à la protéine par 

l a  l ia i son  classique,  de type asparaginylglucosamine. 

4 - Une nouvelle différence structurale se manifeste donc entre l a  trans- 

ferrine e t  l a  lactotransferrine humaines. Elle  renforce l e s  bases physieo- 

chimiques de l a  s p é c i f i c i t é  ~mmunologiquc des deux glycoprotéides . 



CONCLUSIONS GENERALES 
1 

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de l'ensemble de 

nos travaux sont les suivantes : 

1 - L'application du procédé original de MONTREUIL, TONNELAT et MULLET de 
préparation de la lactotransferrine humaine (relargage par le sulfate d'am- 

monium et chromatographie sur une résine carboxylique, llArnberlite XE-64, 

fournit des échantillons de lactotransferrine pure, avec un rendement de 70 

à 85 p.100. Une tentative d'amélioration de la méthode qui consistait B 

substituer à ltAmberlite XE-64, la DEAE-cellulose, a échoué car celle-ci 

dénature le protéide. Il s'agit d'ailleurs d'un phénomène général et il nous 

semble que la plus grande prudence doft être observée dans les applicatio~s 

de la DEAE-cellulose à la chromatographie des protéides. Au contraire, l'em- 

ploi de la CM-cellulose nous a permis d'obtenir des préparations pures de 

lactotransferrine, avec un rendement qui atteint 90 à 95 p.100. 

Des fractionnements réalisés d'une manière quantitative nous 

conduisent à fixer à 0,7 - 0,9 g p.litre la concentration du lait de Ferna 
en lactotransferrine. Ces valeurs sont intermédiaires entre celles de BLANC 

(0,6 g) et de MONTREUIL et coll (1 à 1,5 g).  

2 - La détermination, par des procédbs différents du taux de fer fi-ré à satu- 

ration par la transferrine et par la lactotransferrine nous a fourni le meme 

résultat pour les deux protéides : 1,47 g p.1000 g, soit 2 atomes de fer par 

mole. 

Les résultats que nous avons obtenus à propos de la lactotransfer- 

rine infirment ceux de MONTREUIL et coll. qui avaient obtenus des valeurs 

plus élevées : 3,47 g de fer p.lOOO g de protéide et 6 atomes de fer par 

mole. Les résultats de ces auteurs s'expliquent par les conditions de fixa- 

tion du fer qu'ils avaient appliquées et qui ont conduit à la formation de 

lactotransferrinessursaturées par conjugaison du fer sur des sites non sp6ci- 

fiques. L'isolement de lactotransferrines à teneur élevée en fer (15 g 

p.lOOO g de protéide) que nous avons réalisé est en faveur de cette hypothèse. 



3 - Nos recherches su r  les propr ié tés  physiques de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  nous o n t  permis de déterminer quelques constantes e t  de 

révé le r  des analogies e t  des d i f férences  e n t r e  l e s  deux proté ides .  

a  - Les masses moléculaires de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  lac to t rans-  

f e r r i n e  sont  identiques e t  égalent 76 000. Ce t t e  valeur s ' é lo igne  de c e l l e  

q u i  e s t  souvent adoptée par  l e s  auteurs  (85 à 90 000). E l l e  a  é t é  obtenue 

par  l ' a p p l i c a t i o n  de d i f f é r e n t s  procédés (sédimentation et  d i f fus ion  ; 6qui l i -  

b re  de sédimentation ; chromatographie s u r  ge ls  de Sephadex G-100 e t  6-200 ; 

c a l c u l  d 'après l a  teneur en f e r ) .  

b  - Les p ropr ié t é s  optiques (absorption de l a  lumigre v i s i b l e  e t  

de l ' u l t r a - v i o l e t  ; pouvoir r o t a t o i r e )  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  lacto-- 

t r a n s f e r r i n e  son t  ident iques .  L'absorbante molaire a 278 mp e t  l e  pouvoir 

r o t a t o i r e  spéci f ique  son t  profondément modifiés (augmentation de 20 à 25 

p.100) par l ' é l i m i n a t i o n  du f e r .  Celui-ci  p a r t i c i p e  donc à l ' é l abora t ion  des 

s t ruc tu res  secondaire e t  t e r t i a i r e  des deux proté ides .  

c  - La p r i n c i p a l e  d i f fé rence  qui  e x i s t e  e n t r e  ceux-ci concerne 

l e  comportement électrophor6tique : l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  possède, en e f f e t  

une mobi l i té  moins anodique que l a  t r a n s f e r r i n e .  

4 - Nous avons, l a  première, i d e n t i f i é  l e s  glucides cons t i tuant  les f rac t ions  

glycanniques de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  déterminé avec 

préc is ion ,  d'une manière " s t a t i s t i q u e "  l a  composition centésimale e t  molaire 

en oses de ces  dernières .  

Les d i f fe rences  fondamentales e n t r e  l e s  deux prote ides  sont  l e s  

suivantes : 

a  - La l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  p lus  r i c h e  en oses neut res  (+ 40 - 
p. 100) e t  en glucosamine (+ 20 p.  100) que l a  t r a n s f e r r i n e .  E l l e  e s t  plus 

pauvre en a c i d e  s i a l i q u e .  ( - 13 p.100). 

b  - Les deux prota ides  renferment l a  même quan t i t é  de galactose 

e t  de mannose (5 rés idus  de chacun des oses)  mais l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ren- 

ferme, seu le ,  du fucose (4 rés idus) .  Transfer r ine  e t  l a c t o t r a n s f e r r i n e  : 



renferment la même osamine : l a  glucosamine (respect ivement ,  8 e t  10 r é s idus )  

et l e  même ac ide  s i a l i q u e  : l ' a c i d e  N-acétylneuraminique (respect ivement ,  3 ,5 

et 3 r é s i d u s  1. 

c  - Les recherches p r é l i m i n a i r e s  que nous avons e f f ec tuées  s u r  l a  

s t r u c t u r e  des groupements glycanniques de deux p ro t é ides  ont  appor té  l e s  

r é s u l t a t s  su ivan t s  : 

- La t r a n s f e r r i n e  possède deux groupements glycanniques e t  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  en possède t r o i s .  

- Les &tudes c i n é t i q u e s  de l i b é r a t i o n  des o ses  par  l e s  ac ides  e t  

l ' a n a l y s e  des p rodu i t s  de l ' hyd ro lyse  p a r t i e l l e  des glycannes r év5 len t  des 

ana logies  de s t r u c t u r e  e t  l ' e x i s t e n c e  d'enchaînements os id iques  cormnuns. En 

e f f e t ,  dans les deux cas ,  l ' a c i d e  s i a l i q u e  e s t  l i b é r é  en t o t a l i t é  l e  premier ; 

il e s t  s u i v i  par  l e  ga l ac tose  e t  pa r  une f r a c t i o n  importante de  l losamine ; 1- 

l e  mannose a p p a r a î t  p lus  tardivement .  En o u t r e ,  l a  N-acétyllactosamine ( q * ~ l  

e s t  l i b é r é e  dès l e  début des hydro lyses) ,  deux mannobioses isomères e t  un 

mannotriose on t  été c a r a c t é r i s é s  dans les hydro lysa ts  p a r t i e l s .  

Sur l a  base de ces  expérimentat ions nous avons proposé des cctAé:.ies 

s p é c u l a t i f s  de s t r u c t u r e  des f r a c t i o n s  glycanniques de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  qu i  r ep ré sen ten t ,  2i nos yeux, des modèles s u r  l e sque l s  

nous fonderons nos f u t u r e s  recherches .  

5 - L'étude de l a  f r a c t i o n  p ro t é ique  r é v è l e  des d i f f é r ences  t r è s  r-:ofondes 

e n t r e  la t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  q u i  p o r t e n t  s u r  l e s  p o i n t s  

su ivan t s  : 

a  - Les compositions c e n t é s i m a l e . e t  mola i re  en ac ides  aminés que 

nous avons déterminées d'une manière s t a t i s t i q u e  (pour l a  première f o i s ,  en 

c e  qu i  concerne l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ) .  

b  - Les groupements N- e t  C-terminaux sont  d i f f é r e n t s  dans les 

deux p r o t é i d e s .  En e f f e t ,  l a  t r a n s f e r r i n e  possède l a  v a l i n e  en p o s i t i o n  N-ter- 

minale ,  t a n d i s  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ( r é s u l t a t  o r i g i n a l ) n l a  pas  d1amino- 

ac ide  N-terminal. En o u t r e  l e  g lycocol le ,  l a  p r o l i n e  e t  l a  s é r i n e  sont  en 

p o s i t i o n  C-terminale dans l a  t r a n s f e r r i n e  t a n d i s  que l e  g lycoco l l e  e t  l a  sé- 

r i n e  l e  s o n t  dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Ces de rn i e r s  r é s u l t a t s  son t ,  eux- 



a u s s i ,  originaux. I l s  montrent que l e s  deux proté ides  sont  p lu r i ca téna i res  

e t  que l a  t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  renferment, respectivement, au 

moins 3 e t  2 c h a h e s  peptidiques.  

c - Les s t ruc tu res  primaires desdeux proté ides  sont  d i f f é ren tes .  

En e f f e t ,  l ' a p p l i c a t i o n  du procédé des "empreintes" dlINGRAM révè le  l a  pré- 

sence de séquences peptidiques spéci f iques  dans les hydrolysats  protéinasiques 

des deux glycoprotéines. En o u t r e ,  l a  r é s i s t a n c e  de l a  t r a n s f e r r i n e  et de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  saturées en f e r  vis-à-vis des proté inases ,  a l o r s  que c e l l e s -  

c i  dégradent totalement les apoprotéides,  confirme l lhypothèse que nous avons 

formulée de l ' i n t e r v e n t i o n  du f e r  dans l a  détermination des s t ruc tu res  secon- 

d a i r e  e t  t e r t i a i r e  des deux proté ides .  

6 - Nous avons déterminé, pour l a  première f o i s ,  sans ambigufté les modalités 

de l a  l i a i son  glycanne-prot4ine dans l a  t r a n s f e r r i n e  e t  dans l a  l ac to t rans fe r -  

r i n e  e t  révele  une nouvelle d i f f é rence  s t r u c t u r a l e  e n t r e  les deux proté ides .  

a - Dans l a  t r a n s f e r r i n e ,  l e s  deux glycannes sont  a t tachés  par  l a  

N-acétylglucosamine à l ' a c i d e  aspar t ique  par  une l i a i s o n  du type "asparaginyl- 

glucosamlneff. C e  r é s u l t a t  a é t é  obtenu en dégradant par  récurrence deux gly- 

copeptides que nous avons i s o l é s  des hydrolysats  pronnsiques de l a  t r ans fe r -  

r i n e  (un séryl-aspartyl-glycanne e t  un g lyco-aspr ty l - lys ine )  e t  qui  nous 

ont  fourni  lfasparaginyl-glucosamine elle-même. 

b - Dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  deux restes glycannipqes sont ,  eux 

a u s s i ,  conjugués B l a  p ro té ine  par  l e  même type de l i a i s o n  asparaginyl-gluco- 

samine dont nous avons démontré l ' ex i s t ence  par  une exp6rimentation identique.  

En o u t r e ,  l e  troisième r é s i d u  glycannique e s t  a t t a c h é  à l a  proté ine  par  une 

l i a i s o n  O-thréonyl-glycosidique dont l a  présence a é t é  démontrée par l a  ruptu- 

r e ,  en mil ieu a l c a l i n ,  de c e t t e  dernière  par  un mécanisme de "(3 -éliminationt1. 

7 - Nous pouvons donc conclure,  d'une nanière  t r è s  générale,  que l e s  d i f féren-  

ces e s s e n t i e l l e s  qui se  manifes tent  e n t r e  l a  t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l ac to t rans fe r -  

r i n e  sont  p lus  d 'ordre  chimique que d 'ordre  physique. En e f f e t ,  l e s  proprié-  

t é s  physiques sont  t r è s  v o i s i n e s  tandis  que l e s  p ropr ié t é s  chimiques sont  



tr&s nettement distinctes. Elle portent, B la fois, sur la structure des 

groupements glucidiques et de la fraction protéique et sur les modalités de la 

liaison glycanne-protide. Ainsi avons-nous fondé les bases physico-chimiques 

de la spécificité immunologique de la transferrine et de la lactotransferrine 

humaines. 
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