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INTRODUCTION

Dés notre entrée, en 1960, dans son Laboratoire, le Professeur
MONTREUIL nous a confié la tfche d'étudier la composition en glucides de la
lactotransferrine qu'il venait d'isoler du lait de Femme. Ce genre de recher-
che relevait, en effet, de notre spécialisation technique dans le dosage des

sucres. Nos résultats furent exposés dans une premiére note parue en 1961.:

J. MONTREUIL, G. BISERTE, S. MULLET, G. SPIK et N, LEROY - Composition chi-
mique de la lactogidérophiline. C.R. Acad, Sci., 1961, 252, 4065.

En 1965, a la suite d'un mémoire élliptique de BLANC, BUJARD et
MAURON (1) paru dans le périodique Experientia, nous flimes amenée 2 participer
a4 la rédaction d'une mise au point qui parut dans le mé@me journal et dans
laquelle nous décrivions la composition compléte de la transferrine et de la

lactotransferrine :

J. MONTREUIL, G. SPIK, M. MONSIGNY, J. DESCAMPS, G. BISERTE et M. DAUTREVAUX -
Etude comparée de la composition en oses et en amino-acides de la transferrine

et de la lactotransferrine humaines, Experientia, 1965, 21, 254,

Cette étude révéla, dans la composition de la lactotransferrine,
quelques anomalies qui, s'ajoutant a des résultats apportés par 1l'électropho-
rése, l'immuno-électrophorése et l'ultra-centrifugation, nous amenérent,

- en collaboration avec J, DESCAMPS -, 2 reprendre d'une manidre systématique
la question de 1l'isolement d'une lactotransferrine pure., En effet, des échan-
tillons présentaient fréquemment une hétérogénéité dont la nature sera dis-
cutée plus loin, A l'heure actuelle, ce probléme n'a pas encore regu, malgré
nos efforts, de solution absolument satisfaisante et les procédés que nous
appliquons fournissent , certes, des préparations pures mais avec des rende-

ments relativement faibles.

-

Nous sommes toutefois parvenue 3 préparer des quantités suffisantes
de lactotransferrine pour entreprendre l'étude comparée de la structure de
la lactotransferrine et de la transferrine humaines, Cette derni2re nous

était fournie par 1'Industrie.



Dans une premiére série d'expériences, nous avons exploré la
constitution des groupements glycanniques et des copules protéiques dans
leur ensemble, Les résultats que nous avons obtenus ont été rassembléds dans

les mémoires suivants :

J. MONTREUIL, G, SPIK et A, CHOSSON - Recherches sur la structure des glyco-
protéides, III - Identification chromatographique de la N-acétyl-lactosamine
dans les hydrolysats de divers glycoprotéides, Hypothése de l'existence d'un
schéma général de structure des glycoprotéides. C, R. Acad. Sci., 1962, 255,
3493,

J. MONTREUIL, A, CHOSSON et G. SPIK - Etudes sur les glycoprotéides. IX -

Etudes cinétiques de l'hydrolyse chimique des glycoprotéides. Application

3 l'ovomucofde. Hypothése de l'existence d'un schéma général de structure de
la fraction glucidique des glycoprotéides d'origine animale. Bull, Soc.

- Chim, Biol,.,, 1965, 47, 1867.

G. SPIK et J. MONTREUIL ~ Etudes sur les glycoprotéides., XVI - Etudes com-~
paratives de la structure de la transferrine et de la lactotransferrine hu-
maines, "Finger-printing" des hydrolysats protéasiques des deux glycopro-

téides. C.R, Soc, Biol,, 1966, 160, 94,

Dans une seconde série de travaux, nous avons abordé 1'étude
comparée des modalités de la liaison glycanne-protide dans les deux glyco-
protéines et démontré, pour la premiére fois, la nature de la conjugaison.

Nous avons, en effet, prouvé sans ambiguité que, dans la transfer-~
rine, existaient deux groupements glycanniques unis a la protéine par une
liaison de type N~(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine. Les premiers résul-

tats furent publiés dans les deux notes suivantes :

G. SPIK, M. MONSIGNY et J. MONTREUIL - EtudeSsur les glycoprotéides, XI -
Mise en évidence d'une liaison de l'acide aspartique avec le groupement muco-

polyosidique dans la transferrine humaine. C. R, Acad. Sci., 1965, 260, 4282,

G. SPIK, M. MONSIGNY et J. MONTREUIL - Etudes sur les glycoprotéides., XII1 -~
Mise en évidence d'une liaison de l'acide aspartique et de la glucosamine

dans la transferrine humaine. C. R, Acad. Sci., 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 2 nos deux notes
n'apportait pas encore la solution de ce probléme.

Parallélement a nos travaux sur la transferrine, nous menions une

série de recherches sur la liaison glycanne-protide de la lactotransferrine,

et démontrions l'existence de deux chafnes glucidiques unies a la protéine
par une liaistn de type N-(p-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine et d'une
troisiéme chaine conjuguée par une liaison O-thréonyl-glycosidique alcali-
labile, Nos résultats furent communiqués, dés 1965, dans une conférence faite
par MONSIGNY (4) au Symposium Technicon de Paris et publiés dans la note

sulvante :

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 ;d'une liaison O-thréonyl-glycosidique dans la lactotransferrine humaine,

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

Cette publication était postérieure 3 une note de GOT (5) dans
laquelle cet auteur donnait la composition de glycopeptides préparés a partir
d'hydrolysats pronasiques de la lactotransferrine sans préciser la nature de
la liaison glycanne-protéine dans cette glycoprotéine. Dans un article pos-
térieur a notre note, GOT, GOUSSAULT et FONT (6) confirmerent 1'existence
d'une liaison O-glycosidique de la thréonine dans la lactotransferrine. Enfin,
nous avons rassemblé tous nos résultats dans un mémoire dont le texte était

celui d'une conférence faite par le Pr. MONTREUIL au 4& 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-

tographie-Symposium IV, Arscia éd,, Bruxelles,

Le but de cette introduction, était, d’ume part, de montrer que,
malgré la durée de nos travaux, nos résultats sont restés originaux et ont
conservé leur antériorité et, d'autre part, de préciser le plan de notre

mémoire,



Nous présenterons successivement, aprés un bref historique sur la

transferrine et sur la lactotransferrine humaines :

1 ~ le probléme de la préparation de la lactotransferrine ;

2 - la question de la fixation du fer par ces deux glycoprotéines ;
3 -~ les propriétés physiques des deux transferrines ;

4 - 1'étude comparée des fractions glycanniques ;

5 -~ l'étude comparée des copules protéiniques ;

6 - les modalités de la liaison glycanne-protéine dans les deux protéides .



GENERALITES

Nous exposerons, dans ce chapitre, les résultats qui ont été ac-
quis, dans différents laboratoires, sur les propriétés physico-chimiques
et biologiques et sur la structure de la transferrine et de la lactotrans-

ferrine,



LA TRANSFERRINE (+)

I - HISTORIQUE DE SA DECOUVERTE

La découverte, dans le sérum de différents animaux, d'un protéide

capable de fixer réversiblement le fer : la transferrine ou sidérophiline,

s'est effectuée en plusieurs étapes.

A - Mise en évidence de fer non héminique dans le plasma

L'histoire de la découverte de la transferrine commence réelle-
ment en 1925 par la mise en évidence, par FONTES et THIVOLLE (18) de fer non
porphyrinique dans les cendres du plasma de Cheval, Cependant, des 1891,
SOCIN (19) avait déja signalé la présence de fer dans du sérum non hémolysé
mais son observation ne regut aucune application. En 1927, HENRIQUES et
ROCHE (20) et WARBURG et KREBS (21) mettent au point des procédés de dosages
du fer plasmatique non héminique et trouvent des valeurs comprises entre
50 et 220 pg p.l100 ml de plasma.

B - Localisation du fer dans le plasma humain

En 1927-1933, BARKAN (22,23) démontre qu'il ne s'agit pas de fer
"minéral" mais que le métal ne dialyse pas aux pH physiologiques. Au contrai-
re, aprés acidification, le fer devient ultrafiltrable, L'auteur (24) con-
clut que le fer est 1ié 2 des protéines et isole avec SCHALES (BARKAN et
SCHALES(25)), en 1937, par précipitation par le sulfate d'ammonium 2

demi-saturation, un complexe fer-globulines qui contient la totalité du fer

(+) Revues générales : LAURELL, 1952 (7) ; DREYFUS-SCHAPIRA, 1955 (8) ;
SCHULTZE, HEIDE et MULLER, 1957 (9) ; RAMSAY, 1958 (10) ; DREYFUS et
SCHAPIRA, 1958 (11) ; LAURELL, 1960 (12) ; PUTNAM, 1965 (13) ; BEARN
et PARKER, 1966 (14) ; SCHULTZE et HEREMANS, 1966 (15) ; Protides of
the Biological Fluids, 1967 (16) ; JEPPSSON, 1967 (17).



plasmatique., STARKENSTEIN et HARVALIK (26) parviennent simultanément 3 la
méme conclusion,

En 1941, VAHLQUIST (27), par électrophordse, et YOSHIKAWA, HAHN
et BALE (28), par fractionnement du sérum aprés injection de fer radio-actif,
montrérent, eux aussi, que le fer était localisé sur les globulines o et § ,
mais aussi, en treés faible quantité, au niveau des albumines. Ce dernier ré -

sultat ne regut pas de confirmation ultérieure,

C - Mise en &évidence de la réversibilité de la formation du complexe
fer-protéide

HOLMBERG &t LAURELL (29) et SCHADE et CAROLINE (30) (+) montrérent
que la globuline sérique fixant le fer n'est pas saturée en métal et que
1'addition de sels de fer au sérum provoque le développement d'une coloration
saumon qui atteint un maximum quand 300 pg environ de fer ont été fixés par
100 ml de sérum., Cette réaction de fixation du fer est réversible (LAURELL)
(32). A ce protéide responsagble du transport de fer plasmatique, HOLMBERG
et LAURELL (33), en 1947, donnérent le nom de transferrine., SCHADE, REINHART

et LEVY (34) proposérent, en 1949, le terme de sidérophiline pour exprimer

1'affinité pour le fer de la globuline,

D ~ Isolement des transferrines

Gréce a leur propriété de fixation du fer, associée 2 leur pouvoir
bactériostatique mis en évidence par SCHADE et CAROLINE (35), le repérage
des transferrines au cours des opérations de fractionnement des sérums de
divers animaux était aisé et permit de mettre au point, rapidement, des pro-
cédés d'isolement,

En 1947, LAUREL et INGEIMAN (36) décrivent la préparation de la
transferrine du Porc et parviennent & la cristalliser em 1953, En 1949,
SURGENOR, KOECHLIN et STRONG (37) modifient la "méthode 6" de COHN et obtien-
nent, a partir du plasma humain, une "fraction IV~7" trés enrichie en trans-
ferrine & partir de laquelle, en 1952, KOECHLIN (38) prépare cette dernidre
a 1l'état cristalliaé,

(+) SCHADE et CAROLINE étaient parvenus 2 ce résultat en étendant au sérum
les recherches qu'ils poursuivaiéent sur le blanc d'oeuf et qui les avaient
conduits a identifier & la comelbumine le protéide fixant du fer (31).



Depuis, de nombreux procédés ont été proposés dont nous décrivomns
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 derniéres années,

I1 - PREPARATION DE LA TRANSFERRINE HUMAINE

La trangferrine humaine est obtenue, avec les meilleurs rendements,
a4 partir de préparations enrichies provenant de fractionnement du plasma par
le procédé a 1l'éthanol de COHN et coll, ou par le procédé au rivamol de
HOREJSI et SMETANA.

Nous nous limiterons & 1'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 a des variations de
température, de pH, de force ionique et de concentration en protéides, Il
obtient de cette maniére 6 fractions, En 1946, SCHADE et CAROLINE (40) qui

étudiatent- 1'action inhibitrice sur la croissance de Shigella dysenteriae

(voir p. 7 ) des fractions de COHN, observent que la fraction IV-3,4 posséde
ltactivité maximale. Ces auteurs montrent, en outre, que l'addition de sel de
fer développe, uniquement avec cette fraction, une coloration rose-saumon
identique & 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 & partir de
cette fraction,

Malgré les perfectionnements apportés & 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 R 2 globulines.

2



En 1949, SURGENOR, STRONG, TAYLOR, GORDON et GIBSON (41) et
SURGENOR, KOECHLIN et STRONG (42) sous~fractionnent la fraction IV-4 de
COHN de maniére a éliminer la choline-estérase, l'albumine et les lipoprotéi-
nes et obtiennent une fraction a 76 p.100 de transferrine qu'ils appellent :
fraction IV-7, Malgré plusieurs tentatives, les auteurs ne parviennent pas
a obtenir la transferrine a 1'état pur & cause d'interactions énergiques

entre cette protéine et les -globulines présentes dans la fraction,

a
KOECHLIN (43) réussit, le premier, a obtenir de la transferrine

pure en soumettant la fraction IV-7 & un sous-fractionnement éthanolique et

en faisant varier les conditions de pH et de force ionique, A la suite de

KOECHLIN, d'autres auteurs proposérent des procédés fondés sur le mme princi=-.

pe. Plus récemment, la chromatographie sur échangeurs d'ions a été appliquée

avec succeés,

1 - SOUS-FRACTIONNEMENT DE LA FRACTION IV-7

a - Procédé de KOECHLIN (44)

Le procédé de KOECHLIN est fondé sur la recherche systématique des
meilleures conditions de force ionique, de pH et de concentration en protéi-
des a appliquer & la fraction IV-7 pour réduire au maximum les interactions
protéines~protéines, Dans certaines conditions, il précipite d'abord sélecti-
vement les globulines @, (fraction IV~-7-1), puis la transferrine (fraction
1V-7-2) pure & 95 p.100,

Dans une seconde série de travaux, KOECHLIN fixa les conditions

suiventee de la cristallisation de la transferrine :

pH 5,2 - 5,5 6,1 - 6,5
r/2 0,01~ 0,02 ‘ 0,01~ 0,05
(chlorure) (chlorure ou acétate)

Concentration en é&thanol
p.1l00 10 - 14 4 - 20

Concentration en protéines _
p.100 8 - 10 8 =12

Température 0 - 5°C 0 - 5°
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La cristallisation a pH 6,2 est réservée & des préparations
IV~7-2 pures a 95 p.100. Seules les préparations possédant un degré de pure-
té supérieur cristallisent a2 pH 5,2 - 5,5, Deux ou trois cristallisations
successives fournissent la transferrine homogdne en électrophordse et en
ultracentrifugation, Toutefois, la purification de la transferrine par la
cristallisation reste un procédé délicat. En outre, les rendements sont

faibles,

b - Procédé d'INMAN

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 A modifier
profondément le procédé de KOECHLIN et de l'associer, en particulier, 2 la

chromatographie sur échangeurs d'ions,

2 - SQUS~-FRACTIONNEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DES FRACTIONS DE COHN

a - Procédé d'INMAN 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 & saturer la trans-
ferrine en fer, de mani2re 2 augmenter de 40 fois sa solubilité et de favori-
ser sa séparation par précipitation fractionnée des impuretés., La précipi-
tation de la transferrine elle-m@me est précédée d'un traitement par 1'EDTA
de maniére & augmenter son insolubilité en la privant de fer. Les auteurs
obtiennent de cette manidre une préparation (fraction IV-4-c) qui contient
80 a 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 & 91-95 p.100.

b - Procédé de WINDLE et coll.
WINDLE, WIERSEMA, CLARK et FEENEY (48) isolent la transferrine
a partir de la fraction IV-7-2 de KOECHLIN, préalablement saturée en fer,

qu'ils soumettent 2 la chromatographie sur DEAE-cellulose. L'&lution est
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effectuée avec un tampon 0,01 M tris - HCl, de pH 8,5 avec des concentra-
tions croissantes en ClNa : 0,05 M - 0,075 M - 0,1 M et 0,15 M, La transfer-
rine est éluée avec les tampons renfermant 0,05 et 0,075 M de ClNa.

¢ - Procédé d'AISEN et coll.

AISEN et coll, (49) utilisent la fraction IV-7 de SURGENOR et coll,

dont ils extraient la transferrine saturée en fer par chromatographie sur
DEAE-Sephadex A~50, (tampon tris de pH 8 ; gradient de concentration de
0,07 a 0,15 M).

B -~ PREPARATION DE 1A TRANSFERRINE PAR LES METHODES AU RIVANOL

Le lactate de 6,9-diamino-2-éthoxy-acridine ou rivanol posséde la
propriété de précipiter dans certaines conditions de pH, de force ionique et
de concentration en rivanol la majeure partie des protéides sériques. Fondé
sur ce principe, un procédé de fractionnement du plasma a été décrit par
HOﬁEng et SMETANA (50), en 1956. Dans le surnageant obtenu aprés précipita-
tion, a 20°C et a pH 7,3, de 2 volumes de plasma par 7 volumes de rivanol
a 0,4 p,100, et a la température de la piéce, les auteurs ont trouvé dans le
filtrat, a c8té de la sérumalbumine et des globulines YG, une globuline B,

En 1958, BOETTCHER et coll, (51) reprennent les &tudes faites
par HOﬁEJéI et SMETANA et décrivent une méthode de purification de la glo-
bulinef présente dans le surnageant aprés précipitation par le rivanol et

~

1'identifient & la transferrine.

1.~ Procédé de BOETTCHER, KISTLER et NITSCHMAN (52)

La méthode de BOETTCHER et coll, est fondée sur la grande solubi-~
lité de la transferrine en présence du rivanol 2 des pH supérieurs a 7. Entre
pH 8 et 10, la sérumalbumine est précipitée en totalité et il demeure dans
le surnageant les globulines YG et la transferrine qui peuvent &tre séparées
par précipitation éthanolique effectuée & basse température et 2 des concen-
trations et 2 des pH différents : les globulines YG sont d'abord précipitées
par l'éthanol & 25 p.100 et 2 pH 6,8 et la transferrine est précipitée du

EN

filtrat par 1'éthanol a 40 p.100 et 3 pH 5,8. Les rendements atteignent 2 g
de transferrine pure a 90 p.100 pour 100 g de protéides sériques totaux.
La transferrine est ensuite purifiée par un nouveau fractionnement

au rivanol,
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2 - Prdcédé de KISTLER et coll, (53)

En 1960, KISTLER et coll,, par la mesure de la capacité de fixa-
tion du fer, démontrent que les préparations de transferrine obtenues par
le fractionnement au rivanol selon BOETTCHER et coll, (54) contiennent
jusqu'a 40 p.100 d'impuretés et ils proposent un procédé de purification
fondé sur la cristallisation de la transferrine dans les conditions décrites
par INMAN pour la fraction IV-7 de COHN (55). Ce procédé permet d'obtenir
des quantités élevées de transferrine trés pure & partir du plasma humain

ou encore & partir de toute fraction enrichie en transferrine,

3 - Modifications aux méthodes précédentes

De nombreuses modifications de la technique de KISTLER et coll.
ont été proposées, Elles portent :

- sur les conditions de précipitation par le rivanol ;

- sur les conditions d'élimination de ce dernier ;

- sur les conditions de purification de la transferrine,

Comme nous ne pouvons décrire en détail tous ces procédés, nous

les avons rassemblés dans les tableaux I (p. 13), II (p., 14) et III (p. 15).

4 - Procédé de SCHULTZE

Dans les laboratoires de la firme BEHRINGWERKE, SCHULTZE et coll,
ont mis au point plusieurs procédés généraux de fractionnement du sérum
qui associent le relargage par les sels neutres et par 1l'éthanol, la préci-
pitation au rivanol, la chromatographie préparative d'absorption et d'échan-~
ges d'ions, 1'électrophorése préparative de convection ou sur gels divers.
Ces méthodes ont fait 1l'objet de nombreuses descriptions (voir, par exemple,
SCHULTZE, GOLLNER et coll, (56) ; HEIDE et HAUPT (57) ; HEIDE, HAUPT et
STORIKO (58)) et on trouvera, dans le remarquable ouvrage de SCHULTZE et
HEREMANS, Molecular Biology of Human Proteins (59), un chapitre consacré
aux procédés de fractionnement des protéides plasmatiques dans lequel sont
décrites les méthodes de préparation, 2 l'échelle industrielle, de la trans-
ferrine, Nos recherches ont été effectuées sur de tels échantillons mais

nous ne connaissons pas les détails techniques de leur préparation,



Tableau I

Conditions de précipitation des protéides sériques par le rivanol

Nature de la Concentration de | Volumes de so- Force
solution la solution de lution de riva- pH (Température Références
de départ rivanol nol ajoutée ionique
Sérum 0,4 p. 100 3,5 - 7,3 20°C  |HOREISI et SMETANA ( € )
Sérum 0,4 p. 100 3,5 0,15 9,4 0°C BOETTCHER et coll. (61 )
KISTLER et coll. -(¢2)
NAGLER et coll. ( 63)
ROOP et PUTINAM ( & )
Sérum (a) 0,4 p. 100 3 - 8,5 (b) PATRAS et STONE (65 )
ROBERTS, MAKEY et SEAL
(66)
Sérum dilué a 3 p. 100
de protéides (e) (c) - 8,5 (p) HEIDE et HAUPT ( 67)
HEIDE, HAUPT, STORIKO
et SCHULTZE ( 68)
Sérum saturé en fer dilué
avec 3 vol. de tris 5mM 0,6 p. 100 (d) 1 - 8,8 20°C |SUTTON et KARP ( 69)
de /pHAB\ 6
e <
NS

(a) Sérum de Boeuf
(b) Non précisé

(&

Les auteurs donnent comme seule précision : protéines 3 p. 100 ; rivanol 0,87 p. 100.
En solution dans un tampon tris 5mM de pH 8,8

€1



Tableau 1I

Procédés d'élimination du rivanol

des filtrats

Méthodes

Références

Passage sur charbon actieé

- BOETTCHER et coll. ( 70)
- KISTLER et coll. (71 )
- PATRAS et STONE (2 )

- Dialyse contre un tampon phosphate
0,02 M pH 6,3, suivi d'un passage

sur colonne de CM-cellulose

- NAGLER, KOCHWA et WASSERMAN ( 73)

Addition de 5 p. 100 de chlorure de sodium

- HEIDE, HAUPT, STORIKO et SCHULTZE ( 74)

Passage sur amidon de pomme de terre

-~ SUTTON et KARP (75 )

Passage sur colonne de Sephadex - G#25

- ROOP et PUTNAM ( 76)

%1
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C - PREPARATION DE LA TRANSFERRINE PAR CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS

Depuis les premiers travaux de PETERSON et SOBER (85), la chro-
matographie sur des celluloses modifides et, en particulier, sur la DEAE-
cellulose, a été largement utilisée pour préparer la transferrine. Une revue
générale de la question a été effectuée par PETERSON et SOBER (86).

JAMES et STANWORTH (87) ont réalisé une étude critique des procé-
dés de fractionnement des protéines sériques par chromatographie sur DEAE-
cellulose, Les auteurs ant montré que l'affinité de la transferrine pour
1'échangeur d'ions variait avec la teneur en transferrine du mélange de pro~
téides 2 purifier : la transferrine pure est éluée avec un tampon phosphate
0,01 M, de pH 7,6, tandis que la transferrine présente dans le sérum total
est éluée avec un tampon phosphate 0,02 M, de pH 6,3. Lea auteurs expli-
quent cette différence par une modification de la configuration moléculaire
de la transferrine quand elle est combinée 2 d'autres molécules de protéides
sériques, ou par des différences de teneur en fer de la protéine ou emcore
par l'existence de plusieurs transferrines,

Nous avons précisé dans les tableaux IV et V (p. 17 et 18) quelques conditiens
appliquées par les auteurs pour isoler la transferrine directement & partir
du sérum humain ou 2 partir de fractions trés enrichies en ce protéide (voir

aussi les paragraphes précédents).

D - CONCLUSIONS

Les procédés de préparation de la transferrine sont trop nombreux
pour que l'on puisse conclure que le prcbleme de l'isolement de ce composé
pur et & 1l'état natif soit résolu, Pour tenter de faire le point de cette
question, FREEMAN (88) a préparé la transferrine en appliquant trois procédés
différents :

1 - Chromatographie sur DEAE-cellulose de la fraction IV de COHN.

2 - Précipitation au rivanol, suivie d'un relargage par le sul-
fate d'ammonium entre 45 et 65 p.l00 de saturation et d'une purification sur
DEAE-cellulose.

3 - Fractionnement sur DEAE-cellulose du sérum entier, L'élution

est réalisée par un tampon phosphate, Le 3& pic, renfermant de la transferrine




Tableau IV

Conditions d'isolement de la transferrine par chromatographie

sur celluloses modifiées

Nature du matériel Nature de Nature du tampon Procédés de Références
1'échangeur
de départ d'ions purification
Sérum entier DEAE Phosphate 0,02 M, pH 6,3 JAMES et STANWORTH (89)
DEAE Phosphate 0,002 M, pH 7 |Chromato sur ROBINSON et PIERCE (90)
hydroxylapatite ROBINSON et coll, (91)
DEAE Phosphate 0,005 M, pH 7 |{Chromato sur '
Sephadex G 50 ROBINSON et PIERCE (92)
DEAE Phosphate Y 0,015, pH 6,4 |Electroph. gel .
d'amidon ' CHARLWOOD (93)
TEAE Phosphate 0,1 M, pH 7,1 SHIRASAWA (94)
CcM Phosphate 0,005 M, pH 6
a7,5 JEPS SONet SJOQUIST (9s)
Précipité AP; du fraction-
nement a l'éther de
KEKWICK et Mc KAY (9%) DEAE Acétate 0,02 M, pH 5,2 Chromato sur
. DEAE-cellulose JONES et PERKINS (97)
Fraction obtenue par
relargage au sulfate
d'ammonium DEAE Phosphate 0,005 M, pH 74 BEZKOROVAINY et coll. (98)
Fraction éthanolique CM Phosphate 0,005 & 1 M,
pH 6 a 7,5 EPPSSON et SJOQUIST (99)
Fraction B obtenue par
électrophorése en gel
TEAE Phosphate 0,025 M PARKER et BEARN (49 &)

d'amidon _

L1



Tableau V

Conditions dfisolement de la transferrine par chromatographie

sur Sephadex modifiés.

Nature du

matériel de départ

Nature de 1'é-

changeur d'ions

Nature du tampon

Procédés de

purification

Références

Plasma dialysé

Fraction obtenue
par chromato sur

Sephadex .G 200

Fraction obtenue par

électrophorése sur

Pevikon C 870

a
q9%

&
X

DEAE-~ Sephadex A-50

DEAE-Sephadex

DEAE-Sephadex A-50

Phosphate 0,04 M ;
PH 5,9

Tris-HC1 0,05 a
0,2 M ; pH 8

Relargage so4 Am,
+ DEAE-Sephadex
(tampon tris)

+ DEAE-Sephadex
(tampon borate-

phosphate)

ROBERTS et coll. (99b)

GELOTTE et coll. (99¢)

CHARLWOOD (994)

S

81
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et des globulinesY , est soumis 2 une électrophorése préparative en gel
d'amidon & pH 9,1,

Ces troils préparations de transferrine possédent les propriétés
communes suivantes :

1 - Elles fixent, toutes trois, le fer d'une maniére identique.

2 -~ En électrophorése sur papier, elles migrent comme des glo-
bulines B .

3 - En ultracentrifugation, elles possédent la méme constante
de sédimentation.

4 - Elles sont antigéniquement identiques. Toutefois, une diffé-
rence trésg marquée se manifeste entre ces trois préparations en 1l'électro-

phorése en gel d'amidon,

En effet, la fraction préparée par le rivanol se dissocie en 2
bandes qui possédent une vitesse de migration plus lente que la transferrine
présente dans le sérum et la transferrine préparée par DEAE-cellulose et gel
d'amidon. En outre, des expériences biologiques révélent que la préparation
de transferrine obtenue par la 22 méthode est catabolisée plus rapidement
que la transferrine préparde par le 3& procédé.

FREEMAN (100) explique ces différences par des pertes d'acide sia-

lique ou par une dénaturation.

ITI - FIXATION DU FER PAR LA TRANSFERRINE

A -~ FIXATION DU FER ET DE DIVERS METAUX PAR LA TRANSFERRINE

La propriété de fixer le fer que posséde 1la transferrine a été
mise en évidence pour la premiére fois par SCHADE et CAROLINE (101) (voir
pP.7 ) en 1946. Un peu plus tard, COHN montra que cette protéine était, en

outre, capable de fixer in vitro d'autres métaux comme le cuivre et le

zinc et il proposa de l'appeler "metal-combining Bl-pseudoglobulin"-

Mais HOIMBERG et LAURELL (102) démontrérent aussitdt que, dans le plasma, la
transferrine fixait uniquement le fer. En effet, 1'addition de sels de cui-
vre au sérum ne modifie pas la capacité de fixation du fer par ce dernier et

ne provoque pas la dissociation du complexe fer-transferrine.
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L'affinité de la protéine pour le fer semble donc &tre plus grande que son
affinité pour le cuivre. Des expériences faites avec des sels de zinec mon-
trent, en outre, que l'affinité de la protéine pour le zinc est plus faible
que son affinité pour le cuivre et pour le fer, HOLMBERG et LAURELL parvine-.-
rent ainsi 2 la conclusion que si la protéine peut se combiner im vitrxo

au cuivre et au zinc, elle est, in vivo, essentiellement liée au fer, C'est
pourquoi, les auteurs proposérent de l'appeler transferrine., Ces résultats
furent confirmés par SURGENOR, KOECHLIN et STRONG (103). COTZIAS (104), en

montre
1061 fque la fraction des globulines Bl du plasma est capable de fixer les

sels mangameux et pose 1'hypothése de l'existence d'une "transmanganine!
différente de la transferrine., Plus récemment, en 1965, JONES et PERKINS (105)

ont étudié la fixation de divers métaux par la transferrine a des pH diffé-
fet ong montré que

rents les lons calcium, cuivre, zinc, cobalt pouvaient se fixer sur la
protéine, mais que leurs sites de conjugaison n'étaient pas spécifiques et

qu'ils étaient différents de celui du fer.

Enfin, selon HOPKINS et SCHWARZ (107), les sels de chrome se fixe-
raient sur la transferrine sur le méme site qui accepte le fer. En effet,
la saturation de la transferrine par le chrome emp&che la fixation ulté-

rieure du fer.

En conclusion, on peut actuellement affirmer que la transferrine

posséde un site spécifique de fixation du fer et des sites, non spécifiques
de fixation d'autres ions métalliques comme le zine, le cuivre, le calcium
et le cobalt. Toutefois, dans le plasma, la transferrine semble fixer exclu~

sivement le fer,

B - VALENCE DU FER CONJUGUE A LA TRANSFERRINE

Plusieurs démonstrations ont été apportées a la nature ferrique
des ions fer conjugués 2 la transferrine. Nous pouvons les résumer de la

manidre suivante :
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[de fixation ]
1 - La vitesse in vitro des ions ferriques sur la transferrine est plus
grande que celle des ions ferreux (FIALA (108) ; KOECHLIN (109) ; ROSS €&t
coll, (110).

Ce phénomene ne s'observe pas, en aérobiose , avec la transferri-
ne présente dans le plasma car celui-ci renferme un systéme d'oxydation des
ions ferreux (STARKENSTEIN et WEDEN (111) ; LAURELL (112) ; SURGENOR, KOECHLIN
et STRONG (113)). Selon RABINOWITZ (114), cette oxydation serait catalysée

par la céruléoplasmine et par une lipoprotéinea ou B.

2
2 - L'addition de dipyridyle, qui donnent une coloration spécifique des ions
ferreux, aux complexes fer~transferrine ne donnent lieu & aucune réaction,

mais celle-ci se produit en milieu réducteur (TOMPSETT) (115).

3 - L'hydrosulfite de sodium fait disparaftre la coloration rouge des solu-

tions de transferrine saturée en fer (EHRENBERG et LAURELL) ( 1158),

4 - La nature ferrique de 1l'ion fer aété confirmée par des mesures magmétométri-
ques (MICRAELIS (117) ; EHRENBERG et LAURELL (118)) et par 1'étude de la ré-
sonance de spin (AASA et coll) (119).

C - CAPACITE DE FIXATION DU FER PAR LA TRANSFERRINE

La mesure de la capacité de fixation du fer par la transferrine

a pu &tre effectuée grice aux deux séries de procédés suivants

1 - Procédés colorimétriques de dosage du fer. Des méthodes précises et sen-

sibles de dosage du fer conjugué a la transferrine ont été mises au point,
Elles sont fondées sur les principes suivants

a - Dissociation en milieu réducteur de la combinaison fer-trans-
ferrine, en général, par 1'acide chlorhydrique ; précipitation du protéide
par l'acide trichloracétique ; dosage colorimétrique du fer par 1'‘'m, o -dipy-
ridyle, l'orthophénanthroline ou la ba*thophénanthroline.

b - Addition d'un excés de sel ferrique et domage de la quantité.

de fer qui n'a pas $té fixé (YOLMBERG et LAURELL) (120).

2 - Procédés photométriques. SCHADE et CAROLINE (121) ont montré que la co-

loration des solutions de ferri-transferrine croissait proportionnellement

& la quantité de métal fixée et atteignait une intensité maximale qui se



22

traduisait, dans le tracé de la droite, par l'apparition brusque d'un plateau
(Fig 16; p.109). Sur cette observation, les auteurs ont proposé une méthode
de saturation contr8lée de la transferrine qui consiste a ajouter progres-~
sivement une solution de sel ferrique au protéide et de suivre spectrophoto-

métriquement & 460-465 mp l'accroissement de 1'absorbance.

Le procédé de SCHADE et CAROLINE, associé aux techniques colorimé-
triques précédentes, a permis de déterminer la capacité de fixation de la
transferrine. Nous avons rassemblé dans le tableau VI(p.24 ) les valeurs dom-
nées par différents auteurs., La connaissance du poids moléculaire de la
transferrine, méme s'il est encore approximatif, d'une part, et du pourcen-
tage de fer fixé 2 la saturation du protéide, d'autre part, amdne 2 la con-
clusion que la transferrine saturée renferme 2 atomes de fer. Ce résultat

a été acquis, dés 1952, par KOECHLIN (122) et confirmé par tous les auteurs.

D -~ CONDITIONS DE FIXATION DU FER

La fixation du fer sur la transferrine dépend étroitement du pH,

de la nature du tampon utilisé et des ions carboniques.

1 - Influence du pH
En 1927, BARKAN (123) avait montré qu'en acidifiant le sérum

avec de l'acide chlorhydrique le fer sérique devenait ultrafiltrable.

En 1947, expérimentant sur le sérum, LAURELL a étudié la stabi-
lité du complexe fer-transferrine en fonction du pH en mesurant la capacité
de fixation du fer par le sérum et montré qu'elle était maximale entre

pH 7 et 8 et minimale & pH 5.

Un résultat identique a été obtenu par SURGENOR, KOECHLIN et
STRONG (124), sur des solutions de transferrine. Les auteurs ont montré,
en étudiant les variations d'intensité de la colaration de ces dernidres
en fonction du pH, que le complexe commencait & se dissocier vers pH 6-6,5

et que la coloration disparaissait totalement 2 pH 4 (Fig. 1 ; p.23),
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Figure 1

Courbe de dissociation du complexe fer-transferrine en fonction
du pH (d'aprés SURGENOR et coll.) (125).
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Tableau VI

Teneur en fer, en p. 1000, de la transferrine saturée en métal

1,25 SURGENOR, KOECHLIN et STRONG, 1949 (127)
1,25 KOECHLIN, 1952 (128)

1,26 LAURELL, 1953 (129)

1,30 SCHULTZE, HEIDE et MULLER, 1957 (130)

1,30 KATZ, 1961 (131)

1,35 JEPPSSON et SJOQUIST, 1963 (132)

1,30 ROBINSON et PIERCE, 1964 (133)

1,51 ROBERTS, MAKEY et SEAL, 1966 (134)

1,28 LINE, GROHLICH et BEZKOROVAINY, 1967 (135)
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-

Quand, aprés acidification, on revient 2 la neutralité, la coloration rouge
réapparait. 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 1'influence des tampons
divers sur les conditions de dissociation du complexe fer-transferrine., Le
tableau VII (p. 26) montre que les solutions de citrate favorisent considée
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 &tre 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 présence de chélateurs, une fixation totale du fer, il suffit
d'élever le pH des solutions a 8-8,5 et d'ajouter, en outre, au milieu,

des bicarbonates qui favorisent la réaction.

3 - Influence du CO, et des bicarbonates
&

SCHADE, REINHART et LEVY (144) puis WARNER et WEBER (145) ont
montré que le complexe fer-transferrine contenait du CO_ 3 raison d'une mole
par atome de fer. En l'absence de COZ’ l'addition d'ions ferrique, méme en
présence d'oxygane, développe une faible cclorafion qui s'intensifie si

1'on ajoute du bicarbonate de sodium 3 raison d'une mole par atome de fer.

(+) Et par FRAENKEL-CONRAT (142) avec la conalbumine,
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Valeur du pH de dissiociation totale du complexe fer-

transferrine en solution saline (d'aprés INMAN) (146)

Nature du sel

Force ionique

Molarité

pH de diesccistion

Sulfate d'ammonium

Chlorure de sodium
Citrate de sodium +
Chlorure de sodium
Citrate de sodium

Citrate de sodium

0,003 a 0,014

0,1
1
0,15

0,6 M + 0,01 M
0,1 M
0,5 M

4,9
! 5,4
5,55
5,20

6,75
7,65
7,30 (+)

(+) 97 p. 100 de dissociation
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Suivant certains auteurs comme LAURELL (147), SCHADE, REINHART

et LEVY (148) et SCHADR et REINFART (149), 2 ions CO,H participeraient 2

1'édification du complexe fer-transferrine lui—méme.BUn argument qui semble
décisif & cet égard, a été récerment apporté par SCHADE et REINHART (150)

a l'aide du 14COBHNa dont les auteurs ont d4montré la fixation sur la ferri-
transferrine,

Cependant, d'autres auteurs soutiennent que les bicarbonates ne
se combinent pas avec le complexe fer-~transferrine mais renforcent.sealement:
la coloration de ce dernier (WARNER et WEBER (151) ; FRAENKEL-CONRAT (152) ;
AISEN et coll.(153)).

Quel que soit, toutefois, le mécanisme de la réaction, la présen-
ce de bicarbonates favorise la conjugaison du fer sur la transferrine, En
outre, elle abolit l'action fragilisante des chélateurs, La figure 2 (p 28)

empruntée 3 BLANC (154) est 2 cet égard démonstrative,

4 - Conclusions., Les expériences de conjugaison du fer sur la transferrine
nécessitent, 4 la fois, la présence de chélateurs destinés & orienter la
fixation du métal sur les sites spécifiques et de bicarbonates pour favo-

riser et stabiliser cette derniére,

E - MODALITES DE LA LIAISON FER-TRANSFERRINE

Pour expliquer la fixation, sur la transferrine, de deux ions

ferriques et de deux moles d'acide carbonique, plusieurs schémas ont &té

proposés.

LAURELL, en 1951, expliquait la fixation du fer par 1'équilibre
suivant :

Transferrine + 2 Fe + 2 HCOB— Eom—en

{(Fe+++ ou- CO2 % (Transferrine - 4 H)] + & gt

FIALA et BURK, en 1949, invoquérent 1la formation d'hydroxamates,
En effet, les acides hydroxamiques donnent, en présence de fer, une colora-~
tion rose-saumon qui posséde un maximum d'absorption a 460 mo . Toutefois,
comme la formation de ces complexes ne nécessitait pas de CO 93 contraire-

ment & ce qui se passe avec l'hydroxylamine elle-méme, FIALA et BURK (154a)
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Influence des phosphates et des citrates, seuls ou associés
aux bicarbonates, dans la formation des complexes fer~transe
ferrine. En abcisses, quantités de fer ajoutées 2 l'apotrans-
ferrine sous la forme de sulfate ferreux. En ordonnées, ab-
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bumine humaine (d'apr2s BLANC) (154).
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posérent en hypothése que la transferrine réagissait comme une hydroxyla-
mido-protéine qui se conjugait, dans un premier temps, avec le COZ’ pour
donner naissance a un groupement hydroxycarbamique :

_OH

Protéine - N\COOH
Dans un second temps, celui-ci se combinait avec le fer pour donner le

complexe suivant :

B ? N O\':Fe

- N -« p~
En synthétisant des hydroxylamido-protéines et en comparant leurs propriétés
avec celles de la conalbumine, -dont les modalités de liaison avec le fer
sont identiques & celles de la transferrine-, FRAENKEL~CONRAT (155) infirme

le schéma de FIALA et BURK, .

1° - Démonstration de la participation de la tyrosine

Actuellement, l'accord est généralement fait sur la participa-
tion de la fonction phénolique de la tyrosine & la fixation du fer, 2 rai-
son de 3 résidus de cet acide aminé par atome de fer. Ce résultat a é&té

acquis sur la base des expérimentations suivantes :

a - Des expériences de titrimétrie, inspirée de celles de WARNER et WEBER (15¢)

et de WHISNIA et coll, (157) sur la conalbumine, ont montré que la fixation

de chaque atome de fer sur la transferrine s'accompagnait de la libération
[}

de 3 protons (AASA, MAIMSTROM, SATTMAN et VANNGARD)(158) conformément au

schéma suivant :

OH
Transferrine4iOH + Fett 4 HCO3 -
OH
{ O\ ) +
—_— Transferrine £— O0-.."Fe 7 _HCO 3 H
\O/ 3 +

Nota : La formation de ce complexe explique le comportement anionique é&lec-

trophorédse de la transferrine saturée en fer (voir p.35 ).
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b - L'étude de la fixation du fer 3 la suite de modifications chimiques
spécifiques des sites de fixation peut apporter des renseignements précieur
sur le mécanisme de cette dernidre. Malheureusement, il n'existe pas encore
de procédés 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 emp@é-
che la fixation du fer (FEENEY et KOMATSU (159) ; KOMATSU et FEENEY (160).
Or, depuis les travaux de SIMPSON et coll., (161) et de RIORDAN et VALLEE (162),
on sait, par des mesures ppectrophotométriques, que l'acétylation se porte
sur les fonctions OH des résidus de tyrosine. Ce résultat est donc en fa-
veur de la participation de ces fonctions dans la fixation du fer par la
transferrine. En outre, l'apotransferrine fixe 6 groupements "acétyle” de
plus que la transferrine saturée, Toutefoils, quelques réserves doivent &tre
faites dans les conclusions que l'on peut tirer de ces résultats, car l'a-
cétylation des protéines par 1l'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 cystéine. ’
2° - Comme dans le cas de la conalbumine (AZARI et FEENEY) (163),

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

32 la transferrine ces propriétés chromogéniques, (PERKINS (164) ; JONES et

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

~

saturée en fer ne fait pas perdre a cette derniére ses propriétés chromogé-
niques, L'apo-iodo-transferrine préparée 2 partir de la transferrine préa-
lablement saturée en fer, puis icdée, garde ses propriétés de fixation
intactes.En outre, l'iodo-apotransferrine posséde 6 résidus d'iodotyrosine
de plus que l'iodotransferrine saturée en fer (KOMATSU et FEENEY) (167)

3° - Les résultats de 1'étude de la dispersion optique rotatoire
(VALLEE et ULMER (168) ; ULMER et VALLEE (169) et de la résonance magné-
tique électronique (WINDLE, WIERSEMA, CLARK et FEENEY (170) montrent une
asymétrie de la molécule de métallotransferrine qui n'existe pas dans l'apo-

transferrine, Le fer crée donc un centre d'asymétrie moléculaire.
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2 - Participation d'autres groupements que la fonction phénolique de la
tyrosine
D'apreés les expériences effectudes par différents auteurs,il

semble qﬁe le fer se conjuguerait; non sculement avec les OH de la tyrosine,
mais encore avec des fonctions azotées, comme celles du noyau imidazole de
1'histidine (HAZEN (171) ; AASA, MAIMSTROM et coll. (172)). Selon WINDIE,
WIERSEMA et coll, (173), les études de résonance magnétique électronique
montrent que deux atomes d'azote sont impliqués dans la liaison fer-transfer-
rine,

Finalement, pour rendre compte de tous les résultats acquis
jusqu'a présent sur les modalités de la fixation du fer sur la transferrine,
WINDLE, WIERSEMA et coll, (174) ont proposé le schéma de la figure 3 (p. 32).
D'aprés ces auteurs, chaque ion ferrique serait 1ié "octahédriquement coor-
diné" a 3 fonctions phénoliques de la tyrosine, a4 deux atomes d'azate

et A 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, MALMSTROM et coll, (175) et AISEN, LEIBMAN et REICH
(176), les deux sites sont identiques et indépendants,

Au contraire, d'aprés INMAN (177), WARNER et WEBER (178),
WOODWORTH (179) et SCHADE (180), les deux sites ne posséderaient pas la
méme 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
dissociation est, en effet, de 2,8 x 10-6 sec“1 contre 4,7 x 10‘-7 secml
(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 maniére é&loignée sur

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

(+) Selon les mlmes auteurs les lons.Cu' | se fixeraient. sur.le méme site que
le fer avec les hydroxyles de deux tyrosines et avec deux atomes dlazote
(Fig. 3 ; P. 32). Le systéme s'inscrirait sur une surface plane symétrique
qui explique 1l'absence d'effet Cotton donné par la cupritransferrine, En
outre, les modalités de la fixation du fer et du cuivre sont identiques
sur la comalbumine et sur la transferrine,
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iron binding

Figure 3 .ﬁ

Schémag de le fixation du fer et du cuivre sur la transferrine
(et sur la conalbumine) (d'apris WINDLE, WIRRSEMA et coll.) (1B4).
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en rapprochant les deux autres points de conjugaison du fer faciliterait
la fixation de ce dernier (Fig. 4, p. 34). Cette hypothése d'une relation
entre morphologie moléculaire, et fixation du fer avait déja été proposée
par FRAENKEL-CONRAT et FEENEY (185), par FRAENKEL-CONRAT (186), par
WARNER (187) et par BUTTKUS et coll. (188).

4 - CONCLUSIONS

I1 est bien établi, a présent, que la transferrine fixe deux
atomes de fer, sous la forme d'ions ferriques, sur deux sites spécifiques
et que ces mémes sites sont capables de fixer deux ions cuivriques. Il
semble, en outre, démontré que les fonctions phénoliques de trois résidus
de tyrosine par atome de fer soient impliquéesdans la conjugaison. La par-
ticipation d'autres acides aminés a la liaison demande a 2tre confirmée.

Quant 2 la différence de réactivité des deux sgites de fixation,
elle n'est pas encore démontrée. Toutefois, on a acquis la certitude que la

fixation du fer modifiait la forme et les propriétés de l'apotransferrine.

IV - PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES DE LA TRANSFERRINE

Au  moment ol nous avons entrepris, en 1960, nos travaux sur la
transferrine, nos connaissances sur les propriétés physico-chimiques de ce
composé étaient trads fragmentaires et, 3 l'exception de SCHULTZE et de ses
collaborateurs, aucun auteur n'avait, 3 1'époque, effectué une étude com-
pléte du probléme, Aprés 1960, de nombreux chercheurs s'attachérent a la
question et les résultats qu'ils obtinrent ne furent pas toujours concor-
dants. C'est pourquoi, nous avons poursuivi des travaux qui étaient, au
départ, complémentaires ou originaux, et qui devinrent, par la suite,
"statistiques", de manidre 2 tenter de réaliser l'accord entre les résultats

ou 2 déterminer lesquels étaient satisfaisants.
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Mn+

Figure 4 I
vt
Schéna de WOODWORTH (i89) expligquant les différences de vitesse de
fixsrion des deux atomes de fer sur la transferrine {et sur la co-
aaibumine)
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A - PROPRIETES PHYSIQUES

La transferrine est une protéine incolore quand elle est gous la
forme d'apotransferrine, dépourvue de métal. Associéeau fer, elle est rose

saumon, associée au cuivre, elle est jaune.

1 - Caractéres de solubilité

La transferrine est tr2s soluble dans l'eau, surtout sous la forme
de métalloprotéine. Elle est précipitée, 2 pH 7, par le sulfate d'ammonium,
a2 64-74 p. 100 de saturation (solution a 0,4 g de protéide p. 1000 ml d'eau),
par l'acide trichloracétique 3 10 p. 1CO et par 1l'acide sulfosal icylique.
Elle n'est pas précipitée par l'acétate d'uranyle (SCHULTZE, CéLLNER, HEIDE,
SCHONENBERGER et SCHWICK) (190).

2 -~ Comportement électrophorétique

En électrophorése libre et en électrophorése de zone sur papier,
en gélose et sur acétate de cellulose, la transferrine posséde la vitesse
de mnigration d'une globuline Pl. Nous avons rassemblé dans le tableau VIII
(p. 36) les valeurs de mobilité électrophorétique obtenues par différents

auteurs.

Dans certaines conditions électrophorétiques, -en particulier,
par électrophordse en gel d'amidon-, la transferrine révéle une hétérogé-
néité. Celle-ci sera discutée plus loin, (voir p.52 )

D'autre part, unc anomalie se révéle dans le comportement électro-
phorétique de le transferrine saturée en fer. En effet, on voit a 1l'examen
des valeurs de ROOP (Tableau VIII p. 36), que la métalloprotéine posséde un
caractére plus électronégatif que 1l'apotransferrine. Un résultat identique
a été obtenu par AISEN et coll. (191) qui ont trouvé les valeurs de mobilité

électrophorétique a pH 6,7 (force ionique 0,1) suivantes :

Apotransferrine - 0,95

Transferrine a 1 atome de fer - 1,20

Transferrine a2 2 atomes de fer - 1,53
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Une observation analogue a été faite & propos de la conalbumine par

WARNER et WEBER (197). Ce comportement de la transferrine peut s'expliquer
par des remanicments profonds de la chaine protéique qui dévoilent ou mas-
quent des groupements ionisés ou encore par la conjugaison avec l'ion car-

bonique du complexe fer-protéine (voir p.25 ).

3 - Point isoélectrique. Les valeurs du point isoélectrique de la trans-

ferrine "libre" et saturée en fer sont précisées dans le tableau IX (p 38).

4 - Masse moléculaire

A présent encore, l'accord est loin d'@tre fait sur la valeur
de la masse moléculaire de la transferrine qui ¢gscillg suivant les auteurs,
entre 68 000 2 90 000. Ces différences s'expliquent, d'une part, par des
variations des principaux paramétres qui permettent de calculer la masse
moléculaire,(constante de sédimentation, constante de diffusion, coeffi-
cient de viscosité) et, d'autre part, par la nature des procédés utilisés
(ultracentrifugation, diffusion de la lumiére, filtration du gel, quanti-
té de fer fixée. Nous avons rassemblé dans les tableaux X (p. 39), XI (p.40)
et XIT ( p,4I), les valeurs de quelques constantes physiques utilisées dans
le calcul des masses moléculaires et dans le tableau XIII (p. 42) les va-

leurs de ces dernizres déterminées par différents auteurs.

5 - Propriétés physiques diverses

Nous avons rassemblé dans le tableau XIV (p. 43) quelques unes
des propriétés physiques de la transferrine que nous n'avons pas décrits

dans les paragraphes précédents.

B - PROPRIETES CHIMIQUES

La transferrine est une glycoprotéine qui contient de 14,7
(KOECHLIN (198), SURGENOR, KOECHLIN et  STIRONG (199)) a 15,3 - 15,4
(SCHULTZE, GOLLNER et coll. (200), SCHULTZE, HEIDE et MULLER (201))p. 100
d'azote. Elle est cxempte de lipides (SURGENOR, KOECHLIN et STRONG (202)
SCHULTZE, GOLLNER et coll., (203), BEZKOROVAINY, RAFELSON et coll. (204).



Tableau IX

Valeurs du point isoélectrique de la transferrine suivant différents auteurs

Nature de la transferrine Méthodes pH1 Références
utilisées
Apotransferrine Solubilité minimale 5,80 - 5,90 KOECHLIN, 1952 (205)
? 5,58 INMAN, 1956 (206)

Electrophorése libre 5,80 KELLER et PENNELL, 1959 (207)
Electrophorése libre 5,80 PARKER et BEARN, 1962 (208)
Electrophordse libre 4,90 BEZKOROVAINY, RAFELSON et coll; 1963 (209)
Electrophordse libre 5,50 ROOP et PUTNAM, 1967 (210)
Electrofocalisation 5,98 JEPPSSON,1967 (211)

Transferrine saturée en fer ? 5,40 INMAN, 1956 (212)
Electrophorése libre 5,45 KELLER et PENNELL, 1959 (213)
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Valeurs des constantes de sédimentation de la
transferrine humaine suivant différents auteurs (a)

Conditions des Mesures 5020 W X 10-13 Références
Apotransferrine

ClNa 0,15 M 5,2 ONCLEY, SCATCHARD et
BROWN, 1947 (214)

ClNa 0,15 M 5,5 INMAN, 1956 (215)

ClNa 0,15 M 6,1 SCHULTZE, SCHONENBERGER
et coll., 1956 (216)

ClNa 0,15 M 5,38 NAGLER, KOCHWA et coll.,
1962 (217)

Phosphate 0,03 M +

ClNa 0,2 M ; pH 6,78 5,50 MAHLING, 1963 (218)

Acétate ; pH 5 5,64 BEZKOROVAINY, RAFELSON
et coll., 1963 (219

Phosphate ; pH 7 5,35 BEZKOROVAINY, RAFELSON
et coll., 1963 (220)

Tampons différents ;

pH de 6,8 2 8 5,10 CHARLWOOD, 1963 (221)

Phosphate 0,1 M ; pH 6,8 5 JEPPSBON et SJOQUIST,
1963, (222)

Tampons différents ;

pH 5,5 a 8,5 4,92 ROBERTS, MAKEY et coll.,
1966 (223)

Acétate 0,15 M ; pH 5 5,52 BEZKOROVAINY, 1966 (224)

Cacodylate 0,05 M

+ ClNa O,1 M ; pH 7 5,54 BEZKOROVAINY, 1966 (225)

Transferrine saturée en fer

Phosphate ; pH 7,67 4,97 ROBERTS, MAKEY et coll,,
1966 (226)

Cacodylate ; pH 7 5,75 BEZKOROVAINY, 1966 (227)

Asjialotransferrine ;

Cacodylate pH 7 5,99 BEZKOROVAINY, 1966 (228)

L

wiei

(a) Nous n'avons fait figurer dans notre tableau que les valeurs caledlées
pour une dilution infinie et exclu les déterminations effectuées a une
seule concentration en transferrine.



Valeurs des

Tableau X1

constantes de diffusion de la transferrine humaine suivant différents auteurs

Conditions des mesures

20 w (a) ; Références
- 5,4 | INMAN, 1956 (229)
- 6,2 | SCHULTZE, HEIDE et coll., 1957 (230)

Apotransferrine, tampon acétate,
p=0,1 ; pH 5

Apotransferrine, tampon phosphate
p=0,1; pH 7

Apotransferrine, tampon Clik-ClH
u=0,1; pd 2,2

Transferrine saturée en fer, tam-
pon phosphate p=0,1 ; pH 6,8
Apotransferrine purifiée sur Se-
phadex ; pH 5

Apotransferrine purifiée sur Se-
phadex ; pH 7

Transferrine saturée en fery

pH 7

Transferrine saturée en fer et
débarrassée de l'acide sialiques
pH 7

5,43 + 0,08 (b)
4,28 (b)
5,85 (c)
5,52
5,54

5,75

5,99

BEZKOROVAINY et RAFELSON, 1964 (231)
BEZKOROVAINY et RAFELSON, 1964 (232)
ROBERTS et coll., 1966 (233)

ROBERTS et coll., 1966 (234)
BEZKOROVAINY, 1966 (235)
BEZKOROVAINY, 1966>(236)

BEZKOROVAINY, 1966 (237)

BEZKOROVAINY, 1966 (238)

-7 2 -
cm sec

1

(b) Moyenne de 9 mesures

20 w

(e) D

(o}

oy
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Tableau XITI

Valeurs de la masse moléculaire de la transferrine
humaine déterminée par l'application de différentes
méthodes physico-chimiques.

Procédés utilisés

Masse moléculaire

Références

Diffraction de la
lumiére

Ospométrie

Sédimentation
+ diffusion

Sédimentation
+ viscosité

Equilibre de
Sédimentation

Diffusion +
viscosité

"Gel filtration"

Teneur en fer a
la saturation

Q0
88

93
73

89
82

91
92
86
73

93

82
69
93 000
114 000
73
80

95

70

20
Q0
86
86
93
74

Coo
000

000
200

000
500
000

000
000
800

000

700
700
+ 3
5
400
000

000

000

000
000
000
000
000
100

000
000

MDR§ISON et LOUTIE, 1952 (246)
SCHONENBERGER, 1955 (247

ONCLEY, SCATCHARD et coll., 1947 (248)
ROBERTS, MAKEY et coll., 1966 (249)

SCHULTZE, HEIDE et coll., 1957 (250)
HAZEN, 1963 (251)
BEZKOROVAINY, RAFELSON et coll., 1963 (252)

BEZKOROVAINY, RAFELSON, 1964 (253)
BEZKOROVAINY, 1966 (254)
ROBERTS, MAKEY et coll., 1966 (255)

BEZKOROVAINY, RAFELSON, 1964 (256)

ALLERTON, 1962 (257)

CHARLWOOD, 1963 (2583)
BEZKOROVAINY, RAFELSON et LIKHITE,
1963 (259)

ROBERTS, MAKEY et eoll, 1966 (260)
TANFORD, 1967 (261)

BEZKOROVAINY, RAFELSON, 1964 (252)

SILBERZAHN, RICHARD et coll., 1967 (263)

SURGENOR, KOECHLIN et coll., 1949 (264)
KOECHLIN, 1952 (265)
KATZ, 1961 (265)

JANDL et KATZ, 1963 (267) .
BEZKOROVAINY, RAFELSON et coll., 1963 A2
ROBERTS, MAKEY et coll., 1966 (269)




Tableau XIV

43

Valeurs des constantes physiques diverses
de la transferrine humaine

Références

Valeurs
1p 100 . o .
E Apotransferrine 11,2
778-280 mp 10,9
11,2
11,7
11,9
11,4
Iransferrine saturée 14,1
1])5 100 : : 2
E 460 mu Transferrine saturée 0,57
465 mp 0,57
0,595
Volume spécifique partiel
- mesuré 0,725
- calculé 0,722
Pouvoir rotatoire spécifique
- Apotransferrine
[l 5
546,1 mp ; eau -57°+2
h]589 mp ; tampon pH 8,3 ~-49
- Transferrine saturée
(2] 589 myu ; -55
£/ fo Apotransferrine 1,28
1,31
Transferrine saturée 1,27
Rapport axial
Apotransferrine 1/3
1/2
Transferrine saturée 1/3

| KOEGHLIN, 1952 (270)

SCHONENBERGER, 1955 (271)

KELLER et PENNEL, 1959 (272)
BEZKOROVAINY, RAFELSON et coll.,
1963 (273)

ROBERTS, MAKEY et coll., 1966 (274)
AISEN et coll., 1967 (275)

LEIBMAN et AISEN, 1967 (276)

SCHADE, REINHART et coll., 1949 (277)

SURGENOR, STRONG et coll., 1949 (278)
BEZKOROVAINY, 1966 (279)

ONCLEY, SCATCHARD et coll., 1947 (280)
KOECHLIN, 1957(281) ;SCHULTZE,

HEIDE et coll., 1957 (282)
BEZKOROVAINY, RAFELSON et coll.,

1963 (283)

KOECHLIN, 1952 (284)
BEZKOROVAINY et GROHLICH, 1967 (285)

BEZKOROVAINY et GROHLICH, 1967 (286)

INMAN, 1956 (287)
BEZKOROVAINY, 1966 (288)
BEZKOROVAINY, 1966 (289)

INMAN, 1956 (290)
BEZKOROVAINY, 1966 (291)
BEZKOROVAINY, 1966 (292)
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1°” - Composition en glucides

La nature glycoprotéinique de la transferrine a &té_démontrée,
dés 1952, par KOECHLIN (293), et par SURGENOR, KOECHLIN et STRONG (294)

qui ont trouvé en taux d'oses neutres de 1,8 p. 100.

a - Composition centésimale

La premiére détermination compléte de la composition centésimale
en glucides de la transferrine aété effectuée par SCHULTZE, G6LLNER et
coll. (295). D'autres travaux furent réalisés par la suite et nous avons ras-
semblé dans le tableau XV (p. 45) les résultats obtenus par les auteurs.
On voit que ces valeurs sont trés différentes suivant les expérimentateurs
et qu'il s'imposait dleffectuer des déterminations d'une manigre “statis-
tique". En effet, la connaissance, 2 un mole prés, de la composition en
oses de la transferrine était nécessaire pour entreprendre sur des bases

solides l'exploration de la structure du glycanne.

b - Composition molaire

Les oses '"neutres" ont été identifiés pour la premiére fois par
chromatographie sur papier au galactose et au mannose par SCHULTZE, SCHMIDT
BERGER et coll. (296) en 1958. En outre, les auteurs ont signalé la présence
de traces d'acide mxagtqueet de fucose, mais ces résultats ne regurent ul-
térieurement aucune confirmation. La présence de galactose et de mannose a
été vérifiée par nous-meme, en 1961 (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et
LEROY (297), puis par JAMIESON (298), en 1964. L'osamine a été identifiée,
pour premidre fois, a la glucosamine et l'acide sialique 2 l'acide N-acétyl-
neuraminique par nous méme, en 1961 (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et
LEROY) (299). Ce dernier résultat concernant l'acide sialique a été confir-
mé par JAMIESON (300) en 1966.

Nous avons précisé, dans le tableau XVI (p. 46) la composition
molaire en oses de la transferrine suivant SCHULTZE, SCHMIDTBERGER et HAUPT
en 1958 (301) et JAMIESON, en 1965 (302). On voit que les résultats obtenus
par les deux auteurs, associés 3 ceux que nous avons publiés, en 1961 et en

1965 révélent un désaccord profond que nous discuterons plus loin.



Tableau XV
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Composition centésimale (en g p. 100) en glucides de

la transferrine humaine d'aprés différents auteurs

Hexoses |} Fucose | Osamines Acides| Acides
sialiques juroniques Références
(a) (b) (e)
1,8 - - - - KOECHLIN, 1952 (303) ;
SURGENOR, KOECHLIN et
STRONG, 1949 (304).
1,8 - 1,3 0,9 | - SCHULTZE, GOLLNER et coll.,
1957 (305)
2 - - 0,25 SCHULTZE, HEIDE et coll.,
1957 (306)
2,4 0,07 [1,7-2 1-14 0,05 SCHULTZE, SCHMIDTBERGER et
coll., 1958 (307)
2,4 0,07 2 1,4 - HEIMBURGER, HEIDE et coll.,
1964 (308)
2,8 - 1,8 1,2 - BEZKOROVAINY, RAFELSON et
coll., 1963 (309)
, - 1,3 1,4 - JONES et PERKINS, 1965 (310)
s - 1,3 - JAMIESON, 1964 (311)

a) Galactose + mannose.
b) La nature de l'osamine n'a été précisée par aucun auteur.
c) Exprimé en acide-N-acétylneuraminique.




Tableau XVI
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Composition molaire en oses de la transferrine suivant

différents auteurs

SCHULTZE, SCHMIDTBERGER

JAMIESON, 1965 (313)

et HAUPT, 1958 (312) (a) (b)
Galactose 8
Mannose 4 8
Fucose 1 -
N-acétylglucosamine 8 8
Acide N~acétyl sialique 4 4

(a) Pour une masse mcléculairc dc 28 00C
(b) Pour une masse moléculaire de 90 000
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2 - Composition en amino-acides

Les premiers dosages d'acides aminés dans la transferrine ont &té
effectués par SCHULTZE, HEIDE et MULLER (314), en 1957, Ils ont été répétés,
a plusieurs reprises, par les mémes auteurs et nous avons fait figurer dans
le tableau XVI (p.46) les résultats les plus récents.que ces derniers ont
fourni. Nous y avons ajouter ceux qui ont été effectués ensuite par PARKER
et BEARN (315), en 1962 et par BEZKOROVAINY, RAFELSON et coll. (316), en
1963.

Dans le tableau XVII (p. 48), nous avons précisé le nombre de rési-
dus d'acides aminés par mole de transferrine. On voit que dans l'ensemble,
les résultats obtenus par les différents auteurs sont assez concordants
sauf dans les cas, ~cependant trés importants du point de vue de l'applica-
tion des procédés de rupture sélective des chaines peptidiques-, de l'argi-
nine et de la lysine, de la cystéine, de la méthionine, du tryptophanne et

de la tyrosine et de la leucine,

V - STRUCTURE DE LA TRANSFERRINE

Quand nous avons commencé nos recherches, aucun travail concer-
nant la structure de la transferrine n'avait été entrepris. Actuellement
encore, nos connaissances sur cette dernidre sont encore trés fragmentaires

et la plupart d'entre elles sont les résultats de nos propres travaux.

A - STRUCTURE DE LA PROTEINE

Les recherches se limitent actuellement aux résultats suivants :

1 - L'acide aminé N-terminal est la valine (G&LLNER, 1955 (317) ; PUTINAM,
1955 (318) ; MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et LEROY (319) ; (voir p.l177);
BEARN et PARKER, 1966 (320) ; JEPPSSON, 1967 (321).

Aucune recherche sur la pature .de l'acide aminé C~terminal n'a é&té

effectuée sauf par nous-méme (voir p.181).

2 - La présence d'un seul acide aminé N-terminal a longtemps fait penser que
la protéine était constituée par une chaine polypeptidique unique. Cette
maniére de voir avait trouvé une confirmation dans les travaux de PARKER,
CRESTFIELD et BEARN, 1963 (322) qui n'avait pas mis en évidence de sous-

unités aprés réduction des ponts disulfure et alkylation des groupements SH.



Sérine 3,9 (a) 3,7 (a) 4,38
Thréonine 3,5 (a) 2;8 (a) 3,71
Tryptophane 1,6 4,4‘(f) 2,10
Tyrosine 4,9 3,1 (e) (g) 4,61
Valine 4,7 5,0 (a) 5,40
Total ‘ 94,5 92 95,20

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

(b) Somme de l'acide cystéique et de Ia demi~cystéine.

(¢) 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,

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

\ Valeur spectrophotométrique : 2,8 p 100 ,

8y



Tableau XVyIII

Composition en acides aminés de la transferrine humaine exprimée en moles
par mole de transferrine humaine

Résultats de Résultats de Résultats de Résultats de

PARKER et BEARN, BEZKOROVAINY, HEIMBURGER et ROOP et PUTNAM,

1962 RAFELSON et coll., | coll., 1964 1967 ‘

1963.
Valeur de la masse molé-
culaire 90 000 92 000 90 000 90 000
Acide aspartique 82 80 89 91,0
Acide glutamique 62 62 71 66,1
Arginine 28 25 30 30,1
Histidine 19 21 22 21,5
Lysine 60 60 68 67,5
Alanine 59 58 63 65,7
Cystine / 2 : 40 23 44 39,6
Glycocolle 51 54 54 : 58,0
Isoleucine 15 : 14 17 16,8
Leucine 60 57 66 69,8
Méthionine 10 24 9 9,4
Phénylalanine 28 30 31 33,2
Proline 36 35 35 38,8
Sérine 42 39 44 42,9
Thréonine 32 25 32 33,5
Tryptophanne 8 22 10 -
Tyrosine 26 . 18 25 29,1
Valine 47 46 48 48,7
nggﬁal 705 694 827 762

PR e
DY)
e
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Cependant, JEPPSSON (329) a récemment démontré que la rupture des ponts
disulfure entrainait l'apparition de deux sous-unités d'une masse moléculaire
de 39 000 et de 44 000. En outre, sur la carte peptidique de 1l'hydrolysat tryp-
sique de 1'une de ces deux sous-unités existe un peptide qui ne se révéle
pas avec les réactifs a la ninhydrine mais seulement avec le réactif de
RYDON et SMITH. L'auteur éonclut qu'il existe done, outre la valine, une
autre amino-acide N-terminal dont la fonction NHy est bloquée,

Nous verrons que nos propres résultats confirment ceux de JEPPSSON
(voir p.183),

B - STRUCTURE DE LA FRACTION GLYCANNIQUE

Les seuls informations, trés fragmentaires, que 1l'on posséde sur

la structure de la fraction glucidique de la transferrine sont les suivantes :

1 - La transferrine contient deux groupements glycanniques (JAMIESON, 1964
(330) ; SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL, 1965 (331) dont la composition em oses

semble 8tre identiquei

2 - L'hydrolyse acide partielle des glycannes fournit les enchainements sui-
vants : N-acétyllactosamine, deux mannobioses isoméres, un mannotriose, com-
me dans de nombreuses autres glycoprotéines (MONTREUIL, SPIK et CHOSSON, 1962,
(332) ; MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIK, 1965 (333)).

3 - L'acide sialique se trouve en position externe (MONTREUIL, SPIK et
CHOSSON, 1962 (334) ; JAMIESON, 1964 (335) ; ROBINSON et PIERCE, 1964 (336),
MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIK, 1965 (337)). En effet, les neuraminidases
éliminent sélectivement l'acide sialique de la glycoprotéine et conduisent
3 une asialoprotéine.

L'élimination de l'acide N-~acétylneuraminique s'accompagne de mo-
difications profondes de la mobilité &lectrophorétique -qui ont été étudiées
par POULIK (338) dés 1959 -1961, par PARKER et BEARN, 1961 (339) et par
BLUMBERG et WARREN, 1961 (340). Ces auteurs ont montré, en faisant varier
la concentration en enzymes que l'on pouvait obtenir jusqu'a 5 bandes en
électrophorése en gel d'amidon qui correspondent 3 des transferrines conte-

nant O, 1, 2, 3 ou 4 résidus d'acide sialique.
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4 ~ L'action successive de la neuraminidase, puis de la galactose-oxydase

montre que liacide sialique est conjugué & des résidus de galactose (ROBIN-
SON et PIERCE) (341) (voir aussi nos résultats, p.l64).

5 - JAMIESON (342) a récemment proposé le schéma de structure de la figure 5

sur la base des résultats expérimentaux suivants :

} 1
ANAN —>Gal -§2 GlcNAc, (Man, GlcNAc), Gal, Man|—>Man-—3>Man —s GlcNAc-Asn

- |

ANAN

Figure 5

a - L'hydrolyse acide ménagée (HCl 0,15 N, a 1lo0’C) libére immé-
diatement l'acide sialique et, en 4 h, un résidu de galactose et deux rési-
dus de N-acétylglucosamine., Le mannose apparait tardivement et occupe donc
une position "interne" (voir aussi nos résultats p.152).

b - L'oxydation périodique détruit la totalité de l'acide N~
acétylneuraminiqueetdhgalactose, La moitié de 1l'osamine et 75 p., 100 du
mannose résistent & 1l'oxydationm.

¢ - La dégradation récurrente de SMITH (343) donne, aprés le
premier cycle un diholoside constitué de mannose et de N~acétylglucosamine
(1 : 1) et un glycopeptide contenant du mannose, de la glucosamine et de
1'acide aspartique, dans les rapports 2 : 1 : 1, Aprés le second cycle,
1'auteur obtient une glycopeptide renfermant les m@mes composants dans ksxap-

parts 1:1:1 . Le troisiéme cycle fournit une substance constituée de glucosa-

mine et d'acide aspartique (1 : 1).
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C - MODALITES DE L'ATTACHE GLYCANNE-PROTIDE

Nous avons les premiers démontré sans ambiguité que les deux

glycannes étaient conjugués, dans la transferrine, par une liaison de type
N-(B-aspartyl)- N-acétylglucosaminylamine (SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL,
1965 (343a), (voir p.218). Ce mode d'attache avait été posé en hypothese,
mais non démontré, par JAMIESON (344), en 1964 et 1965, Cet auteur a con-
firmé nos résultats, en 1967 (345), en isolant par dégradation récurrente
de SMITH d'un glycopeptide de la transferrine le chainon asparagine -N-

acétylglucosamine (voir plus haut).

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

Le manque d'homogénéité des résultats concernant les propriétés
physico-chimiques de la transferrine peut s'expliquer, dahs une certaine
mesure, par le pol&morphisme de ce protéide qui a été révélé par SMITHIES
(352), en 1957, 2 l'aide de l'électrophordse bidimensionnelle en gel d'ami-

don,

A - CARACTERISTIQUES ELECTROPHORETIQUES DES VARIANTS DE LA TRANSFERRINE

1 ~ La grande majorité des sérums humains donne, en électrophordse en gel
d'amidon, une bande unique de transferrine que SMITHIES (353) avait désignée
par les lettres L. Certains sérums donnent une bande supplémentaire, plus
rapide chez certains sujets (bande BB), plus lente chez d'autres (bande 8D)
qui a été identifiée, elle aussi, 2 de la transferrine (SMITHIES et HILLER
(354) ; GIBLETT, HICKMAN et SMITHIES (355) ; ALLISON (356)).

2 - Chacune des bandes B et D présente, en outre, des variations de hobili-
té qui sont contrblées génétiquement, tandis que la bande C posséde un com-
portement invarigble (Fig. 6 ; p. 53). On connaft actuellement 18 variants
génétiques, dont nous avons précisé la nature dans le tableau XIX (p. 54)

en les classant par ordre de mobilité croissante.

(+) Revues générales : SMITHIES et CONNELL (346) ; BARNICOT (347) ; GIBLETT
(348) ; AUDRAN (349) ; BEARN et PARKER (350) ; FINE (351),.
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Tableau XIX
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Variants de la transferrine sérique humaine

Désignation de

la transferrine

Origine

Références

D3
D2
Dl
D Chi
D Montréal
D4 ou Do-1
D wigan
Do
D Adéla'lde
C
B3
B2
Bl - B2
Bl
B Atalante
Bo -~ 1
Bo
B Lae

Noir américain

Noir africain
Noir américain
Chinois
Caucasien-canadien
Anglais

Anglais

Noir américain

Australien-irlan-

dais

Japonais

Caucasien~canadien

Indien—vénézuélien}
Caucasien~anglais

Grec

Indien Navajo

Américain

Nouvelle Guinée

GIBLETT, HICKMAN et SMITHIES, 1959
(358)

HARRIS, ROBSON et SINALCO, 1958 (359)
SMITHIES, 1957 (360)

PARKER et BEARN, 1961, (361)

PARKER et BEARN, 1962 (362)

HARRIS, PENINGTON et coll., 1960 (363)
GLEN-BOTT, HARRIS et coll., 1964 (364)
GIBLETT, HICKMAN et SMITHIES, 1959
(365)

COOPER, LANDER et KIRK, 1964 (366)
PARKER et BEARN, 1961 (367)

SMITHIES, 1958 (368)
ARENDS, GALLANGO et coll., 1962 (369)

| HARRIS, ROBSON et SINALCO, 1958 (370)

MURRAY, ROBINSON et BLUMBERG, 1964
(371)

PARKER et BEARN, 1961, (372)
GIBLETT, HICKMAN et SMITHIES, 1959
(373)

LAI, 1963 (374)

(+) ROOP et PUTMAN (375) ont identifié, en 1967, un nouveau variant :
le variant D-Raiford
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3 - Ces variants génétiques sont sous la dépendance de trois génes allélo-
morphes TfB, TfC et TfD qui conduisent aux 6 phénotypes : BB, CC, DD, BC,
BD et CD. Suivant le phénotype, le sérum renfermera, respectivement, les
transferrines B, C ou D ou le mélange des transferrines B + C, B + D et
C + D. |

Dans les populations européennes, le phénotype homozyzote CC est

observé avec une fréquence de 99 p.100 (95 p.100 en Asie et en Afrique).

B - PROPRIETES GENERALES DES VARIANTS DE LA TRANSFERRINE

1 -~ Les variants génétiques de la transferrine possédent les caractéres
identiques suivants :
- taux de fixation du fer (ALLISON) (376).
- réactions immunologiques (ALLISON (377) ; PARKER et BEARN (378)).
- teneur en acide sialique,

- constante de sédimentation (PARKER et BEARN) (379).

2 - Toutefois, on observe des différences dans la composition et dans la
structure des fractions protéiques par l'application de 1l'électrochromato-~
graphie dux hydrolysats protéasiques. Par exemple, dans le cas des trans-
ferrines C et D 3 (SUTTON et BOWMAN) (380), 3 peptides spécifiques sont
présents dans les hydrolysats trypsiques de cette dernieére,

Dans le cas des transferrines C et D, , les hydrolysats chymotryp-
siques contiennent un peptide spécifique : 1 C pour la transferrine C et
1 D1 pour la transferrine D1 , dont la composition en acides aminés est la

suivante :

x1cC 1 Dy
Lysine 2 2
Sérine 1 1
Acide glutamique 1 1
Phénylalanine 1 1
Acide aspartique 1 0
Glycocolle 1 2
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Les transferrines C et D1 différeraient donc seulement par le
remplacement, dans la protéine, d'un résidu d'acide aspartique pour un ré-
sidu de glycocolle, Ce résul:tat pourrait expliquer le comportement électro-
phorétique plus anodique de la transferrine C en tampon basique (WANG et
SUTTON) (381) ; WANG, SUTTON et SCOTT (382)).

Par une expérimentation analogue, WANG, SUTTON et RIGGS (383) ont
montré que, dans la transferrine Bz, un résidu d'acide glutamique remplagait

un résidu de glycocolle de la transferrine C,

C - ISOILEMENT DES TRANSFERRINES B, C ET D

L'isolement des transferrines B,C et D a été réalisé, a partir des
mélanges BC et CD, par électrophordse préparative en gel d'amidon (PARKER et
BEARN (384) ; SUTTON et KARP (385) ; WANG et SUTTON (386) ; JEPPSSON (387))
et par "électrofocalisation" (JEPPSSON) (388), L'application de ce dernier
procédé a permis 2 JEPPSSON (389) d'obtenir, par-exemple, les transferrines

Dl’ Bl et Bz. L'étude de ces transferrines est actuellement en cours.

Nota : A c6té du polymorphisme génétique de la transferrine, plusieurs obser-
vations sont en faveur soit de l'existence d'un polymorphisme non génétique
de la transferrine, soit de la présence de protéides différents de cette
dernidre mais capables de fixer le fer.

JEPPSSON et SJBQUIST (390), par chromatographie sur CM-cellulose de
la transferrine C ont obtenu deux fractions qui possédent des propriétés im-
munologiques, biologiques et physiques identiques mais qui présentent de légé-
res variations dans leur composition glucidique, dans leur composition en
fer et dans la carte des peptides aprés digestion trypsique. Selon les au-
teurs, il existerait donc, dans le sang, deux transferrines différentes,

En outre, au cours du fractionnement et de l'isolement de la trans-
ferrine C par chromatographie sur TEAE cellulose, SHIRASAWA (391) a révélé
1l'existence d'un composé mineur qui fixe le fer, renferme 5 a 10 p.100 de la
radio-activité totale de la transferrine et posséde en électrophorése en gel
d'amidon vertical une migration anodique plus faible que le composé majeur.
Un résultat identique a été obtenu par FABER et JORDAL (392) qui ont carac-

térisé une globuline o, fixant le fer,.

1
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VII - REPARTITION, METABOLISME ET ROLE BIOLOGIQUE DE LA TRANSFERRINE

A - REPARTITION DE LA TRANSFERRINE

La transferrine constitue le véhicule du fer & travers tout l'or-
ganisme, Un individu normal posséde de 10 a 11 g de transferrine dont 52 2
53 p.100 sont extra-vasculaires, selon AWAI et BROWN (393) et 56 a 62 p,100,
selon KATZ (394).

1 - La transferrine des liquides biologiques

a - La transferrine se trouve essentiellement dans le sang, a 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)).

b - Les urines normales contiennent de la transferrine (BERGGXRD)
(398) et on estime que 8 & 9 p.100 de la transferrine sont éliminés queti-
diennement dans les urines (AWAI et BROWN) (899). Ce taux est beaucoup plus
élevé 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 démontré que les transferrines sériqua

et urinaire étaient identiques.

¢ - 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) 2 la concencration 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 immuno-électrophorése, 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 systéme nerveux central (FRICK

et coll., (415) ; ROSENTHAL et SOOTHILL (415)). Selon SCHULTZE et HEREMANS
1417), il s'agit d'un cas d'allomérisme prosthétique ou d'immaturité molé-

culaire,
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d - Dans le lait, la transferrine a été identifiée, en 1959, par
plusieurs auteurs (HANSON (418) ; HUIDOBROTECH (419) ; FILIPE DA SILVA et
MONTEIRO (420) ; BLANC (421)), SCHWICK, ESSER et KOCH (422) estiment que
le taux de transferrine dans le lait est de l'ordre de 10 mg p.litre, Les
transferrines du lait et du plasma donnent des réactions immunologiques

d'identité parfaite,

e - Enfin, la transferrine a été caractérisée dans les liquides
biologiques suivants : la bile (HARDWICKE et coll.) (423) ; les sécrétions
nasales (ROSSEN et coll.) (424) ; la salive (GABL et WACHTER) (425) ; 1la
lymphe (MOORE, MINNICH et WELCH) (426)

2 - La transferrine des tissus

La présence de transferrine dans les tissus a pu &tre démontrée
par électrophorése en gel d'amidon dans le foie et le rein (MC LENNAN et
LEWIS) (427) ou par la technique des anticorps fluorescents (LANE) (428)

dans le foie qui est le grand producteur de transferrine,

B - METABOLISME DE LA TRANSFERRINE

Chez 1'adulte, la transferrine est essentiellement synthétisée
dans le foie (voir la revue générale de SCHULTZE et HEREMANS (429) et
aussi SAADI et Von der DECKEN (430). Toutefois, selon certains auteurs,
la rate, les nodules lymphatiques, la moelle des os et la muqueuse intes-
tinale interviendraient aussi dans sa synthése, mais a un degré moindre.

la quantité de transferrine catabolisée quotidiennement est de
1 g environ (FREEMAN) (431) et sa demi-vie a été fixdée entre 7 et § jours:par
KATZ (432), entre 8 et 10 jours par AWAI et BROWN (433) et & 12 jours
par GITLIN et coll. (434).

Selon plusieurs auteurs, le foetus semble synthétiser sa propre
transferrine d&s la 82 semaine (SHEIDEGGER, MARTIN et RIOTTON) (435).
En effet, le foie des embryons de 3 mois incorpore du 14 C-glycocolle dans
la transferrine (DANCIS, BRAVERMAN et LIND) (436). En outre, les phénotypes
transferriniques peuvent &tre différents chez la mdre et chez l'embryon :

C pour l'une, C et Djpour l'autre (RAUSEN, GERALD et DIAMOND) (437).
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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 METABQLISME DU FER

I1 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, 442), de DREYFUS et SCHAPIRA (443, 444), de LAURELL (445,446),
Nous nous limiterons donc 2 un résumé schématique de la question (Fig. 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 1l'hémosidérine ;

2 - et, d'autre part, entre ces derni2res et les formes "actives"
de conjugués du fer : hémoglobine, et myoglobine, cytochromes, catalases et

peroxydases, métalloflavo-protéines.

Le fer alimentaire conjugué (10 a4 20 mg p. jour) est dissocié par
1'acidité gastrique, réduit en ions ferreux par l'acide ascorbique et, peut-

8tre aussi, par des groupements SH,

Nota Récemment, DAVIS et coll. ont isol# du suc gastrique la gastroferrine,

protéide de masse moléculaire élevée, qui est capable de fixer du fer et
qui contr8lerait la concentration en ions-fer libres et régulariserait
1'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 s'ajouter le "far biliaire"-, passe dans les cellules intestinales (+)

(+) L'absorption du fer est accélérée par 1l'histidine et le fructose (FRONSTIN)
(451). D'aprds COONS (452), elle serait réglée par les hormones hypophysaires.
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Figure 7

Role de la transferrine dans le métabolisme du fer,
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Suivant GRANICK (453), il existerait un gradient de potentiel d'oxydo-
réduction dans cés dernidres qul provoquerait, dans un premier temps,
1'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 apicale de la
cellule, les ions ferriques seraient réduits, dans un second temps, en
ions ferreux qui, diffusant dans le plasma, sont pris en charge par les
molécules non satux¥es de transferrine. Celle-ci dirige le fer soit vers
des tissus comme le fcie, la rate. et la noelle osseuse, ol il est-nis en
réserve gous forme de ferritine ou d'hénosidérine,’soit vers les

organes érythropofétiques ol le fer est utilisé suivant un mécanisme
encore trés mal connu (voir & ce sujet MORZAN et LAURELL (455) ; SCHADE
(456) ; FLETCHER et HUEHNS (457), soit, encore vers les points de synthése
des enzymes héminiques, soit enfin vers les organes d'excrétion (1 & 2 mg

p. jour) de l'urine, de la sueur et du lait,

Nota Selon certains auteurs, le r6le de la transferrine ne se limiterait
pas au transport du fer et le protéide interviendrait dans certaines chal-
nes d'oxydation cellulaire.En cutre, daprés 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 r6le de la transferrine explique le nombre élevé
des recherches qui ont été effectudes dans le domaine de la Clinique. Celles-
ci ont pris leur départ aprés la mise au point de procédés de dosage du fer
sérique FS (voir p.105), qui est essentiellement conjugué a 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 capacité latente

de fixation (C L), qui correspond & la transferrine non saturée-, et de

capacité totale de fixation (C T) qui correspond & la transferrine totale,

(+) Voir, en particulier, DREYFUS (461, 462) ; DREYFUS et SCHAPIRA (463) :
LAURELL (464),
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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 2 3 g p. litre,

- elle est saturée a 40 p. 100 chez 1l'homme et & 35 p. 100 chez la
femme, ce qui correspond a des taux de fer plasmatique de 1,35 (+ 0,55) mg

p. litre chez 1'homme et de 1,2 (+ 0,60) mg p. litre chez la femme.

La détermination des variations des parameétres FS, CL et CT apporte
de précieux renseignements dans le diagnostic ou dans 1'étude de 1'évolution

des maladies suivantes

- Carence martiale : diminution de FS, augmentation de CT

- Anémies avec hémolyse : augmentation de FS, diminution de CT

- Ictéres par hépatite : augmentation de FS, maintien ou diminution légére
de CT

- Hémochromatoses et hémosidéroses : augmentation trés importante de FS,
diminution de CT

-~ Infections : diminution de FS et de CT,
Des cas d'atransferrinémie congénitale ont, en outre, été signalés
par différents auteurs (RIEGEL et THOMAS (465), TTITZIG et coll. (466), 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 milieux deculture. Toutefois, l'activité de
la transferrine reste trés 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 (MARTIN)
(471),
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Etendue au virus, l'expérimentation a montré que la transferrine
inhibait puissamment la multiplication en culture de tissus, des virus
de la polyomélite et les adénovirus, Elle est sans action sur le virus de

la vaccine,

VIII - LES AUTRES TRANSFERRINES ANIMALES

Des tramsferrines sériques ont été caractérisées et parfois isolées
du sang de nombreux animaux. Nous nous limiterons 3 citer ces derniers en
laissant aux lecteurs intéressés le soin de consulter une bibliographie dont
1'importance va croissant et d'étudier 1l'dévolution biclogique de ces
conposés,

Jusqu'a présent, les recherches ont porté sur la transferrine des

espéces suivantes @

- Porc (INGELMAN et LAURELL) (472), cristallisée par LEIBMAN et
AISEN (473).

- Rat (GORDON et LOUIS) (474) ; DOLEZALOVA et coll, (475)

- Cobaye (HAVEZ, BONTE, DAUTREVAUX et MOSCHETTO) (476)

~ Souris (WATKINS, et coll.,) (477)

- Carpe (SILBERZAHN, RICHARD et CREYSSEL) (478)

- Lamproie marine (BOFFA et coll.) (479)

- Anguilles (FINE, DRILHON et coll,) (480)

- Roussette (GOT, FONT et GOUSSAULT) (481) dont la transferrine
est dépourvue d'acide sialique et posséde un point isoélectrique élevé
(pH 9,2)

- Poule dont WILLIAMS (482, 483, 484) a effectué une étude com-
parée de la transferrine sérique et de la conalbumine de l'oeuf et qui con-
clut que les deux protéides différent seulement par leur groupement gluci-
dique (voir aussi 2 ce sujet les recherches immunologiques de HEKTOEN et

COLE (&485), de BRUYNOGHE (486), de MARSHALL et DEUTSCH (487), de KAMINSKI
et DURIEUX (488), d'OGDEN et coll. (489).
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Comme dans le cas de la transferrine humaine, il existe un polymor-
phisme des transferrines animales : Singe Rhesus (ASTHON (490) ; BLUMBERG (491) ;
LAI et KIRK {492) ; GALLANGO et ARENDS (493,494) ; GOODMAN et POULIK (495,496) ;
PARKER et BEARN (497) ; GOODMAN et WOLF (498)) ; Chimpanzés (BOYER et YOUNG
(499) ; PARKER et BEARN (500) ; GOODMAN et RIOPELLE (501) ; Boeuf (AHSTON (502) ;
SMITHIES et HICKMAN (503)) ; Souris (COHEN (504) ; SHREFFLER (505)) ; Kangourou
(COOPER et SHARMAN) (506) ; Lamproie marine {(BOFFA, DRILHON et coll. (507) ;
Poule OGDEN et coll (508) ; CROIZIER (509,510), STRATIL (511).

LA LACTOTRANSFERRINE

La lactotransferrine est de découverte trop récente pour que ses
propriétés physico-chimiques et biologiques soient bien définies. Nos con-
naissances & son sujet sont donc encore trés fragmentaires et le chapitre

des généralités que nous lui réservons sera trés bref.

1 ~ HISTORIQUE DE LA DECOUVERTE DE LA LACTOTRANSFERRINE

A - MISE EN EVIDENCE DU FER CONJUGUE DANS LE LAIT DE FEMME

Le lait de Femme contient de 0,5 & 1 mg de fer p. litre et on sait
3 présent, que le métal est conjugué sous une forme réversible, comme dans
le plasma,

La nature protéidique de la combinaison du fer dans le lait de Fem-

me a é€té démontrée par les observations suivantes :

1 - L'analyse par électrophorése sur papier des protéides totaux du lait ad-
ditionné de fer radiocactif réveéle que ce dernier est 1ié 2 un protéide dont le
comportement est identique 2 celui de la transferrine plasmatique (SCHAFER (512) ;
SCHAFER et coll. (513)).

2 - L'addition de sels de fer 2 du petit lait humain, provoque, comme dans le
cas du sérum, 1'apparition d'une coloration rose-saumon (SCHAPER (514) ;
JOHANSSON (515)).
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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 donnalent les premiéres propriétés physico-chimiques,

La découverte de JOHANSSON é&tait l'aboutissement de recherches en-
treprises depuis 1958 2 la suite de la caractérisation d'une fraction pro-
téique hétérogdne,de coloration rose-saumon que l'auteur obtenait 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 maxiglum d'absorption de la lumidre a 460-470 mp, sans
bande de SORET.

Le cheminement des travaux de MONTREUIL et coll.qui devait les con-
duire 2 la découverte de la lactotransferrine s'est effectué d'une manidre
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 & 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, & 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
immnoclogiques., A cette glycoprotéine spécifique, les auteurs donnérent le
nom de lactcgidérophiline (MONTREUIL et MULLET) (518) puis de lactctrans-

ferrine, (MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (519).

a4 i
2 - La méme année, GRUTTNER, SCHAFER et SCHRUTER (520), pour rattacher lears
résultats d'électrophorése, isol2rent le protéide en appliquant le procédé
de JOHANSSON, l'identifiant a leurs fractions électrophorétiques et décri-

vant quelques-unes de ses propriétés.
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3 - Un peu plus tard, BLANC et al. (521) qui étudiaient les prgtéinecs prisentes
dans les filtrats du lait de Femme traité par le rivanol, découvdrent dans ces
derniers une glycoprotéine 2 laquelle 1ls dmnirentd'dord le nom de lactofervime,
Par la suite, ayant reconnu 1l'identité de la lactoferrine et de la lactotrans-
ferrine, BLANC abandonna sa terminologie et adopta le nom que MCITREUIL et

coll, avaient proposé.

Nota. Depuis 1966, HEREMANS reprend le terme dexxxxx lactoferrine pro-
posé une premigre fois par BLANC, sous le prétexte suivant : "Since no struc-

tural relationship between this protein and the iron-binding protein from
serum, transferrin, has yet been demonstrated, it would appear incautious to
designate it by a name such as “lactotransferrin" or "lactosiderophilin'.
The prefix "lacto" is likewise rather ill-chosen, because, as we shall de-
monstrate, this protein is by no means specific for milk'". (MASSON et

HEREMANS) (523). SCHADE (524) a proposé récemment le terme d'ékkrinosiddérophi-

line qui, d'aprés l'auteur, se justifie par la présence du protéide dans les
tissus excréteurs.,
Dans notre mémoire, nous utiliserons le terme de lactotransferrine

pour les raisons suivantes :

1 - On utilise généralement le terme proposé par 1' "inventeur"
d'une substance et on ne lui substitue une autre désignation qu'aprés avoir
sollicité au préalable son accord.

2 - La lactotransferrine ne présente certes pas, jusqu'ad preuve
du contraire, de relations structurales avec la transferrine, mais elle par-
tage néanmoins avec celle-ci la propriété physico-chimique de fixer réver-
siblement le fer par un mécanisme analogue et sur des sites actifs identiques,
et la propriété biologique de transporter le métal.

3 - La présence de lactotransferrine dans des tissus sécrétoires
autres que la glande mammaire a été mise en évidence uniquement par des pro-
cédés immunologiques, sans le moindre fondement physico-chimique. Il n'existe
donc aucune preuve de l'identité structurale de la lactotransferrine du lait

et des lactotransferrines tissulaires.



4 - Un nouveau composé est généralement désigné par un terme qui
précise le milieu d'ot il a été extrait pour la premiére fois et on utilize
couramment, par exemple, sans les trouver choquants, les noms de cholest4rol
bien que cette substance se trouve ailleurs que dans la bile et de sérine,
bien que cet amino-acide entre dans la constitution d'autres protéines que
la soie.

5 -~ BLANC lui-m@me utilise le terme de lactotransferrine.

II - PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

A - PROCEDE DE MONTREUIL et coll..

Nous décrivons, dans le chapitre réservé a nes travaux personnels
le procédé d'isolement de la lactotransferrine décrit par MONTREUIL et MULLET
(525) et par MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (526) car nous l'avons appliqué et

nous avons, en outre, été amenée & tenter de le perfectionner.

B - PROCEDE DE JOHANSSON (527)

1 - Principe. Le lait délipidé est soumis a un fractionnement par le sulfate
d'ammonium et le précipité obtenu & 80 p. 100 de saturation en sulfate d'am-
monium et & pH 8 est purifié par chromatographie sur DEAE-cellulose, puis
sur gel d'apatite.

2 -~ Mode opératoire

a - Fractionnement par le sulfate d'ammonium. 4 litres de lait de Femme,

délipidés par centrifugation et additionnée de lu mg de sulfate ferreux, sont
amenés & 45 p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium a pH 8 et maintenus a
37°C pendant 30 mn. Le précipité est éliminé par filtration et la solution ob-
tenue est ajustée a pH 4 avec de l'acide sulfurique 1 M. Un second précipité
se forme qui est séparé par centrifugation et la solution surnageante est ame-
née 3 pH 8 et a 80 p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium. Le précipité
rouge obtenu est dialysé contre de 1'eau distillée, puis contre une solution

de phosphate de sodium 0,02 M a pH 8.
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/
,//

b - Purification par chromatographie, La "red-protein" est soumise 3 une

premiére purification par chromatographie sur DEAE-cellulose en tampon phos-
phate 0,02 M de pH 8§ qui 1'élue dans la fraction de t8te, puis 3 une seconde
purification par chromatographie sur des colonnes de phosphate de calcium
préparé selon le procédé décrit par TISELIUS et coll. (528), 1'élution étant
effectuée par le passage successif de solutions, 3 pH 8, de phosphate de sc~
dium 0,03 M - 0,12 M et 0,5 M. La "red-protein" est éluée par le dernier tam~
pon. Elle contient de 0,13 & 0,15 p. 100 de fer. Un procédé de préparation
analogue a été décrit par GRUTINER et coll. (529).

C - PROCEDE DE BLANC ct ISLIKER (530)

1 - Principe. La lactotransferrine est précipitée par l'éthanol du filtrat
de défécation du lait par le riranol et purifiée par chromatographie sur
DEAE~cellulose.

2 - Mode opératoire. Le lait de Femme frais est délipidé par centrifugation

a 20°C, pendant 20 minutes, & 900 g et soumis 2 une ultracentrifugation de
104.500 g, pendant 45 minutes, a 20°C, pour précipiter la caséine. Le surna-
geant clair ne contient plus que 0,03 g de caséine p. litre.

Le lactosérum, concentré an 1/12 de son volume, est soumis ensuite
au fractionnement par le rivanol selon le procédé décrit par HOREJSI et
SMETANA (531) (0,31 p. 100 de rivanol ; pH 7,9 ; repos de 30 mn 3 20°C). La
lactotransferrine se trouve dans le surnageant rivanolique obtenu apréds cen-
trifugation a2 900 g pendant 15 minutes & 20°C..L'addition de charbon animal
(15 mg/ml) et l'agitation pendant 8 2 10 h a 2°C provoque une adsorption du
rivanol ainsi que d'une partie des globulines B2 et y. Aprés centrifugation,
le surnageant est soumis 2 une précipitation, 2 0 -6°C et a pH 6,8, par de
1'éthanol (concentration finale : 25 p. 100). Le surnageant SN II est soumis 2
une chromatographie sur DEAE-cellulose. Un double gradient de pH décroissant
et de force ionique croissante en tampon phosphate permet d'éluer la lacto-
transferrine pure.

Le rendement est de 85 p. 100 (500 mg de lactotransferrine p. litre

de lactosérum).
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D - PROCEDE DE GOT (532)

1 - Principe. Le précipité obtenu par l'addition d'un volume d'éthanol au
lait de Femme est extrait par un tampon acétate de pH 4,6 qui permet d'éli-
miner la caséine insoluble. La solution est fractionnée par le sulfate d'am-
monium. Le précipité obtenu entre les molarités 2 M et 2,7 M & pH 4 contient

la lactotransferrine qui est isolée par "filtration sur gel'.

2 - Mode opéfétoire; Nous avons illustré par le schéma de la figure 8 (p. 70)

le protocole expérimental de GOT qui conduit & une fraction P 66/4 (3,2 g
p. 2 1 de colostrum) qui renferme, de l'd-lactalbumine et une globuline sé-
rique B 1 (GOT) (533). Une chromatographie sur Sephadex G-200 permet d'éli-
miner ces derniers composants (GOT) (534) ; GOT, GOUSSAULT et FONT (535)).

E - PROCEDE DE MASSON et HEREMANS
MASSON et HEREMANS (536) ont récemment décrit un procédé d'isole-

ment de la lactotransferrine qui associe un fractionnement 3 la chromato-
graphie sur DEAE-cellulose. Le lait écrémé est traité par le sulfate d'ammonium
2 MapH 6,8 et le surnageant est additionné de citrate de sodium 0,1 M

et d'EDTA, a pH 3,8. La solution obtenue aprés éliminaticn du précipité est
soumise 3 la chromatographie sur DEAE-cellulose avee des solutions tampon-

nées de phosphate de sodium de pH 7,6 : la lactotransferrine riche en fer est
éluée a 0,005 de molarité ; les lactotransferrines pauvres en fer le sont

a 0,007 et 0,01 de molarité.

IIT - FIXATION DU FER SUR LA LACTOTRANSFERRINE

Les études concernant la fixation du fer sur la lactotransferrine
sont encore fragmentaires et nous pouvons résumer les résultats actuellement

acquis de la maniére suivante :

1 - Comme la transferrine, la lactotransferrine fixe réversiblement le fer,
le zinc et le cuivre (MONTREUIL et MULLET, 1960 (537) ; MONTREUIL, TONNELAT
et MULLET, 1960 (538) ; BLANC ct ISLIKER, 1961 (539)).
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2 1 de Colostrum écrémé
+ 2 1 d'éthanol absolu ; -10°C

I

Extraction par 1 I d'acétate
de sodium 0,1 M de pH 4,6.

33 p. 100 de saturation
en sulfate d'ammonium ;

\
Surnageant Précipité
l
v
Insoluble a3 0,4 p. 100 de phosphore Lactosérum
(13 g)
pH 7 ’
Surnageant

50 p. 100 de saturation en
sulfate d'ammonium ; pH 7

!

Précipité P
0,3 g) 33/7

\
Surnageant Pr?glg;te P50/7
50 p. 100 de saturation en
sulfate d'ammonium ; pH 4
!
e
Surnageant Précipité P
. (3 g) 50/4
66 p. 100 de saturation en
sulfate d'ammonium ; pH 4
|
Vo
Surnageant Précipité P66/4

Figure 8

(3,2 g)

Schéma de fractionnement du colostrum de Femme selon GOT (540).



71

2 - La liaison fer-lactotransferrine est nettcment plus stable que celle de
la transferrine. En effet, le pH de dissociation totale est de 1,75 2 2
(MONTREUIL et MULLET (541) ; MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (542) ; JOHANSSCHN
(543) ; BLANC et ISLIKER (544)) au lieu de 4 - 4,5.

La dissociation est réversible puisque le retour 2 un pH neutre
par l'addition de soude 3 des solutions de¢ lactotransferrine préalablement
décolorées par l'addition d'acide chlorhydrique fait réapparaitre la colo-
ration rose avec son intensité initiale. Il s'agit donec d'une transferrine

spéecifique.

3 - Au moment ol nous avons repris les travaux de MONTREUIL, l'accord n'é-
tait pas fait sur la capacité de fixation du fer par la lactotransferrine,

En effet, selon MONTREUIL et coll., la lactotransferrine 3 saturation ren-
fermait 3,5 p. 1000 de fer et 6 atomes de ce métal tandis que JOHANSSON (545)
BLANC et ISLIKER (546) ot GRUTTNER et coll. (547) fixaient le nombre 2 2,
pour une teneur en fer de 1,1 a 1,5 p. 1000. Cette derni2re valeur a été
confirmée par nos propres travaux (voir p.1l10) et par ceux de MASSON et
HEREMANS (548). Nous analyserons plus loin (voir p.112) les raisons de 1l'er-
reur commise par MONTREUIL et coll.

4 - Comme dans le cas de la transferrine, les bicarbonates sont nécessaires
pour assurer la fixation du fer (BLANC et ISLIKER (549) ; MASSON et HEREMANS
(550)).

5 - Le mécanisme de la fixation des métaux sur la lactotransferrine et les
sites actifs semblent 2tre analogues 2 ceux de la transferrine. En effet,
selon WINDLE, WIERSEMA, CLARK et FEENEY (551) les spectres de résonance pa-
ramagnétique électronique sont caractéristiques du fer Fe+++. Ils démontrent,
en outre, qu'il n'y a pas d'interaction magnétique entre les différents ato-
mes de fer et que chacun de ces derniers est, comme dans la transferrine, co-
ordiné octahédriquement aux trois atomes d'oxygéne de trois résidus de tyro-
sine, a deux atomes d'azote de la protéine et & un ion bicarbonate. Toutefois,

il reste & expliquer la grande stabilité des complexes de la lactotransferrine,
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1V - PROPRIETES PHYSIQUES et CHIMIQUES DE LA LACTOTRANSFERRINE

La lactotransferrine posséde des propriétés physico-chimiques qui
ont 6té définies par MONTREUIL et MULLET (552) et MONTREUIL, TONNELAT et
MULLET (553) et, pour quelques unes d'entre elles, par JOHANSSON (554) et
par BLANC et ISLIKER (555).
Ces propriétés sont différentes, comme l'ont souligné, les premiers,
MONTREUIL et coll.,, de la transferrine sérique et d'autres lactoprotéides comme
la lactoperoxydase de THEORELL et AKESON (556) et de POLIS et SHMUKLER (557)
et comme les ferrilactines de BLOCK et ZWEIG (558) et ZWEIG et BLOCK (559)
qui sont des combinaisons ferriques réversibles de ita-lactalbumine et des

B-lactoglobulines (+).

A - PROPRIETES PHYSIQUES

Nous avons rassemblé dans le tablecau XX (p. 73) les propriétés
physiques de la lactotransferrine telles qu'elles avaient été définies, avant
le début de nos recherches, par MONTREUIL et coll., par JOHANSSON et par
BLANC et ISLIKER., Nous verrons, & l'exposé de nos résultats personnels, que,
d'une part, nous avons pu rectifier plusieurs des données de ces auteurs,

-en particulier, celles qui concernent la masse moléculaire, le comportement
électrophorétique et la capacité de fixation du fer-, et que, d'autre part,

nous avons complété cette liste par quelques acquisitions nouvelles,

B - PROPRIETES CHIMIQUES
MONTREUIL et MULLET (560) et MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (561)

ont démontré, en 1960, la nature glycoprotéinique de la lactotransferrine.
Celle~ci fut confirmée, en 1961, par BLANC et ISLIKER (562). Toutefois, ces
auteurs s'étaient limitésa la détermination de la composition centésimale
en glucides du protéide (Tableau XXI p. 74). L'étude de la composition
molaire en oses et en acides aminés de la lactotransferrine a fait 1l'objet,
jusqu'a présent, de nos seuls travaux que nous exposerons donc dans le cha-

pitre réservé a nos résultats personnels.

(+) Ces ferrilactines sont capables de fixer des quantitds élevées de fer
(jusqu'a 34,2 g de fer/100 g de ferrilactines) et leur coloration varie du
blanc au jaune et au brun foncé pour des proportions de fer, respectivement,
de 3 2a4g, 6 215 g et 18 a 34,2 g/100 g de ferrilactines.



Tableau XX
Propriétés physiques de la lactotransferrine humaine connues en 1960

73

MONTREUIL,
TONNELAT et JOHANSSCN (564) BLANC et
MULLET (563) ISLIKER (565)
A max 452,5 mu 460-470 mp 455 mp
10 mg/ml _
El em 3 280 my 11,7 11,5 11,5
P a 452,5mu ; pH 7 | 0,5 (+0,01) - 0,5
Eioczg/ml : 2 460 mu ; pH 9 - 0,4 a 0,45 -
4 465 mp ; pH 7,9 - -
lpg fer/ml
1 em ; 452,5 mu 0,0144(+0,0004) - -
Constante de sédimentation 4,8 - 5,1 - 4,5 (a)
Constante de diffusion 4,6 - -
Volume partiel spécifique 0,735 - -
Masse moléculaire
déterminé par la constante
de sédimentation 95.000 - -
déterminé par la diffusion
de la lumieére 89.000 - -
calculé d'aprés la teneur
en fer 100.000 - -
Mobilité électrophorétique
(en em”/V/sec/10)
tampon véronal pH8, 6 ; po,1 - 3,5 - -
tampon véronal pH8, 2 ; n0,025 - - 3,5
tampon glycine pH 9,85 ; po,1 - - -
Capacité de fixation du fer (a
pH 7-7,5) (b)
en pug de fer p. mg de protéide| 3,47(+ 0,13) 1,3 a1,5 1,1 (e)
en atomes de fer p. mole de
protéide 6 - 2
pH de dissociation totale du
complexe fer-protéine 1,75 a 2 environ 2 2
! Qe
|! ;
(a) Valeurs de GRUTINER et coll. (566) : 4,4.

(b) A saturation pour MONTREUIL et coll., mais sans spécification

auteurs.

3
(c¢) Valeurs de GRUTTNER et coll.

(567) : 1,

pour les autres
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Tableau XXI

Composition centésimale en glucides de la lactotransferrine.

Valeurs de Valeurs de Valeurs de
MONTREUIL, TONNELAT BLANC et ISLIKER GOT, GOUSSAULT et
et MUOLLET (568) (569) FONT (569a)
Oses neutres p.1l00 3,90 4,10 3,70
Osamines p.100 22,40 2,30 2,00
Acides sialiques _
p.100 0,87 0,80 0,90
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V - STRUCTURE DE LA LACTOTRANSFERRINE

Aucun résultat n'avait encore été acquis sur la structure de la
lactotransferrine quand nous entreprimes nos recherches. Actuellement,
encore, les connaissances sont tr2s fragmentaires. Nous les décrirons en
détail en exposant nos résultats personnels, mais nous pouvons néanmoins

les résumer de la maniére suivante :

1 - La lactotransferrine posséde 2 groupements glycanniques construits sur
le modale classique des glycannes d'originc animale : acide sialique et
fucose en position externe ; galactose en position subterminale ; mannose

dans la fraction "stable,

2 -  yn des groupements est uni 2a la protéine par des liaisons de type
N~(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine et le deuxidme par une liaison

O~thréonylglycosidique.

VI - REPARTITION ET ROLE BIOLOGIQUE DE LA LACTOTRANSFERRINE

A - REPARTITION

1 - Le lait de Femme renferme, d'apras MONTREUIL, 1 a 1,5 g .de lactotrans-~
ferrine par litre. Cette valeur supérieure 3 celle que propose BLANC (570)
(0,6 g p. 1 ) a été obtenue par des dosages "colorimétriques" effectués
aprés traitement de laits préalablement saturés en fer.

Des recherches récentes ont montré que la lactotransferrine était

plus lafgement répandue dans l'organisme.

2 - BISERTE, HAVEZ et CUVELIER (571) ont, les premiers, démontré que de
cette protéine était présente dans les expectorations bronchiques.

Ce résultat fut confirmé par MASSON, HEREMANS et PRIGNOT (572), xrice a
1'application de techniques immuno-histochimiques qui ont mis en évidence
la lactotransferrine dans les cellules séreuses elles-mémes des acini des

glandes bronchiques.

3 - Dans une autre série d'expériences, MASSON, HEREMANS, et PRIGNOT (573)
ont identifié, par immunoélectrophorése, la lactotransferrine dans la salive

(non contaminée par les expectorations bronchiques).
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4 - Puis, MASSON, HEREMANS et DIVE (574) et MASSON et HEREMANS (575) ont
montré, grice a la technique A'OUCHTERLONY , qu'il - y avait une réaction
d'identité immunologique totale entre la lactotransferrine isolée du lait
de Femme et les protéides renfermant du fer isoclés des liquides d'excrétion
suivants :

- sécrétions nasales (0,1 mg p. ml)

- larmes (0,1 mg p. ml)

- bile (0,01 a 0,04 mg p. ml)

- suc pancréatique (0,05 a 0,1 mg p. ml)

~ sécrétions génitales (0,5 2 1 mg p. ml)

- urine (0,001 mg p. ml)
Lé lactotransferrine n'a pas été mise en évidence dans le liquide céphalo-
rachidien, dans la sueur et dans le sérum,
Nota : Dans tous les liquides d'excrétions cités ci-dessus, existent, 2
cdté de la lactotransferrine de trés faibles quantités d'une autre protéine qui

fixe le fer et qui préoviendrait de la transferrine sérique.

5 - Enfin, LOISILLIER et coll. (576) ont montré, par l'application des
méthodes immunologiques 4'OUCHTERLONY et par des réactions d'hémaggluti-
nation, la présence de la lactotransferrine dans les tissus sains d'origine
gastrique et colique. Ils trouvent, en outre, que le taux de lactotrans-

ferrine est plus élevé dans les mBmes tissus cancéreux,

B - METABOLISME DE LA LACTOTRANSFERRINE

Le métabolisme de la glycoprotéine elle-mBme est parfaitement inconnu
et on ignore, en particulier, les relations qui pourraient exister entre la
transferrine et la lactotransferrine. La question se pose, en effet, de savoir
si la lactotransferrine est synthétiséede nor ou 2 partir de fragments de

la molécule de transferrine.

C - LA LACTOTRANSFERRINE ET LE METABOLISME DU FER,

Le r8le de la lactotransferrine du lait est évident. Elle apporte au
Nourrisson, sous une forme spécifique, le fer dont celui-ci a besoin. Ainsi
s'expliqueraient certaines anémies par ferriprivation que l'on observe chez
les enfants alimentés au lait de vache, En effet, dans celui~-ci existe aussi
une lactotransferrine (voir p.77 ) dont le fer est peut-8tre moins bien

assimilé par le Nourrisson que celui de la lactotransferrine humaine,
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Le passage du fer de la transferrine sérique sur la lactotransferrine
a été bien étudié par BLANC (577,578) qui a montré que la transmission pou-
vait s'effectuer par deux voies (Fig.9; p. 78)

- 1'une, la plus probable, est "directe" et, grice a la plus gran-
de affinité de la lactotransferrine pour le fer, que la transferrine, -vé-
rifiée expérimentalement par BLANC-, le fer transferrinique est prélevé par
la lactotransferrine,

- 1l'autre, qui semble a priori 1la plus normale, comprendrait un

"relai" par la ferritine et par 1'hémosidérine mammaires.

D - ACTIVITE ANTIBIOTIQUE DE LA LACTOTRANSFERRINE

Comme la transferrine et par le m@me mécanisme de ferriprivation,
la lactotransferrine posséde une activité antibiotique sur différents micro-
organismes (MASSON, HEREMANS, PRIGNOT et WAUTERS (579) ; BLANC (580) ; MASSON

et HEREMANS (581), comme S.aureus, S.albus, Pseudomonas aeruginosa. La

lactotransferrine a été identifiée, dans le lait de Vache, par ORAM et REITER
(582) au facteur inhibiteur de la croissance de B. subtilis et de B. stearc-
thermophilus de FRANKLIN, WILLIAMS et GLEGG (583) et de CHEESEMAN et JAYNE-
WILLIAMS (584). L'activité de la lactotransferrine s'ajoute 2 celle d'au-

tres facteurs présents dans les laits comme le lysozyme, les anticorps, le
complément et les leucocytes auxquels BEITER et ORAM (585) ont récemment

consacré une revue générale.

VII - LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE

La présence d'une "protéine rouge" ("red protein" dans le lait de
Vache a &été signalée pour la premidre fois par SPRENSEN et S@RENSEN (586)
qui décrivirent, en 1939, une méthode d'isolement du composé. Ce procédé
conduisait 2 une préparation trés impure que POLIS et SHMUKLER (587), en
1963, tent2rent sans succés d'améliorer. Ces auteurs purent toutefolis pré-
ciser que ce protéide contenait du fer, des glucides et une proportion

élevée de tryptophanne.
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Figure 9

Voies possibles du transfert du fer au niveau de la cellule glandulaire mammaire (BLANC) (588).
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C'est finalement GROVES (589) qui, le premier, réussit, en 1960,
3 isoler le protéide 2 l'état pur et qui en détermina les principales pro-
priétés physico-chimiques. Ultérieurement, GORDON et coll. (590) décrivirent
un autre procédé original de préparation de la lactotransferrine bovine qui
fournissait de meilleurs rendements. Le principe des procédés consiste 2
extraire par l'acide acétique la lactotransferrine du précipité de caséine
obtenu par acidification du lait de Vache & pH 4,6, 2 fractionner ensuite
la solution par le sulfate d'ammonium et & soumettre a la chromatographie
sur DEAE-cellulose ou sur Amberlite IRC -~ 50 le précipité obtenu entre

40 et 65 p.l00 de la saturation en sulfate d' ammonium.

Les propriétés physico-chimiques de la lactotransferrine bovine ont
été détermindes par GROVES (591,592). La composition en glucides et en acides
aminés a été précisée par GROVES (593) et par BLANC, BUJARD et MAURON (594);
Comme dans le cas de la lactotransferrinehnméine,il s'agit d'une glycopro-
téine capable de fixer réversiblement 2 atomes de fer par mole. Les prin-

cipales caractéristiques sont les suivantes ¢

o

Sy0 5525 - 5,55
Dy o 575

VSP 0,725

Masse moléculaire 86.100

Point isoélectrique 7,8

Oses "neutres” 4,3 a 4,73 p.100
Osamines 2,12 a 2,28 p.100
Acides sialiques 0,3 p.100

Des variants génétiques ont &té mis en évidence par GROVES, PETERSON
et KIDDI (595) par "dasc electrophoresis",

La comparaison des propriétés immunologiques de la lactotransferrine
bovine (GUGLER et coll,)(596) ; DERECHIN et JOHNSON (597) avec celle de
la transferrine bovine a conduit les auteurs a la conclusion que les
deux protéides sont différents, comme dans le cas de la transferrine

et de la lactotransferrine humaines,
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VIII - TRANSFERRINE ET LACTOTRANSFERRINE

La transferrine et la lactotransferrine sont immunologiquement
différentes (MONTREUIL et MULLET (598) ; MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (599)
BLANC (600) ; BLANC et ISLIKER (601)). Leurs propriétés physico-chimiques
et leur structure doivent donc, en principe, &tre trés dissemblablez. Certes,
les deux protéides possddent quelques caractéres communs comme la coloration
rose-saumon et la capacité de fixer réversiblement le fer, mais les premiéres
études comparatives réalisées par MONTREUIL et coll., en 1960 ont permis de
mettre en évidence plusieurs caractéres distinctifs comme la composition
centésimale en glucides, la grande étabilité du complexe fer-lactotransfer-
rine, la capacité de fixation du fer, la mobilité électrophorétique. Toute-
fois, ces points de comparaison étaient peu nombreux et ne permettaient pas
de tirer des conclusions définitives sur la structure comparée des deux
protéides qui auraient pu apporter des renseignements sur leur comportement
physico-chimique et sur leur origine. Seule, en effet, la connaissance de
la structure fine de la transferrine et de la lactotransferrine permettra
de résoudre ces deux problémes. C'est 2 ce travail que nous nous sommes

attachée.
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INTRODUCT ION

Nous avons rassemblé dans ce chapitre les résultats que nous a
apporté 1l'application d'une série de méthodes dont le but était essentiel=-
lement de mettre en évidence les différeﬁces de structure qui font de la
transferrine et de la lactotransferrine deux entités immunologiquement dis-
tinctes et de rechercher les sites antigéniques spécifiques. En effet, com-
me avaient antérieurement démontré MONTREUIL et coll. (602,603) et BLANC et
ISLIKER (604), la transferrine réagit uniquement avec les antisérums spéci-
fiques des protéides sériques et la lactotransferrine avec les antisérums
spécifiques des protéides lactés. Nous avons répété ces expériences, en uti-
lisant les procédés d'immunodiffusion d'OUCHTERLONY et d'immuno-électropho-
rése. Les figures 10a et 10b, qui confirment les résultats des auteurs pré-
cédents, illustrent cette notion de spécifité antigénique de la transferrine

et de la lactotransferrine.

Le plan que nous avons adopté pour présenter nos travaux personnels

est le suivant :

En premier lieu, nous décrivons uniquement les procédés que nous
avons appliqués pour préparer la lactotransferrine car ce protéide n'est pas
encore commercialisé, contrairement a la transferrine. Celle-ci nous a, en
effet, été fournie par la firme BEHRINGWERKE, gr&ce 2 l'obligeance de Messieurs
les Professeurs SCHULTZE, HAUPT, HEIDE et SCHWICK auxquels nous adressons nos

vifs remerciements.

Nous exposerons, ensuite, d'une manidre comparative, les résultats
que nous avons obtenus, a la fois, a propos de la transferrine et de la lac-
totransferrine et qui concernent les problémes suivants :

- les propriétés physiques

-~ la fixation du fer

- la composition centésimale en oses et en acides aminés

- la structure de la fraction glucidique

- la structure de la protéine

- les modalités de 1l'attache glycanne-protéine



En A

En B

Figure 10

Immuno-électrophorése de la transferrine (TIF) et de la

lactotransferrine (LTF). ASH : sérum de Lapin antipro-

téides sériques humains. ASL : sérum de Lapin anti-
protéides du lait de Femme.

Immunodiffusion selon OUCHTERLONY. Le croisement des arcs
de précipitation est la conséquence d'une réaction de non-
identité totale entre les deux protéides. ‘
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PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

Nous avons appliqué le procédé original de MONTREUIL et coll,
(605,606) que nous avons, en outre, tenté d'améliorer (+). Nous décrivons
donc, successivement,

1 - La méthode de MONTREUIL et coll.;

2 - Les modifications apportées a celle-ci.

L'application de ces procédés nous a fourni des fractions qui ont
été systématiquement soumises aux analyses suivantes destinées 2 préciser
le degré de lam hétérogénéité : électrophordse en gélose ; électrophorése
sur acétate de cellulose ; immuno-é&lectrophorése (++) ; dosage des glucides
(oses "neutres" ; osamines ; acide N-acétylneuraminique) (voir p.136). En

outre l'ultracentrifugation a été appliquée 2 certaines préparations.

I - APPLICATION DE LA METHODE DE MONTREUIL, TONNELAT et MULLET

A - PRINCIPE

Le lait délipidé est soumis 2 un fractionnement préalable associant
un gradient de concentration en sulfate d'ammonium & un gradient de pH. La
fraction obtenue par précipitation 2 saturation en sulfate d'ammonium et 2

PH 7 est soumise a la chromatographie sur Amberlite XE 64.

B - MODE OPERATOIRE

1 - Fractionnement par le sulfate d'ammonium

3 litres de lait de Femme, délipidés par uﬁe centrifugation a 0°C,
sont neutralisés et soumis a un fractionnement par un gradient de concentra-
tion en sulfate d'ammonium associé 3 un gradient de pH suivant le schéma de
la figure 11 (p. 85).

Ce procédé est d'application générale. Il offre 1l'avantage d'ef-
fectuer un "découpage" profond des protéides et de fournir des fractions en-

richies en certains constituants :

(+) Avec la collaboration de M. Jacques DESGAMPS
(++) Ces procédés sont devenus tellcment classiques que nous n'avons pas
jugé utile de décrire leurs protocoles expérimentaux.



Lait délipidé : 1/3 de saturation
en sulfate d'ammonium : pH 7

f - Précipité
\/
Filtrat amené & pH 6,6
| oy Précipité
\ 7
Filtrat ameaé a pH 3,8
| - Précipité
‘L -~
Filtrat amené a pH 7
et 4 1/2 saturation en sulfate d'ammonium
| N Précipité
J 7
Filtrat amené a pH 4,6
| . Précipité
Fa
Filtrat amené a pH 3,8
1 5 Précipité
Vol
Filtrat amené a pH 7
et saturé en sulfate d'ammonium
I ~ Précipité
g
Filtrat amené & pH 4,8
‘ ~ Précipité
>
Filtrat amené a pH 3,6
| = Précipité
J 7
Filtrat S9 dialysé

Figure 11

Schéma du fractionnement des protéides du lait de Femme
par le sulfate d'ammonium selon MONTREUIL, HAVEZ et
MULLET (607).

rg
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P1 est riche en globulines immunes IgG et IgM ;
P4 renferme surtout des globulines YA ;
P7 contient principalement de la lactotransferrine.
Le précipité P 7, de teinte rose, est débarrassé du sulfate d'ammonium par

dialyse et purifié par chromal.ographie sur Amberlite XE 64,

2 - Purification par chromatographie sur Amberlite XE-64

La solution de 2 a 3 g du précipité P 7 est passée sur une colon-

ne d'Amberlite XE-64 (+) (3,5 x 60 cm ; "mesh" 200-400 ; forme citrate).

a - Préparation de la résine :

La résine "neuve" est traitéesuivant le protocole de HIRS (608) :
1,5 k dc résine sont agités mécaniquement dans 3,5 litres d'eau
distillée pendant 20 minutes. Aprés un repos de 2 h, le liquide surnageant
est éliminé et l'opération est répétée 4 a 5 fois jusqu'a ce que le surna-
geant soit clair. La résine est ensuite séchée a l'air. Le lavage a 1l'eau
distillée est suivi d'un lavage avec 4 1 d'acétone. La résine filtrée sur
Biichner est lavée par l'acétone jusqu'a ce que le filtrat obtenu soit lim-
pide. La résine, séchée a 1l'air, est lavée avec 20 1 environ d'eau dis-
tillée sur filtre Bichner. La résine est ensuite mise sous la forme "citrate"

par l'application du procédé de SCHMID et coll. (609).

b - Pesage a la forme '"citrate" de la résine

La résine en suspension dans 5 1 d'eau distillée, est traitée
sous agitation continue par 1,5 1 de soude 10 N pendant 4 h. Elle est en-
suite lavée deux fois sous agitation avec de l'eau distillée pendant 1 heure.
Elle est enfin transférée sur un filtre Blichner et lavée 2 1'eau distillée
jusqu'a ce que le pH de 1l'effluent atteigne 10. La résine est alors amenée

sous la forme "acide".

¢ - Passage 2 la forme "acide'" de la résine

La forme "acide" de la résine est obtenue par le passage lent
(4henviron) del0 1l d'acide chlorhydrique 3 N, suivi d'un lavage avec de
1'eau distillée jusqu'a obtenir un pH des eaux de lavage voisin de 5. La
résine peut @tre conservée sous cette forme 2 0°C, en présence de chloro-

forme.

(+) Résine carboxylique fournie par ROHM et HAAS Company, Philadelphia,
Pa, 19 105.
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d - Préparations des colonnes de chromatographie

La résine est d'abord "équilibrée" avec le tampon d'élution (ci-
trate de sodium 0,05 M de pH 5,2) en agitant 1 k de résine dans 5 litres
du tampon, pendant une nuit, en maintenant le pH & 5,2 au pH.stat, . La
résine est ensuite lavée sur filtre Blichner par le tampon d'élution (envi-
ron 30 1) et est introduite dans les colonnes. Celles-ci sont ensuite "sta-
bilisées" par le passage du tampon d'élution pendant 24 a 48 heures.

Nota. Conservation de la résine. La résine, sortie de la colonne, est lavée

par décantation avec de l'eau distillée, traitée par 5 1 d'acide chlorhydri-
que 3 N p. k de résine, lavée de nouveau avec de l'eau distillée par dé-
cantation, puis sur filtre Biichner jusqu'a neutralité de l'effluent. La résine

est ensuite mise sous la forme "citrate" (voir plus haut).

e - Technique chromatographique

Sur une colonne (3,5 x 60 cm), réfrigérée a +4°C, d'Amberlite

XE-64, on introduit 2 a 2,5 g de précipité P 7 en solution dans 20 ml de ci-
trate 0,05 M de pH 5,2, L'élution de la colonne par le meme tampon (0,5 ml
p. mn ; fractions de 10 ml) fournit un premier pic ("Pic 1") (Fig 12 p.88).
Le passage d'un tampon citrate 0,50 M de pH 6,2 donne un second pic, trés ime
portant et coloré, en rose. Ce pic est asymétrique et est flanqué, généralement,
de deux autres pics mineurs incolores.

Tous les tubes?g%ogsge—saumon, et qui correspondent a la partie
centrale du pic majeur, sont rassemblés et rveprésentent la fraction "Pic 2".
La lactotransferrine est précipitée, saturant celle-ci en sulfate d'ammonium a
a pH 3,8. Aprés un repos de 48 h, a +4°C, le précipité est recueilli par
centrifugation, dialysé jusqu'a réaction négative avec le réactif de NESSLER
et lyophilisé. Ce mode opératoire est rendu indispernsable par les difficultés
que l'on rencontre & éliminer par dialyse le citrate de sodium.

Le rendement est de l'ordre de "¢ a "5 p.100 (500 mg de lactotrans-

ferrine p. litre de lait).



88

s

34 Citrate
0,05MmM

\ Citrate
- osm

e
Brossoccssvecsssansnnse

§ o o e e o e

Figure 12

Chromatographie sur Amberlite XE-A64 (3,5 x 60 cm ; forme "citrace")
des pcotéides (2 g) du précipité P, (voir Fig. 11 ; p. 85) En ab-

cisses : nombre de fractions de 10 ml recueiilies. En ordonnées :

-

absorbances mesurées & 278 mu en cuve de 1 cm d'épaisseur
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C - RESULTATS

L'application da procédé original de MONTREUIL et coll. nous a

donné des résultats analogues a ceux de ces auteurs :

1 - Le fractionnement du lait de Femme par le sulfate d'ammonium fournit

un précipité P7 (1 21,5 gp. litre de lait) hétérogéne en électrophorése
et en immuno-électrophordse qui révélent la présence, d'une fagon constante
- outre de la lactotransferrine -, de lactalbumine et de 3 préalbumines,
et, de maniére inconstante, de globulines YA. Sa teneur en glucides est

la suivante :

Oses "meutres" 17,2 a 18,2 p. 100
Osamines 6, 25 p. 100
Acide sialique 4,15 &2 5 p,. 100

L'ultracentrifugation révéle la présence de 4 constituants dont
les constantes de sédimentation, déterminées pour les 3 constituants les
plus "légers" 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 cons-
tituants du "pic 1" (voir ci-dessous), & 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 trés différentes
7 soit 0,15 a 0,20 g p.

litre de lait) posséde les caractéristiques suivantes

a - lepicl (0,3 gp. 2 g de précipité P

- Il est légérement coloré en jaune.
-.I1 ne posséde pas de constituants antigéniques.

- Il .contient. une proportion élevée de glucides

Oses "nmeutres" 25 a 30 p. 100
Osamines 20 a 22 p. 100
Acide sialique 6 a 10 p. 100

- 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
Glucosamine 3

Acide N-acetylneuraminique 1



on

- Il est homogéne 2 l'ultracentrifugation et sa constante de

sédimentation S; w égale 2,3,

0
b - Le pic 2 (1 g p. 2 g de précipité P 5 soit 0,75 g p. litre de lait)
présente les caractéristiques suivantes :
- 11 posséde une coloration rose-saumon
- I1 est homogéne en électrophorése en gélose mais hétérogéne
en électrophorése sur acétate de cellulose (2 bandes) et en immuno-électro-

phorése qui réveéle la présence, outre de la lactotransferrine, de globuli-

nes YA.
- Sa composition centésimale ést la suivante :
Oses 'meutres" 2,94 a 4 p. 100
Osamines 2,53 a 2,79 p. 100
Acide sialique 1,3 a 1,41 p. 100

- Il renferme du galactose, du mannose, du fucose, de la gluco-

samine et de 1l'acide N-acétylneuraminique.

¢ - L'immuno-électrophorése, appliquée a différentes fractions du
pic 2 (Fig. 12 ; p. 88), montre que la fraction de tadte (Fraction 1 ;

0,15 g environ) est hétérogéne et renferme, outre la lactotransferrine, deux
composants de comportement Pj et a2 et un constituant de comportement ca-
thodique vy (+).

La fraction 4 (0,08 g environ) est, elle aussi, hétérogeéne et possade
un constituant de comportement Bl qui donne un arc de précipitation "inter-
ne" par rapport 2 celui de la lactotransferrine.

Les fractions "centrales" du pic (Fractions2 et 3) (0,15 g environ)
renferment seulement de la lactotransferrine homogéne en électrophoreése,
en immuno-électrophorése et a l'ultracentrifugation xxrxxxxxxxxxx Rassem-

blées, elles représentent les préparations de "lactotransferrine XE-64.

(+) L'arc donné par ce constituant se raccorde & celui de la lactotransfer-
rine et fournit une image identique a celle que BLANC (610) et nous-mémes
obtenons avec une lactotransferrine dégradée par des protéases.
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D - CONCLUSIONS

1 - L'application du procédé de MONTREUIL et coll. nous a fourni, comme a
ces auteurs, des préparations pures de lactotransferrine 2 raison de 0,5 g
par litre de lait, avec un rendement de 85 p. 100. Le lait de Femme, con-
tient, en effet, d'aprés nos travaux effectués d'une manidre trés quanti-
tative, de 700 & 900 mg de lactotransferrine par litre. Cette valeur est

intermédiaire entre celles de BLANC (0,6 g) et de MONTREUIL (1 a 1,5 g).

2 - Les préparations que nous avons obtenues par ce procédé ont été utilisées

pour nos études physico-chimiques et structurales.

3 - Nous avons tenté d'améliorer le rendement en appliquant, au pic 2, la
chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose ou de CM-cellulose, afin d'é-
liminer les impuretés en évitant le "découpage" du pic 2 et la perte des frac-

tions de t2te et queue (Fractions 1 et 4).

ITI ~ MODIFICATIONS DE LA METHODE DE MONTREUIL, TONNELAT et MULLET

A - CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE

1 - Principe. Nous avons appliqué la méthode chromatographique sur DEAE-
cellulose décrite par GROVES (611), a propos de la lactotransferrine du
lait de Vache., L'élution des-‘protéides est obtenue avec un gradient discon-

tinu de concentration en phosphate de sodium et de pH.

2 - Mode opératoire. Les protéides totaux du pic 2 (voir p.90 ) (7 g en solu-

tion dans 100 ml de tampon phosphate 0,005 M de pH 8) sont soumis & la chro-
matographie sur des colonnes (4 x 50 cm) de DEAE-cellulose stabilisée avec
un tampon phosphate 0,005 M de pH 8. Le déplacement des constituants est
effectué par le passage successif des tampons suivants

phosphate 0,005 M - pH 8

phosphate 0,05 M - pH 7

phosphate 0,1 M + CINa 0,5 M - pH 4
Les solutions effluentes sont dialysées et lyophilisées. Les protéides sont
ensuite soumis a l'analyse éleptrophorétique ct immuno-électrophorétique.

Enfin, leur composition en glucides est déterminéde.
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3 - Résultats

a - La figure 13 (p. 93) illustre le résultat du fractionnement
chromatographique sur DEAE-cellulose du pic 2. On voit que nous avons ca-
ractérisé 5 fractions dont nous avons précisé dans le tableau XXII (p.94 )
les quantités que nous avons obtenwes, la composition en glucides et le degré

d'hétérogénéité révélé par 1'immuno-électrophorése (Fig. 14 ; p. 95)

b - La fraction 1 est pondéralement la plus importante et repré-
sente 70 2 80 p. 100 des protéides totaux soumis & la chromatographie. Ses
caractéristiques sont les suivantes :

- Elle renferme uniquement de la lactotransferrine, mais celle-ci
est partiellement dénaturée comme le démontre la morphologie de l'arc de
précipitation qui présente mebifidité cathodique se raccordant exactement
sur l'arc de la lactotransferrine native.

- Cette dénaturation est confirmée par l'ultracentrifugation qui

° 4,55 et 6,70 (+).

20w
- La composition en glucides de cette fraction est différente de

réveéle la présence de deux constituants de S

celle de la lactotransferrine (voir p.114).Les taux d'osamine et d'acide
sialique, en effet, sont trés nettement diminués.
- Elle donne deux bandes distinctes en électrophorése sur acétate

de cellulose.

¢ - Les autres fractions sont obtenues en proportion moindre. Elles
sont toutes trés hétérogénes et renferment des taux de glucides plus élevés

que la lactotransferrine.

d ~.La fraction 2 est colorée en rouge-saumon et renferme de la
lactotransferrine trés dénaturéecomme l'indique la présence de l'arc de

dénaturation mentionné plus haut.

(+) Sgo w de la lactotransferrine 4,80 et 4,85
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Tableau XXII

Caractéristiques des fractions obtenues par chromatographie du pic 2 sur DEAE-cellulose

Désignation Poids Oses Osamines Acide
obtenus "neutres" sialique Composition des fractions
des fractions (a) en g ®) p. 100 p. 100 p. 100

1 526 3,37 1,85 1,04 1 arc bifide de lactotransferrine

2 0,36 4,45 1,67 L;52 4 constituants dont la lactotransferrine
3 0,07 6,66 2,36 2,11 7 constituants

4 0,15 4,41 1,06 2,35 5 constituants dont la lactotransferrine
5 0,05 - - - 8 constituants dont la lactotransferrine

(a) Voir la figure 13 (p. 93)

(b) Pour 7g de protéides totaux du pic 2 soumis a la chromatographie sur

DEAE-cellulose.

76



Figure 14

Immuno-électrophordse des fractions obtenues par chroma-
graphie sur DEAE-cellulose du pic 2.

.;!‘

-
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4 -~ Conclusions

a - La chromatographie du pic 2 sur DEAE-cellulose fournit, avec
un rendement de 70 a 80 p. 100, identique a celui que donne la méthode de

MONTREUIL et coll,, une lactotransferrine pure mais dénaturée.

b - La dénaturation de la lactotransferrine est provoquée par la
DEAE-cellulose. Elle se manifeste par des anomalies de comportement de l'arc
de précipitatign obtenu en immuno-électrophorése, par une diminution de 1'a-
cide sialique due 2 une activité "sialidasique" de la DEAE-cellulose souvent
observée au Laboratoire avec différents glycoprotéines, par une hétérogéné-
ité en électrophorése et a l'ultracentrifugation. La chromatographie sur
DEAE-cellulose doit donc 2tre, en régle générale, utilisée avec prudence.

Elle est a rejeter dans le cas de la lactotransferrine.

B - CHROMATOGRAPHIE SUR CM-CELLULOSE

PREMIER PROCEDE

1 - Principe. Le pic 2 est soumis a une chromatographie sur CM-cellulose,
d'abord avec un tampon acétate de sodium de faible force ionique qui &limine

les impuretés, puis de force ionique élevée qui déplace la lactotransferrine.

2 - Mode opératoire,

a - Préparation de la CM-cellulose. 100 g de CM-cellulose 32

Whatman sont agités dans 15 fois leur volume de soude 0,5 N pendant environ
30 mn. Aprés décantation du liquide surnageant, la CM-cellulose est lavée 2
1'eau distillée sur un filtre Bichner jusqu'a ce que les eaux de lavage

soient a pH 8. Elle est ensuite agitée dans 15 volumes d'acide chlorhydrique
0,5 N pendant 30 mn. Aprés décantation, la CM-cellulose est de nouveau lavée

a l'eau distillée jusqu'a un pH voisin de la neutralité.

b - Préparation des colonnes. La CM-cellulose est agitée dans

le tampon d'élution acétate 0,04 M de pH 5,5 pendant 20 a 30 mn. Le sur-
nageant est éliminé par décantation. Ce traitement est répété 6 a 8 fois

jusqu'a ee que le pH du tampon ne varie plus.
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La CM -cellulose est alors introduite dans des colonnes de 2 cm
de diametre (hauteur de CM-cellulose : 65 cm), réfrigérées a 4°C. Elle est

"stabilisée" par le passage du tampon acétate pendant 16 a 24 h,

Nota. Aprés chaque chromatographie, la colonne peut &tre réutilisée pour
un . nouveau fractionnement. Il suffit de la "rééquilibrer" par le passage

du tampon acétate 0,04 M de pH 5,5 pendant 24 a 48 h.

¢ - Chromatographie. 1,5 g de protéides sont dissous dans 5 ml

de tampon acétate 0,04 M de pH 5,5. La solution est soumise & la chroma-
tographie avec le tampon précédent (500 ml environ). On obtient de cette
maniére, un premier pic qui renferme toutes les impuretés. La lactotrans-
ferrine est ensuite déplacée par un tampon acétate de sodium 0,6 M de pH 5,5.
Les tubes colorés sont rassemblés, dialysés et lyophilisés. On obtient, de

cette maniére, la lactotransferrine - CMC -~ 1.
3 - Résultats

a - Le passage du tampon acétate 0,04 M déplace une fraction mi-
neure incolore (0,2 g), tandis que le tampon acétate 0,6 M éluc une frac-
tion fortement colorée qui donne, aprés lyophilisation 0,85 g de lactotrans-

ferrine - CMC - 1 , soit un rendcment de 85 a 95 p. 100.

b - La composition en glucides de cette fraction est la suivante :

Oses'neutres" 3,13 p. 100
Osamine 2,30 p. 100
Acide sialique 1,25 p. 100

¢ - L'immuno-électrophordse révélc la présence d'un seul arc de
précipitation (Fig. 15 ; p. 98). La préparation est, en outre, homogéne en
électrophorése de zone réalisée sur différents supports et en ultracentri-

fugation.

4 - Conclusions

a - La chromatographie du pic 2 sur CM-cellulose fournit d'excel-
lentss préparations de lactotransferrine qui répondent positivement 2 tous
les critéres d'homogénéité, mais n'améliore pas le rendement de la méthode

originale de MONTREUIL et coll.



Figure 15

Tmmuno-&lectrophor2se de préparations de lactotransferrine-CMC obtenues
par chromatographie sur CM-cellulose : ~

- A : Chromatographie du pic 2. Préparation de lactotransferrine-CMC-1
obtenue par le passage du tampon 0,6 M de pH 5,5.

- B : Chromatographie du précipité P_. En haut : fraction éluée par le
tampon 0,04 ¥ de pH 5,5. En bas : preéparation de lactotransferrine-CMC-2
obtenue par le passage du tampon 0,6 M de pH 5,5.
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b - C'est pourquoi, nous avons tenté, devant l'efficacité de la
chromatographie sur CM-cellulose, d'appliquer ce procédé a la purification

directe du précipité P7 (voir Fig. 11 ; p. 85).

DEUXIEME PROCEDE

1 - Principe.Les composés "acides" du précipité P, ainsi que les globulines

7
YA ne sont pas retenus par la CM-cellulose. Celle-ci fixe, au contraire,
énergiquement la lactotransferrine que 1l'on déplace avec un tampon d'acétate

de sodium 0,6 M,

2 - Mode opératoire . Sur des colonnes (2 x 50 cm) de CM-cellulose préparées

suivant le protocole décrit ci-dessus, on dépose 15 ml d'une solution de
3 g des protéides totaux du précipité P7 dans l'acétate de sodium Q04 M
de pH 5,6. Le passage de 1 L de ce tampon élimine les glycoprotéides acides,
riches en glucides, qui correspondent au pic 1 du fractionnement sur Amberlite
XE et les autres protéides qui étaient élués avec la lactotransferrine dans
le pic 2 du m@me type de chromatographie. La lactotransferrine est déplacée par
le passage d'un tampon acétate de sodium 0,6 M de pH 5,5 (environ 0,5 2 1
litre). Les fractions colorées sont réumies , dialysées et lyophilisées. Elles
fournissent les préparations de lactotransferrine - CMC - 2, (2%%;
3 - Résultats. o
a - L'application du second procédé de chromatographie sur CM=
cellulose fournit rapidement les quantités les plus élevées de lactotrans-
ferrine. En effet, 3 partir de 3 g de précipité P7, correspondant a 2 a 3 1
de lait, nous obtenons 2 g de lactotransferrine, soit un rendement de 90 2
95 p. 100.
b - Les préparations sont homogénes en immuno-électrophorése
(Fig. 15 ; p. 98), en électrophorése de zone sur différents supports et a

l'ultracentrifugation. En outre, elles ne présentent aucun signe de déna-

turation.
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4 - Conclusions

a - La CM-cellulose représente le support chromatographique de
choix pour purifier la lactotransferrine qu'elle fixe énergiquement sans
retenir les impuretés (Fig. 15 B ; p. 98) qui accompagnent cette derniére
dans les précipité;P7 obtenus par relargage salin : lactalbumine, globulines
YA et sialoglycoprotides acides, riches en glucides. En outre, elle n'exerce
pas d'action dénaturante sur la lactotransferrine.

b - Les préparations ainsi obtenues (Lactotransferrine - CMC -2)
ont été utilisées, comme la lactotransferrine XE-64 pour 1'étude des pro-

priétés et de la structure de la lactotransferrine.

IIT - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LA PREPARATION DE
LA LACTQTRANSFERRINE

Les conclusions que nous pouvons tirer de nos recherches sur les

méthodes de préparation de la lactotransferrine sont les suivantes

1 - Le procédé de MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (612) de chromatographie

sur Amberlite XE-64 des précipités P7, obtenus par relargage par le sulfa-

te d'ammonium du lait de Femme (précipitation entre 0,50 de saturation pH 3,5
et saturation pH 7) fournit de la lactotransferrine pure, a raison de 0,6 g
environ par litre de lait total, soit avec un rendement de 70 a 85 p. 100
identique au rendement de la méthode de BLANC (613). Son application nous

a permis de retrouver et de confirmer les résultats obtenus par MONTREUIL

et coll..

2 - Une tentative d'amélioration du rendement par chromatographie sur DEAE-
cellulose, selon le procédé appliqué par GROVES (614) a la préparation de

la lactotransferrine du lait de Vache a échoué .En effet, pour un rendement
identique a celui que fournit la méthode précédente, on obtient une lacto-

transferrine dénaturée par la DEAE-cellulosec.
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3 - Au contraire, l'emploi de la CM-cellulose qui ne retient pas les pro-
téides accompagnant la lactotransferrine dans le précipité P7 et qui fixe
énergiquement la transferrine, permet de résoudre le probléme. On obtient,
en effet, des quantités de lactotransferrine pure et non dénaturée de 1l'or-
dre de 0,75 4 0,80 g par litre de lait total, soit avec un rendement de

90 a 95 p. 100.

4 - Les résultats que nous avons obtenus nous permettent de fixer la teneur
du lait de Femme en lactotransferrine entre 0,7 et 0,9 g. Ces valeurs sont
supérieures 3 celle de BLANC (0,6 g)et inférieures 2 celle de MONTREUIL

et coll. (1 a 1,5 g).
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ETUDE COMPAREE DE LA FIXATION DU FER
i PAR LA TRANSFERRINE ET PAR LA LACTO-
TRANSFERRINE

Nous avons repris, dans des conditions trés rigoureuses définies
par l'expérience des autres auteurs et par notre expérience propre, la ques-
tion de la fixation du fer sur la transferrine et sur la lactotransferrine,

pour les raisons suivantes :

1 - La capacité de fixation du fer sur la lactotransferrine avait été fixée
a3 6 atomes de métal par MONTREUIL et MULLET (615) et par MONTREUIL, TONNELAT
et MULLET (616). Cette valeur, comparée & celle de la transferrine qui fixe,
comme nous l'avons vu, 2 atomes de fer, nous paraissait a priori élevée. En
outre, la courbe de fixation du fer par la lactotransferrine, Jonnée par les
auteurs précédents, présentait une cassure anormale. La transferrine, dont
les propriétés de fixation du fer étaient bien définie, nous a servi de

produit de référence pour vérifier la valeur des méthodes employées.

2 - Devant la dispersion des résultats concernant la masse moléculaire de
la transferrine ¢t de la lactotransferrine et fournis par des méthodes phy-
siques, nous avons entrepris de déterminer d'une mani2re statistique, la
quantité de fer fixée par les deux transferrines de maniére 2 pouvoir en dé-

duire, d'une manidre précise, la masse moléculaire de ces derniires.

1 - DETERMINATION DE LA CAPACITE DE FIXATION DU FER DES TRANSFERRINES

La détermination de la capacité de fixation du fer par un protéide
repose sur deux principes

1 - ou bien, on dose le fer fixé contenu par le protéide et on
ajoute ensuite une solution titrée du métal jusqu'd saturation : la somme
du "fer préexistant" et du "fer ajouté" représente la capacité de fixation
du composé.

2 - ou bien, on sature le protéide et on dose le fer qu'il a fixé.
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Nota. Le procédé qui consiste & ajouter une solution titrée de fer aux apo-
protéides n'est pas toujours applicable. Par cxemple, dans le cas de la lacto-
transferrine, 1'élimination totale du fer qui est énergiquement fixé sur le
protéide, s'effectue dans des conditicns drastiques (maintien prolongé 2a

pH 1,5, par exemple) qui provoquent la dénaturation de ce dernier.

1 - METHODES

Nous décrivons :

- le procédé de dosage du fer conjugué aux transferrines que nous
avons utilisé.

- la méthode de saturation des transferrines et de détermination

de leur capacité de fixation du fer.

A - DOSAGE DU FER CONJUGUE (+)

1 - PRINCIPE

Le fer conjugué est 1ibéré en milieu acide en présence d'un ré-
ducteur, débarrassé de la protéine et dosé colorimétriquement par un réac-
tif 2 la bathophénanthroline. Nous décrivons successivement les trois éta-

pes de ce mode opératoire.

2 - LIBERATION ET REDUCTION DES IONS FERRIQUES

Principe. La libération du fer par minéralisation des protéides est abandon-
née, dans le cas des transferrines, au profit d'une dissociation effectuée

en milieu acide., L'acide trichloracétique fut d'abord utilisé mais son action
n'est pas toujours totale, méme dans le cas de la transferrine. G'est pour-
quoi, les auteurs utilisent l'acide chlorhydrique. HEILMEYER et PLUTNER (622)
ont décrit la premiére méthode de dissociation du complexe fer-protéine par
acide chlorhydrique 2 N, suivie d'une précipitation des protéines par l'acide

trichloracétique,. L'influence de la concentration de 1l'acide chlorhydrique

(+) Revues générales : LAURELL, 1947, (617) ; HEMMELER, 1955 (618) ; LAURELL,
1952 (619) ; RAMSAY, 1958 (620) ; DREYFUS et SCHAPIRA, 1958 (621).
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sur la dissociation du complexe fer-protéine a été étudiée par RAMSAY, en
1957 xxxx qui a montré que l'extraction du fer n'était totale que si la
concentration en acide chlorhydrique était supérieure 2 la normalité, dans

le cas de la transferrine. Ces conditions sont réalisées dans la méthode

de WATKINS et BUTLER (623) que nous utilisons sous unc forme légérement mo-

difiée et qui utilise l'acide chlorhydrique 2 N. Dans le cas de la lactotrans-

ferrine, 3 causc de la grande stabilité du complexe, nous ajustons le pH a

une valeur inférieure a 1,5,

La dissociation des complexes est, en outre, effectuée en milieu
réducteur de maniére a transformer les ions ferriques conjugués aux trans-
ferrines en ions ferreux qui réagissent, sculs, avec la bathophénanthroline.
Parmi les nombreux agents de réduction proposés (dithionite, hydrazine, hy-
droquinone, sulfites, acide thioglycolique, N-méthyl-p-amino-phénol, acide

ascorbique), les autcurs utilisent généralement ce dernier.

Protocole expérimental

a - Réactifs

~ Solution préparée extemporanément, d'acide chlorhydrique 2 N

renfermant 1 g d'acide ascorbique p. 100 ml .

- Solution aqueuse d'acide trichloracétique a 20 g p. 100 ml.

b -~ Modec opératoire. Dans un tube conique a centrifuger on intro-

duit successivement :

- 1 ml de solution de transferrine ou de lactotransferrine ren-

fermant des quantités de fer de l'ordre de 1,5 a 12 pug.

- 1 ml de la solution chlorhydrique. Les tubes sont maintenus
a2 37°C pendant 30 mn., La défécation est cnsuite réalisée par 1'addition de
1 ml de la solution d'acide trichloracétique suivie d'un chauffage a 100°C
pendant 15 mn. Les tubes sont ensuite centrifugés et les ions ferreux sont

dosés dans la solution surnageante.
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3 - DOSAGE DU FER

Principe. Les ions ferreux donnent une coloration rose (PETERSON, 1953 (624))
avec la bathophénanthroline (4,7 - diphényl -1,10- phénanthroline) rendue so-
luble dans 1'eau par sulfonation (TRINDER) (625). La méthode est extr@mement
précise et tr2s sensible puisque des quantités de fer de l'ordre de 0,5 ug
peuvent 2tre déterminées avec précision., La bathophénanthroline a supplanté
tous les autres réactifs, comme la phénanthroline et les di- et tripyridyles,
grace 3 sa sensibilité plus grande.

Le complexe fer-bathophénanthroline donne une coloration stable
et proportionnelle entre 0,5 et 5 pg de fer dans le milieu réactionnel, pour
des valeurs de pH comprises;entre 3 et 7 (ZAK et EPSTEIN) (626). C'est pour-
quoi, le pH des se¢lutions doit &tre tamponné par 1l'addition d'une solution

concentrée d'acétate d'ammonium,

Protocole expérimental

a - Réactifs
- Sclution aqueuse d'acétate d'ammoniuma 50 g p. 100 ml.

-~ Solution de sulfobathophénanthroline préparée suivant le
procédé de TRINDER (627) : 100 mg de bathophénantroline sont traités dans
un tube 3 essais avec 0,5 ml d'acide chlorosulfonique. La solution est por-
tée a 1'ébullition pendant 30 secondes. Aprés refroidissement, on ajoute
lentement 10 ml d'eau distillée, et on chauffe le mélange au bain-marie
bouillant jusqu'a dissolution du précipité. La solution est diluée 2 150 ml
environ et ajustée a pH 4 avec une solution aqueuse de soude 2 10 g p. 100 ml.

On compléte enfin & 200 ml avec de l'eau distillée.

- Sdlution titrée & 1 pg de fer p. ml. Elle est obtenue en

diluant au centidme une solution mére préparée, de la manigre suivante :
100 mg de fil declavecin, décapé avec du papier émeri, dégraissé a 1l'éther
et essuyé soigneuscment avec du coton hydrophile, sont introduits dans un
ballon jaugé contenant 150 ml d'acide chlorhydrique concentré exempt de fer
et 150 ml d'eau distillée. On chauffe au bain-marie , et aprés dissolution

du fer on compléte & 1 litre avec de l'eau distillée.
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b - Mode opératoire. A 1 ml de la solution chlorhydro-trichloracé-

tique dont la préparation a été décrite plus haut on ajoute :

- 3 ml d'eau distillée

0,5 ml de la solution d'acétate d'ammonium

I

- 0,5 ml de réactif a la bathophénanthroline.

Trois témoins "internes" sont introduits dans chaque série de dosages.
Dans le premier, la solution 2 doser est remplacée par 1 ml de solution titrée
de fer et dans le second, par 1 ml d'eau distillée. Daps le troisiéme, 0,5 ml

d'eau distillée remplace la solution de bathophénanthroline.

Nota. Les plus grandes précautions doivent 8tre prises en ce qui concerne la
propreté du matériel utilisé. Celui-ci doit @tre rigoureusement exempt de fer.
La verrerie est lavée avec de l'acide chlorhydrique chaud ou avec de l'acide
nitrique et elle est ensuite soigneusement rincée avec de l'eau bidistillée
dépourvue de toute trace de fer.

D'autre part, tous les réactifs utilisés doivent &tre exempts de

fer, en particulicr l'acide chlorhydrique.

B - SATURATION DES TRANSFERRINES ET DETERMINATION
DE LEUR CAPACITE DE FIXATION DU FER,

1 - PRINCIPE

A une solution d'apotransferrine ou de transferrine (ou de lacto-
transferrine) partiecllement saturée en fer, on ajoute des quantités croissan-
tes de sel ferrique et on détermine, 3 460 mp, les absorbances données par
les complexes colorés fer-protéine. Le tracé des courbes d'absorbances en
fonction de la quantité de fer ajouté montre qu'ad partir d'une certaine quan-
tité de fer, l'absorbance des solutions ne varie plus. La stabilité de la co-

loration indique que la transferrine est saturée en fer (Fig. 17 ; p.11l).

Nous avons précisé, dans le précédent chapitre (voir p. 22) 1les
conditions optimales de la fixation du fer telles qu'elles ont été définies

par de nombreux auteurs



107

1 - Le fer doit 8tre chélaté car les ions ferriques "libres” se
fixent sur des sites non spécifiques. Les auteurs utilisent généralement
des solutions ferriques en présence d'un excés de citrate de sodium. En
effet, la vitesse de réaction est, dans ces conditions, trés augmentée par
la formation d'un complexe de dicitrate ferrique plus réactif que le polymére
de citrate ferrique qui se forme en présence d'un défaut de citrate (BATES,
BILLUPS et SALTMAN) (628).

2 - Le pH optimal de fixation du fer en présence de citrate est
de 8,5,

3 - Les ions bicarbonate accélédrent la fixation du fer et stabili-

sent la coloration des complexes.

2 - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

a - Principe.La capacité de fixation en fer des transferrines est détermi-
née par une modification du procédé de SURCENOR et esT1l. (629) dont le

principe est le suivant :

1 - On sature une transferrine, dont on a déterminé la teneur en fer, en
ajoutant une solution titrée de sel ferrique jusqu'ad ce que l'absorbance de
la solution soit stable. Connaissant la quantité de fer ajoutée a la trans-

ferrine, on en déduit la teneur en métal de la transferrine saturée,

2 - On effectue une "contre-expérience" en déterminant la quantité de fer

présente dans la transferrine ainsi saturée.

b - Mode opératoire

a ~ Réactifs

- Solution 0,1 M en citrate de sodium et 0,1 M en bicarbonate

de sodium, de pH 8,6.
- Solution de sel ferrique Jd'AZARI et BAUGH (630) :

Chlorure ferrique 2 6 Hy O 232 mg

Solution citratée précédente q.s.p. 100 ml

Le titre de la solution est déterminé par l'application du procédé de dosage

du fer que nous avons décrit plus haut (voir p.103).
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- Saturation des transferrines. 250 mg de transferrine ou d'a-

potransferrine dont la teneur en fer a été déterminée (voir p.104), sont
dissous dans 25 ml de la solution citratée. et des fractions de 3 ml sont
réparties dans des tubes & hémolyse. Des quantités croissantes de la solu-
tion de sel ferrique (dont 10 pl renfermaient 4,6 pg de fer) sont ajoutées
aux différents tubes & hémolyse. Le mélange est agité et la mesure des ab-

sorbances est effectué a 460 myu aprés un repos de 24 heures a 1'obscurité.

Y - Calculs. Des courbes sont tracées (Fig. 16 ; p. 109) en por-
tant en abcisses les volumes de solution ferrique ajoutés et, en ordonnées,
les absorbances des solutions. Le point d'intersection de la courbe ascen-
dante et du palier de saturation donne le volume Vg pour lequel cette der-
nidre est atteinte. On connait ainsi la quantité de fer qui a été nécessaire
pour saturer le protéide. Ajoutée a la quantité de fer préexistante, conju-

guée 2 ce dernier, elle donne la quantité de fer fix& 3 la saturation.

Un autre procédé de calcul consiste a extrapoler vers l'axe des
abcisses la courbe ascendante. Le point d'intersection VO permet de calculer
le volume de solution ferrique qu'il aurait fallu ajouter 2 une solution

d'apoprotéide pour le saturer.

En outre, on dose le fer total de la premiére fraction V corres-
pondant au palier de saturation et on déduit de la valeur obtenue,la quan-

tité de fer ajoutée en excéds, contenue dans le volume V - V.

Nota. Ce dernier mode de calcul semble a priori complexe car il paraltrait
plus simple de dialyser le fer en excds, comme dans le procédé de WINDLE,
WIERSEMA, CLARK et FEENEY (631) ou la dialysc est effectuée contre une solu-
tion de chlorure d'ammonium 0,002 M. Cependant, nous avons vérifié que la
dislyse dissocie les complexes dans la proportion de 20 a 35 p. 100. En effet,
nous avons trouvé, dans des transferrines ainsi traitées, des taux de fer de

1 et 1,24 p. 1000 alors que le taux réel est de 1,47 p. 1000.
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Figure 16

Schéma général d'une courbe de fixation du fer par une trans-
fexrine. En ordonnées : absorbances des solutions (& 460 mp).
En abcigses : volumes (en pl) de solution titrée de sel ferri-

que ajoutés,
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I1 -~ RESULTATS

1 ~ La figure 17 (p. 111) illustre les résultats que nous avons obtenus.

On voit que les tracés des courbes de fixation du fer par la transferrine

et par la lactotransferrine sont identiques.

2 - L'application, aux protéides saturés, des procédés de dosage du fer que
nous avons décrits plus haut montre que la teneur en fer des protéides, a sa-

turation, exprimée en g de fer pour 1000 g de protéide, est la suivante :

Transferrine 1,47

Lactotransferrine : 1,47

3 - Nous pouvons donc conclure, d'aprés leur masse moléculaire, que la trans-

ferrine et la lactotransferrine contiennent, a saturation :

2 atomes de fer p. mole de protéide.

III - DISCUSSION

1 - Les résultats que nous avons obtenus 2 propos de la teneur en fer de

la transferrine s'éloignent sensiblement de la valeur de 1,25 a 1,35 obtenue

par certains auteurs (voir tableau VI ; p. 24). Elle se rapproche, au con-
traire, de la valeur de 1,51 obtenue par ROBERTS, MAKEY et SEAL (632). Ces
discordances peuvent s'expliquer par l'observation que nous avons faite que
certaines valeurs faibles ont été détermindes sans tracer les courbes de
saturation. Au contraire, la valeur de ROBERTS et les ndtres résultent de
1'interprétation des courbes de saturation. Celle-ci &tait, de cette manidre,
rigoureusement contrdlée.

D'autres causes d'erreur par défaut peuvent encore @tre trouvées :
a) dans le fait que certains auteurs dialysent la transferrine saturde avant
de déterminer sa tencur en fer et nous avons vu plus haut (voir p.I08) que la
dialyse introduisait une cause d'erreur ; b) dans la composition des solu-

tions tampons qui est, comme nous l'avons vu, déterminante.
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En outre, nos propres résultats, ainsi que ceux de ROBERIS et
coll., ont &té obtenus sur plusieurs échantillons et par deux procédés qui
consistent, l'un, & déterminer la teneur en fer du protéide a saturation,
d'aprés sa teneur initiale et la quantité de fer ajoutée et l'autre, 2 doser
le fer du protéide sans éliminer les ions ferriques en excés par dialyse ou
par chromatographie.

Enfin, des teneurs en fer de l'ordre de 1,3 p. 1000 sont incompa-
tibles avec le poids moléculaire de la transferrine qui avoisinerait alors

87.000 alors qu'il est, en réalité, de l'ordre de 75.000.

Toutefois, malgré les discordances de résultats, nous parvenons,
comme l'ensemble des auteurs, 2 la conclusion que la transferrine renferme,

a saturation, 2 atomes de fer.

2 - Les résultats que nous avons obtenus a propos de la lactotransferrine

s'éloignent de ceux de MONTREUIL et MULLET (633) et de MONTREUIL, TONNELAT

et MULLET (634). En effet, ces auteurs trouvaient un taux de fer, a satu-
ration, de 3,5 p. 1000 et 6 atomes de fer conjugués. Nous proposons les va-
leurs plus faibles de 1,47 g de fer p. 1000 g de lactotransferrine et 2 ato-
mes de fer. Ces résultats ont été acquis sur plusieurs échantillons de pro-
téide en appliquant les deux procédés de dosage que nous avons mentionnés

dans le paragraphe précédent. Nos résultats ont été récemment confirmés parggg-
HEREMANS (635) qui trouvait que la lactotransferrine 3 saturation contient

0,026 p atome de fer, soit 1,45 g de métal p. 1000 g de protéide.

Pour expliquer les discordances de nos résultats avec ceux de

MONTREUIL et coll., nous émettons 1l'hypoth2se que l'erreur par excéds commise
par ces auteurs est due, soit au fait que les expériences de fixation du fer
ont été effectuées sur des solutions de lactotransferrine dags 1'eau et non
dans un tampon comme la solution de citrate-bicarbonate que nous utilisons ;
soit au fait que le temps de 5 mn entre deux additions de fer était trop
court pour réaliser une fixation totale du métal ; soit, enfin, au fait que
;%g Jgﬁgggggggfﬁrgin soxﬁn bl gn nous fondant sur les résultats

t, que nous
décrivons dans le paragraphe suivant, nous pensons que la lactotransferrine
posséde, en dehors des deux sites spécifiques de fixation des deux atomes de
fer en milieu €amponné, d'autres sites non spécifiques qui seraient occupés
par d'autres atomes de fer lorsque la fixation de ce dernier est réalisée

en solution dans 1'eau.



113

IV - CONCLUSIONS

Des expériences de fixation du fer sur la transferrine et sur la

lactotransferrine effectuédes dans les conditions optimales définies par les

travaux de nombreux auteurs démontrent que les deux protéides renferment, a

saturation, 2 atomes de fer,

Dans le cas de la lactotransferrine, nous infirmons les résultats
de MONTREUIL et coll. qui avaient fixé 3 6 le nombre d'atomes de fer conjugués

a la lactotransferrine 3 saturation.

2 - LA QUESTION DE LA "SURSATURATION" EN FER
DE LA LACTOTRANSFERRINE

Au cours de la mise au point de procédés de préparation de la lac-
totransferrine, nous avons découvert fortuitement la propriété que possdde ce

protéide de fixer du fer sur des sites non spécifiques.

Nous tentions d'iscler de la lactotransferrine pure par chroma-
tographie sur DEAE-cellulose (voir p. 91) et nous obtenions plusieurs pics
dont les teneurs cn fer allaient en décroissant (une observation identique
a &té faite récemment par MASSON et HEREMANS (636). Pour éviter ce fraction-
nement en plusieurs pics, nous avons ajouté une solution de sel ferrique en
excés 3 la solution des protéides du pic 2 de la chromatographie sur Amberlite
XE-64 du précipité P7 (voir p. 85 a 88). Nous avions effectué cette addition
sur la base d'une teneur de fer de 3,5 p. 1000, a la saturation du protéide.

C'est dire que nous ajoutions un large excés de fer.

Nous obtenions, de cette maniére, par chromatographie sur DEAE-
cellulose un pic majeur de lactotransferrine - DEAE (voir p. 93),~- sans que
la saturation en fer des préparations ait eu pour effet d'éliminer les autres
pics de chromatographie. Les caractéristiques de la préparation de lactotrans-
ferrine - DEAE sont précisées dans le tableau XXIII (p. 114). On voit que la
composition en glucides est identique & celle de la lactotransferrine et que
o 4,55

W

20
et 6,70, dans les proportions respectives de 85 et 15 p. 100. En outre, la

1'ultracentrifugation réveéle 1'existence de deux constituants de §

teneur en fer (3,50 g p. 1000) est trés voisine de celle des lactotransfer-
rines décrites par MONTREUIL et coll., (3,47 p. 1000).
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Pour éliminer le constituant "lourd" de ces préparations, nous
avons soumis ces dernidres a la chromatographie de filtration sur gel de
Sephadex G-100 (colonnes de 2 x 100 cm ; chromatographie de 500 mg de lacto= -
transferrine - DEAE ; élution par un tampon d'acétate de sodium 0,1 M et de
chlorure de sodium 0,1 M de pH 4,6) et nous avons eu la surprise de voir se
séparer deux constituants. L'un, le plus rapide, est coloré en jaune (lacto-
transferrine - G 100 ~ jaune) et l'autre, coloré em rouge (lactotransferrine -
G 100 - rouge, représente 85 p. 100 des protéides totaux élués.

L'étude de la composition des deux substances (voir tableau XXIII ;
p. 114) montre qu'il s'agit de lactotransferrine dont les teneurs en fer sont
différentes : la lactotransferrine - G 100-rouge contient 1,25 p. 1000 de fer
et correspond 2 la lactotransferrine saturée (+) tandis que 1l'autre composant
correspond 23 une lactotransferrine dont la teneur en fer est 10 fois celle
d'une lactotransferrine normalement saturée.

L'ultracentrifugation de la lactotransferrine -G-100-rouge révéle
1'existence de trois constituants de SO

20w
tions relatives 80 - 15 et 5 p. 100. L'ultracentrifugation de la lactotrans-

4,75 - 6,9 et 9, dens les propor-

ferrine - G 100~ jaune n'a pu 2tre effectuée a cause de l'insolubilité du

composé lyophilisé.
CONCLUSIONS

La lactotransferrine est susceptible de fixer du fer sur des sites
non spécifiques quand le métal est ajouté en large exceés et en l'absence de
bicarbonate et de chélateur du fer. On obtient, dans ces conditions, un pro-
téide qui contient jusqu'a 15 p. 1000 de fer, -au lieu de 1,47-, qui est for-
tement coloré en jaune, qui ne donne plus le spectre caractéristique de la
lactotransferrine et qui est trés peu soluble dans l'eau. En outre, il posséde,
en chromatographie de gel filtration, un comportement "macromoléculaire" qui

demeure, pour l'instant, une énigme.
3 3

(+) La teneur de fer de 1,25 au lieu de 1,47 p. 1000 s'explique par le fait
que les préparations ont été dialysées.
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3 - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LA FIXATION DU FER
PAR LA TRANSFERRINE ET PAR LA LACTOTRANSFERRINE

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de notre étude
sur la fixation du fer par la transferrine et la lactotransferrine sont les

suivantes :

1 - La détermination, par deux procédés différents, du taux de fer fixé a
saturation par les deux protéides, dans des conditions identiques : addition
de sel ferrique a des solutions de protéides cffectuées en tampon citrate-
bicarbonate, mesures aprés 24 h de contact, nous a donné les résultats sui-

vants :

Transferrine 1,47 p. 1000
Lactotransferrine 1,47 p. 1000

2 - En nous fondant sur la masse moléculaire des deux protéides, la trans-

ferrine et la lactotransferrine fixent, 2 saturation, 2 atomes de fer.

3 - Les résultats quec nous avons obtenus 2 propos de la transferrine satu-

rée en fer confirment, quant au nombre d'atomes de fer, ceux des autres
auteurs. Ils s'éloignent, quant a la teneur en fer, de ceux de nombreux au-
teurs (voir Tableau VI ; p. 24), mais ils se rapprochent des résultats ré-
cents obtenus par ROBERTS et coll. (637). L'expérimentation de ces derniers
et la notre propre reposent sur des données expérimentales obtenues par
plusieurs auteurs concernant les conditions optimales de fixation du fer.

Elle a, en outre, été cffectuée d'une manidre statistique.

4 - Les résultats que nous avons obtenus a propos de la lactotransferrine en

appliquant les procédés utilisés pour la transferrine infirment ceux de
MONTREUIL et coll. (638) qui trouvaient des teneurs en fer plus élevées et,
en particulier, 6 atomes fixés 2 séturation. Nous posons en hypothése que,
dans les conditions expérimentales appliquées par les auteurs, le fer se fixe
sur la lactotransferrine au niveau de sites non spécifiques pour donner des
lactotransferrines sursaturées que nous avons mises en évidence par chroma-

tographie de filtration sur gel.
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PROPRIETES PHYSIQUES COMPAREES
DE LA TRANSFERRINE ET DE LA
LACTOTRANSFERRINE

1 - MASSE MOLECULAIRE

Nous avons vu, dans le chapitre consacré aux généralités sur la
transferrine et sur la lactotransferrine que la masse moléculaire de ces
composés n'était pas encore définie avec exactitude. Dans le cas de la
transferrine, en effet, les valeurs varient entre 70.000 et 114.000 et la
masse moléculaire généralement adoptée est de 90.000. Dans le cas de la lac~
totransferrine, deux valeurs seulement avaient &té données, jusqu'a présent,
par MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (639) : 89.000 par la diffusion de la lu-
midre ; 95.000 par la constante de sédimentation.

Nous avons repris l'étude de ce probléme important 2 l'aide de
différents procédés, de fagon a déterminer, le plus précisément possible, la
valeur de la masse moléculaire dont la connaissance est indispensgable pour
calculer d'une manidre exacte le nombre de résidus de glucides et d'acides .
aminés des deux protéides avant d'entreprendre 1l'étude de la structure de
ces derniers.

Nous avons appliqué, d'une part, les procédés physiques classi-~
ques fondés essentiellement sur les données de l'ultracentrifugation et sur
la filtration sur gel et, d'autre part, des procédés chimiques fondés sur

la connaissance de la composition chimique des composés.

I - METHODES

A - PROCEDES PHYSIQUES

1° - PROCEDES FONDES SUR L'ULTRACENTRIFUGATION (+)

a ~ Détermination & l'approche de 1l'équilibre de sé&dimentation.

La détermination de la masse moléculaire de la transferrine 2

(+) Les ultracentrifugations ont &té effectuées par le Professeur TONNELAT,
3 la Faculté des Sciences d'Orsay et par Madame FILITTI-WURMSER, a la
Station Centrale d'Ultracentrifugation du CNRS de Paris. Nous leur
adressons nos plus vifs remerciements.
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1'approche de 1'équilibre de sédimentation a &té effectuée sur une solution
a 7,5 mg p. ml de tampon tris 0,1 M - ClNa 1 M de pH 8, a 20°C, aux vitesses
suivantes : 9.945 -~ 14.290 - 21.740 et 31.410 tours.

b - Détermination par la méthode de SVEDBERSL.

La méthode de SVEDBERZ fait appel 2 1'équation suivante :

S RT
M =
D : 1-V?
ol
M : masse moléculaire du composé
S : constante de sédimentation Sgo W déterminée 3 20°C pour une

dilution infinie
D : constante de diffusion Dgo W déterminée dans des conditions identiques

conditions identiques

R : constante des gaz parfaits (8,303 x 10-7)
T : température absolue (27352 + t)
V : volume spécifique partiel
P : densité du solvant
Pour appliquer cette formule, la connaissance de S;O W et du

du volume spécifique partiel Vsp est indispensable.

a - Détermination de la constante de sédimentation. La constante

S;b - de la transferrine et de la lactotransferrine a été déterminée en
extrapolant & une dilution infinie les valeurs de S données par des solu-
tions a 5,10 et 15 mg de protéide par ml de tampon phosphate de yio,l et
de pH 7.

En outre, dans le cas de la lactotransferrine, des déterminations
ont été effectudes dans des solutions de chlorure de sodium a 9 p. 1000

et a pH 7.
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B - Détermination de la constante de diffusion. Nous n'avons pas

obtenu de résultats personnels sur la constante de diffusion de la trans-
ferrine et cde la lactotransferrine. Nous avons utilisé les valeurs de
BEZKOROVAINY et RAFELSON (640) et de BEZKOROVAINY et GROHLICH de 5,40 et

de 5,54 pour la transferrine BEHRINGWERKE (solution dans un tampon phosphate
de force ionique 0,1 et de pH 7) et la valeur de MONTREUIL, TONNELAT et
MULLET (641) de 4,6 pour la lactotransferrine.

Y - Détermination du volume spécifique partiel Vsp

Vsp déterminé. Le volume spécifique partiel des protéides a €:ré dteminé par le

procédé classique de pycnométrie qui consiste 2 mesurer, 2 l'aidé d'un pyc-
nométre, d'une part, la densité du tampon et, d'autre part, la densité de

la solution de protide a une concentration connue, puis 2 en déduire le

volume effectivement occupé par une masse unité de protide.

Vsp calculé. Le volume spécifique partiel d'une molécule est égal a la
moyenne des Vsp de ses différents constituants. Les valeurs des Vsp des
acides aminés ont été précisés par COHN et EDSALL (642) et celles des oses
par SQUIRE et coll., (643) et par BEZKOROVAINY et coll. (644),

2° - PROCEDES PAR CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION (+)

a - Principe. Le principe de la méthode de détermination de la masse molécu-
laire d'une protéine par chromatographie de "tamisage moléculaire " sur
gels de Sephadex est le suivant : les volumes d'élution des protéines déposées
au sommet d'une colonne de Sephadex G-100 ou G~200 sont une femction du
logarithme de la masse moléculaire. ANDREWS (645) a parfaitement défini les
conditions de reproductibilité de ce genre de chromatographie et démontré:
que la masse moléculaire d'un protide pouvait &tre exactement déterminée.
grice 3 l'étalonnage préalable des colonnes a 1''gide- de composés de masse
moléculaire connue. Toutefois, ce procédé n'est pas applicable aux glycopro-
téines qui renferment des teneurs élevées en glucides, comme 1'ovomucoilde ou
comme 1'orosomucoilde. Cette cause d'errcur est &vitde dans le cas de la

transferrine et de la lactotransferrine dont le taux de glucides est faible.

(+) Nous remercions Monsieur J.P. KERCKAERT de sa précieuse collaboration.
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Nous avons appliqué le procédé d'ANDREWS en utilisant comme témoins
internes du cytochrome ¢ .de Cheval (MM : 12.400), de l'ovalbumine (MM : 44 -
46.000), et de la sérumalbumine de Boeuf (MM du monomére : 65 - 70.000 ;

MM du dimdre : 130 - 140.000).

b - Mode opératoire. 4 mg de protéide, en solution, dans 2 ml de tampon tris

0,005 M - C1 K O,1 M ajusté a pH 7,5 avec de l'acide chlorhydrique, sont sou-
mis 2 la chromatographie sur des colonnes (refrigérées a 4°C) Pharmacia (2,5 x
90 cm) de Sephadex G-100 ou G-200 (chromatographie descendante dans le cas du
G-100, ascendante dans le cas du G-200 pour éviter le colmatage des colonnes).
Le débit est régularisé, & l'aide d'une pompe, 2 18 ml p. h. Des fractioms de

4,5 ml sont recueillies et 1'absorbance des solutions est déterminée 2 230 my.

Dans le cas de la transferrine, un témoin interne de "Dextran blue"
et de cytochrome ¢ est introduit dans la solution. Dans le cas de la lacto-
transferrine, ces témoins internes doivent &tre rejetés car la lactotrans-
ferrine se conjuguc avec ces derniers. L'élimination de ces témoins oblige
a interpoler les courbes d'étalonnage et les conditions de chromatographie

doivent deme @tre trés reproductibles.

Les courbes d'élution sont tracées, et, seuls, sont retenus les
résultats donnés par des pics d'élution rigoureusement symétriques.
| La masse moléculaire est calculée en interpolant des courbes tra-
cées en portant en abcisses le logarithme de la masse moléculaire et, en

ordonnées, la valeur du rapport Ve/Vo ou :

Ve : volume d'élution correspondant au sommet du pic d'élution
du composé.

Vo

.o

volume "mort" d'élution d'un composé exclu avec le "fromt"
du liquide d'élution. Ce volume "mort" est repéré, par exemple,

par le passage du "Dextran blue" de masse moléculaire élevée.

B - PROCEDES CHIMIQUES

La connaissance, d'une part, du pourcentage et, d'autre part, du
nombre de résidus d'un composé présent dans un protéide permet de détermi-
ner sa masse moléculaire avec précision ou, dans certains cas, en opérant

par approximationssuccessives a choisir entre plusieurs valeurs de masse
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moléculaire en éliminant celles qui sont incompatibles avec les données chi-
miques. Toutefois, un tel calcul ne peut 2tre réalisé que si le nombre de ré-
sidus est faible. Par exemple, dans le cas de la transferrine, en se fondant
sur la teneur en fer de la protéine (1,47 g p. 1000 g) et sur la présence de
2 atomes de fer, oﬁ parvient 2 une valeur de masse moléculaire de 75.980
compatible avec les données d'ultracentrifugation : 77.500 a 79.700 (voir

plus loin).

IT - RESULTATS

1 - Constantes de sédimentation

Les valeurs des constantes de sédimentation qui ont été déterminées

sur plusieurs échantillons de transferrine et de lactotransferrine sont les

suivantes :
Transferrine Lactotransferrine
Phosphate de p 0,1 ; pH 7 4,81 4,8
4,80 4,95
4,80 -
4,90 -
NaCl 9 p. 100 - 4,75
= 4,75
- 4,75
Valeur retenue 4,80 4,80

o]
20 w
(10 a 20 p. 100 environ) dont la proportion augmente avec le vieillissement

Nota. Dans certaines préparations de transferrine existe un dimére de S

des protéides. Ce phénoméne de dimérisation a aussi été signalé par CHARLWOOD
o

20 w
ques préparations de lactotransferrine. Peut-8tre s'agit-il aussi d'un

(646) . Un composé analogue de S 6,7 a 7 est également présent dans quel-

dimére ?
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2 - Volumes spécifiques partiels

Nous avons trouvé les valeurs de volume spécifique partiel sui-

vantes :

Déterminé Calculé
Transferrine 0,725 05 723
Lactotransferrine 0,768 0,725

sans qu'il nous soit possible d'expliquer, a propos de la lactotransferrine,

la discordance entre le Vsp déterminé expérimentalement et le Vsp calculé.

3 - Masses moléculaires

Nous avons rassemblé dans le tableau XXIV (p. 123) les valeurs de
masse moléculaire de la transferrine et de la lactotransferrine déterminées
par différents procédés. Les résultats peuvent @tre résumés de la maniére

suivante :

a - Dans le cas de la transferrine, on cbserve une concordance

trés satisfaisante entre les valeurs obtenues par les différents procédés.

Nous avons choisi la valeur de masse moléculaire de 76.000 four-

nie par les dosages de fer qui ont été effectués avec une grande précision.

b - Dans le cas de la lactotransferrine,plusieurs valeurs sont

voisines de 76.000, a l'exception de celle qui a été fournie par la mesure

de la constante de sédimentation et qui eést de 94.300. Toutefois, nous avons
employé, dans nos calculs, la valeur de constante de diffusion de MONTREUIL,
TONNELAT et MULLET (647) qui est trés ancienne et peut-8tre erronée et que
nous n'avons malheureusement pas pu vérifier. Nous avons donc adopté la valeur
de 76.000 sur la base de la teneur en fer et de la chromatographie de fil-

tration sur gel.

¢ - En effet, la chromatographie de filtration sur gel, de Sepha-
dex G-100 et G-200 a fourni des valeurs trés reproductibles et trés concor-
dantes. Nous avons rapporté dans la figure 18 (p. 124) les résultats que
nous avons obtenus. On voit que les deux transferrines s'int@grent parfaite-
ment dans les droites et que les interpolations peuvent 8tre effectuées d'une

maniére précise.
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Masses moléculaires de la transferrine et de la

lactotransferrine déterminées par différents

procédés

Méthodes appliquées Transferrine Lactotransferrine
Equilibre de sédimentation 72 .900 _
Constantes de sédimentation 79.700 (a) 94.300 (c)
et de diffusion 77.600 (b)
Chromatographie de filtration sur gel
-Sephadex G-~100 74 a 78,000 76.000
-Sephadex G-200 76.000 76.000
Teneur en fer 75.980 75.980
Teneur en acide sialique 74.000 (d) 73.000 (e)

(a) Pour D;O w 5,4

0
D20 W
o

D20 w

(d) Pour 3,5 résidus et 1,46 p. 100

(b) Pour 5,54

(¢) Pour 4,60 et Vsp 0,725

(e) Pour 3 résidus et 1,27 p. 100
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Figure 18

péiermination des masses wmoléculaires de la transferrine et de la

lactotransferrine par chromatographie de filtration sur gel de Se~
phadex G~100 et G-200. En sbeisses : logarithmes des masses molé-

culaires. Bn ordoundes : rapport ?elvﬂ,

C @ cytochrome ¢ de Cheval ; & ¢ ovalbumine ; S$A-1 : sérumaibumine ;

¥ - *
38-2 @ dimdre de la sérumalbwmine ; TF : transferrine ; LTF : lac-
totransferrine,



125

IIT - DISCUSSION

A - CONSTANTES DE SEDIMENTATION

1 - Transferrine. La valeur de s2 4,8 que nous proposons est le résultat

20 w
d'expérimentations qui ont été effectuées sur des échantillons différents.

Elle se rapproche de déterminations récentes effectuées par ROBERTS, MAKEY

et SEAL (648)(4,92) et par JEPPSSON(649) (5) dans des conditions identiques.
Elles s'éloignent, au contraire, de celles de nombreux auteurs (voir tableau
X ; p. 39), en particulier de celles de BEZKOROVAINY) (650), BEZKOROVAINY et
coll, (651). Il nous est, pour l'instant, impossible de trancher cette ques-

tion. Seules des études systématiques pourraient répondre a ce probléme,

2 - Lactotransferrine. La valeur de Sgo ” 4,8 que nous avons déterminde

sur plusieurs échantillons différents confirme les résultats de MONTREUIL

et coll. (652) qui avait trouvé exactement la méme valeur.

Conclusion . La transferrine et la lactotransferrine possédent la méme cons-

tante de sédimentation : So 4,8,
20 w

B - MASSES MOLECULAIRES

1 - Transferrine. La valeur de 76.000 que nous proposons nous semble se

rapprocher le plus de la réalité bien que la plupart des auteurs donnent une
valeur supérieure, de l'ordre de 90.000. L'examen du tableau XIII (p. 42) est,
a cet égard, significatif puisque sur 25 valeurs que nous précisons, 4 seu-
lement se rapprochent de nos résultats, comprises entre 73,200 et 74.100
(ROBERTS, MAKEY et coll. (653), 23 lui sont supérieures et 2 seulement lui
sont inférieures (69.700. CHARLWOOD (654) ; 70.000 : SILBERZAHN et coll.(655).

Nous pensons, cependant, que la valeur de 76.000 correspond & la
masse moléculaire réelle de la transferrine. En effet, les valeurs de 70.000
et de plus de 80.000 sont incompatibles avec les résultats des dosages de fer
qui sont trés précis. En outre, la chromatographie de filtration sur gel dont
nous avons vérifié la précision donne, avec deux types de Sephadex, la méme
valeur de 76.000. Enfin, tous les procédés que nous avens employés fournis-

sent cette valeur.
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2 - Lactotransferrine. Jusqu'a présent, deux valeurs de masse moléculaire

seulement étaient connues. Elles avaient été déterminées par MONTREUIL,
TONNELAT et MULLET (656), en 1960 et fixées a 95.000 par ultracentrifuga-
tion-diffusion et a 89.000 par diffusion de la lumiére.

Nous proposons la valeur de 76.000 sur la base des résultats obtenus
par filtration sur gel et par dosage du fer. En effet, la valeur de 94.300
que nous avons obtenue par sédimentation-diffusion nous parait incompatible
avec les expériences de dosage du fer. En outre, la filtration sur gel nous
a fourni la méme valeur de 76.000 avec le Sephadex G-100 et avec le Sephadex

G-200.

IV - CONCLUSIONS

Sur la base des résultats reproductibles cbtenus par l'application
de différents procédés d'ordre physique et d'ordre chimique, nous proposons
pour la transferrine et pour la lactotransferrine la méme valeur de masse

moléculaire : 76 000.

2 - COMPORTEMENT ELECTROPHORETIQUE

Nous avons étudié le comportement de la transferrine et de la lac-

totransferrine saturées en fer en électrophorése, libre et en électrophorése

de zone (en gélose, sur acétate de cellulose, en gel de polyacrylamide et

en gel d'amidon).
I - METHODES

L'électrophorgdse en veine liquide (+) a été effectuée avec un appa-

reil AMINCO, dans un tampon véronal de p O0,I et de pH 8,6, Notre étude s'est
limitée @ la lactotransferrine, puisque la mobilité électrophorétique de la
transferrine avait été bien définie par plusieurs auteurs (voir Tableau VIII ;

p. 36).

(+) Nous remercions M. Y. MOSCHETTO qui a effectué les mesures de mobilité
électrophorétique .
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L'électrophorése en gélose a été réalisée avec un tampon véronal

de pH 8,2, sous une tension de 4 a 5 V/cm pendant 2 a 3 h.

L'électrophorése sur acétate de cellulose a été faite sur bandes

de CELLOGEL de 2,5 x 17 cm avec un tampon véronal de pH 8,6 et de p 0,07,

sous une tension de 4 2 5 V/cm pendant 2 h.

L'électrophordse en gel de polyacrylamide a été effectuéde avec le

tampon de RAYMOND (657), de pH 9, qui avait &té utilisé par GROVES, PETERSON

et coll. (658) pour mettre en évidence les variants de la lactotransferrine

de Vache
Tris 27 g
EDTA discdique 3,51 ¢
Acide borique 2,07 g
Eau distillée q.s.p. 257 1
Le gel

de polyacrylamide a été préparé par polymérisation de "Cyanogum 41". Une

tension de 3V/cm a été appliquée pendant 1:5 & 2 h.

L'électrophorése en gel d'amidon horizontal a été réalisée suivant

le procédé de KRISTJANSSON(659) avec les deux tampons suivants :

~ Tampon de préparation de gel :
Tris 0,014 M
Acide citrique 0,004 M

- Tampon des bacs d'électrophorése :
Acide borique 0,3 M
Soude 0,1 M

La tension utilisée ‘était de 10+ - 15 V/cm pendant-2 2 3 h,

IT - RESULTATS

1 - Electrophorése libre

a - Les mesures de mobilité électrophorétique de la lactotrans-
ferrine en tampon véronal de p 0,1 et de pH 8,6 ont donné les résultats

suivants :

- 1,75 10" 2 ont /Ween
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Cette valeur est inférieure a celles qui ont été proposées par
MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (660) (-3,45), par BLANC et ISLIKER (661)
(-3,50) et par GOT (662) (-2,8).

b - La lactotransferrine posséde une mobilité plus cathodique

que la transferrine (-3,63) (voir p. 36).

2 - Electrophorése en gélose.

La figure 19 (p. 129) montre que le comportement de la lactotrans-
ferrine est différent en gélose. En effet, sa mobilité est plus anodique
que celle de la transferrine et elle a tendance 2 se comporter comme une
globuline aj. Toutefois, nous devons signaler que la mobilité de ce protéide

varie avec la concentration qui, en augmentant, ralentit sa migration.

3 - Electrophorése sur acétate de cellulose

La transferrine et la lactotransferrine donnent une bande unique,

la transferrine étant la plus anodique (Fig. 19 ; p. 129).

4 - Electrophordse en gel de polyacrylamide

L'électrophorése en gel de polyacrylamide, effectuée dans le tam-
pon de RAYMOND (663) ne dissocie ni la transferrine, ni la lactotransferrine

qui possédent des vitesses de migration pratiquement identiques,

5 - Electrophorése en gel d'amidon.

Le comportement des deux transferrines est trés nettement diffé-
rent en gel d'amidon (Fig. 19 ; p. 129). La lactotraneferrine donne une bande
unique qui se détache a peine du trait de départ. Au contraire, la transfer-

rine migre trés loin vers 1'anode.
ITII - CONCLUSIONS

1 - Sauf en électrophorése en gélose, la transferrine possdde un comporte-

ment plus anodique que la lactotransferrine.

2 - La lactotransferrine reste homogéne dans tous les systémes d'électropho-
rése en gel, meéme dans le tampon de RAYMCED (664) qui a.permis a GROVES, PETER-
SON.et.cdl 665) de mettre en évidence les variants de la lactotransferrine

de Vache.



CLTF

Gélose Acétate de cellulose Gel d'amidon

Figure 19

Electrophorégrammes en gélose, sur acétate de cellulose et en gel d'amidon de la
transferrine (LF) et de la lactotransferrine (LTF) saturées en fer. S : sérum
humain ; L : fraction adialysable du lait de Femme.

621
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3 - PROPRIETES OPTIQUES

I - ABSORPTION DE LA LUMIERE

A - METHODES

Les courbes d'absorption de la lumigre visible et de l'ultraviclet
ont été déterminéeg,en cuves de lem d'épaisseur, sur des solutions de protéi-

des saturés en fer et d'apoprotéides.
- 20,1l 2 p. 100 ml d'eau 2 pH 7 pour les études dans l'ultraviclet

- algp. 100 ml de tampon citrate 0,1 M - bicarbonate 0,1 M de
pH 8,5 pour les études dans le visible.
D'aprés les valeurs obtenues au maximum d'absorption, les absor-

1 p. 100 P o
bances E P ont été déterminées.

B - RESULTATS

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le

tableau XXV (p. 131). Ils peuvent &tre résumés de la maniére suivante :

1 - La transferrinec et la lactotransferrine possédent des propriétés d'absorp-

tion de la lumieére visible et ultraviolette identiques. En effet, les lon-

1 p. 100

gueurs d'onde d'absorption maximale et les E sont semblables.

2 - Les valeurs que nous avons cbtenues 3 propos de la transferrine sont

les mémes que celles qui ont été précisédes par d'autres auteurs (voir
tableau XIV ; p. 43).

Au contraire, nos valeurs concernant la lactotransferrine, sont

différentes des valeurs de MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (666) : E;gg.;OO 11,7
t E1 B~ 100 0,5 pour le ferriprotéide g
ek Byso 5 »5 pour le protéide.

3 - La valeur de Eégg'mioode la transferrine et de la lactotransferrine aug-
mente avec la teneur en fer. Les résultats identiques ont été obtenus avec la
conalbumine par WARNER et WEBER (667) et avec la transferrine par LEIBMAN

et AISEN (668). Ils sont en faveur de la participation des fonctions OH de
la tyrosine dans la fixation du fer qui provoque une modification de la mo-
lécule de cet amino-acide. Un phénomdne analogue a été observé par WARNER et
WEBER (669) lors de la formation des complexes du fer et de 1'o-dihydroxy-

“
benzene.



131,

*OUTIADF

-SuUB13039®T ®I 9p 2puoyoad uorjeinjeupp 2un juonboaoad tnb Tejdw np UOTJRUTWITD,P XNBJINniq s9podoad sop

zonbr1dde,p ‘eoprpioadode,| aruo3zqo anod ‘ofrxo PUTIIDISUBIJOIDB] BT INS I9J ud onbr8aaup uor3IexIy BT ()

"t Hd vV (9)
ru ug (v)
e
(2 - 11 087-8LT - apro30adode-
¢.86- L5°0 €91 08Z-8L¢ GSh opT19301draiag-
SUT110] SUBI307 08
o LG- = 211 08Z-8.C = apt93oadode-
8°,GL- 850 1 08Z-8L7 09% opT930adTaIay-
DUTIJAOJSUBI]
(9) nes ! (8) *A'n (8) °19qISTA
¢ ru g4g w dw 094 ru ogz Xeu xew )
0z Mwwm 001 *d 1 001 *d 3 v\ w\ apI230ad np 2anieN

AXX DeRIqE]

QUTII9JSURIJOIVRT BT 2P 39 dUuTaIdjysueal e 2p sonbrido so3pradoag




132

Ils pourraient encore s'expliquer par un remaniement profond de
la morphologie de la molécule tout entiére de transferrine et de lactotrans-
ferrine provoqué par le fer (voir Fig. 4 ; p. 34). Les résultats fournis
par l'étude du pouvoir rotatoire spécifique sont en faveur de cette concep-

tion.

II - POUVOIR ROTATOIRE SPECIFIQUE

A - METHODES

Nous avons étudié le pouvoir rotatoire spécifique 3 546 myu de so-
lutions de transferrine et de lactotransferrine saturées ou exemptes de fer.
Les mesures ont été effectuées sur des solutions &2 1 g de protéide pour 100 ml

d'eau, ajuetées a pH 7, a 1'aide d'un micropolarimetre Zeiss a 0,005°.
B - RESULTATS

L'examen du tableau XXV (p. 131) montre que le pouvoir rotatoire
spécifique de la transferrine est supérieur a celui de la lactotransferrine.
En outre, le pouvoir rotatoire spécifique de l'apotransferrine est nettement
inférieur & celui du protéide saturé en fer. Ce résultat implique que la fi-
xation du métal s'accompagne de profonde modification de la molécule et que
le fer intervient dans la structure tertiaire de la transferrine - et, pro-

bablement aussi, de la lactotransferrine.
111 - CONCLUSIONS

L'étude des propriétés optiques de la transferrine et de la lacto-

transferrine nous conduit aux conclusions suivantes

1 - Les deux protéides possédent des propriétés optiques identiques, sauf
en ce qui concerne le pouvoir rotatoire spécifique, de la lactotransferrine

qui est inférieur & celui de la transferrine.

2 - Le fer intervient dans la structure tertiaire de la transferrine et de
la lactotransferrine comme en témoignent les variations importantes que su-
bissent 1l'absorption de la lumidre visible et ultraviolette ainsi que le pou-

voir rotatoire spécifique quand le métal se fixe sur les apoprotéides.
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4 - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LES PROPRIETES
PHYSIQUES DE LA TRANSFERRINE ET DE LA LACTOTRANSFERRINE

Nos recherches sur les propriétés physiques de la transferrine
et de la lactotransferrine nous ont permis de déterminer avec précision
quelques constantes sur la base de résultats expérimentaux, obtenus, en
général, d'une manidre "statistique". Nous les avons rassemblées dans le
tableau XXVI (p. 134).

Les résultats les plus marquants sont les suivants :

1 - Les masses moléculaires de la transferrine et de la lactotransferrine

sont identiques et égales 2 76.000.

2 - La lactotransferrine possdde une mobilité électrophorétique moins ano-

dique que celle de la transferrine.

3 - Les coefficients d'extinction des deux protéides a 280 mu et a 460 my

sont identiques.

4 ~ L'absorbance 2 278 mpu des solutions des deux protéides augmente de 20
a 30 p. 100 quand les deux transferrinessont saturées en fer. Cette modi-
fication confirme la participation de résidus de tyrosine a la fixation du

fer.

5 - Le pouvoir rotatoire spécifique augmente de prés de 25 p. 100 quand la
transferrine et la lactotransferrine sont saturées en fer. Ce résultat dé-
montre que la fixation du fer s'accompagne d'une modification profonde des

deux types de molécules.



Tableau XXVI

Propriétés physiques de la transferrine et de

la lactotransferrine humaines.
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Transferrine Lactotransferrine
0
s20 W 4,8 4,8
0
D20 w 5,54 -
Vsp 0,723 0,725
Masse moléculaire 76.000 76.000
Mobilité électrophorétique (a) -3,10 -1,75
Jﬁax des ferri-protéides Visible 460 455
U.v. 278 - 280 278 - 280
x des opoprotéides U.v, 278 - 280 278 -~ 280
max
1 p. 100 des ferriprotéides 14 14,3
280 my des apoprotéides 11,2 11
1 p. 100
460 mys 0,58 0,57
{?} 20 des ferriprotéides -75°,8 -58°,5
546 my,eau des apoprotéides -52° -
gus

(a) 10~5 cmz/V/sec.
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ETUDE COMPAREE DE LA
FRACTION GLYCANNIQUE
DE LA TRANSFERRINE ET DE
LA "LACTOTRANSFERRINE

Nous envisagerons successivement les points suivants
- La composition centésimale en glucides.

- L'identification et la détermination des rapports molaires des

oses "neutres", de l'osamine et de l'acide sialique.

~ L'étude succinte de la structure des glycannes des deux glyco-

protéines.

Dans tous les cas, les expdriences ont été effectudes sur les
"apo-transferrines". En effet, la présence du fer introduit de nombreuses
causes d'erreur dues principalement & une catalyse des réactions de des-
truction des composés. Nous décrivons donc, en premier lieu, le procédé que
nous avons utilisé pour débarrasser les deux glycoprotéines du fer qu'elles

contiennent.

1 - PREPARATION DES APQTRANSFERRINES

A - Apotransferrine. Les préparations de transferrine fournies par la firme

BEHRINGWERKE sont pratiquement exemptes de fer. Toutefois, par mesure de pru-
dence, les derniéres traces de métal sont éliminées de la mani2re suivante,
en tirant parti de la fragilité de la liaison fer-transferrine:

Une solution 2 1 g de transferrine p. 100 ml d'eau distilléc est
amenée a pH 3,5 par addition d'acide chlorhydrique. Elle est ensuite dialysée,
pendant 48 heures, a 0°C, dans des tubes de cellophane (préalablement lavés
a4 1l'eau courante pendant 24 h) contre 500 ml d'une solution d'EDTA (sel diso-
dique) 2 1 g p. 100 ml. Elle est enfin débarrasséde 1'EDTA par une nouvelle
dialyse de 48 h, effectuée contre 500 ml d'ecau distillée renouvelée 2 fois.

La solution obtenue est lyophilisée.
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B - Apolactotransferrine. La liaison fer-lactotransferrine est trés stable

et 1'&limination du métal exige des conditions relativement brutales qui
entrainent une dénaturation, plus ou moins profonde de la protéime. La dis-
sociation est effcctuée dans des conditions identiques, a la différence
prés que, d'une part, le pH de la solution de lactotransferrine est amené
a 1,5 - 1,7 au lieu de 3,5 et que le cycle complet, depuis la dissociation

jusqu'a la lyophilisation, doit parfois @tre renouvelé une fois.

Nota. L'emploi dec la desferri-ferrioxamine (Desferrine C1BA), préconisé par
BLANC (670) (2 dialyses de 8 h contre une solution de tampon citrate 0,1 M
de pH 3,5 contenant 10—3M de Desferrine de masse moléculaire 600) ne nous

a pas donné de résultats satisfaisants. Méme cn abaissant le pH a 2,5 et en
prolongeant les dialyses pendant 2 a 3 jours, la lactotransferrine contient

encore des traces de fer, a la différence du procédé que nous avons décrit.

2 - COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES DE LA
TRANSFERRINE ET LA LACTOTRANSFERRINE

La composition centésimale en glucides des deux glycopro-
téines a été déterminée d'une manidre statistique. En effet, le calcul du
nombre de résidus d'oses, prélude aux études de structure des glycannes, de-
vait 8tre précis a une mole prés. En outre, les résultats obtenus, par
différents auteurs présentaient de telles divergences, que le travail auquel
nous nous sommes livrée nous a paru indispensable. Enfin, nous devions ap-
pliquer des procédés slirs, soumis a 1l'épreuve du temps et d'études critiques
systématiques que nous avons réalisées de manigre & éliminer toute cause

d'erreur,
I - METHODES (+)

A - DOSAGE DES OSES "NEUTRES"

Les oses "neutres" ont été dosés par les méthodes colorimétriques

(+) Nous n'avons pas décrit les protocoles expérimentaux des méthodes de do-
sage que nous avons utilisées. Elles ont été rassemblées dans notre mé-
moire de Dipl8me d'Etudes Supériecures et dans la monographie de MONTREUIL
"ét.'SPIK (671). Nous nous limiterons donc dans tous les cas au seul exposé
de leur principe.
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a 1'orcinol sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI (672), modifide par RIMINGTON
(673) et a 1'anthrone sulfurique de DREYWOOD (674), modifiée par SHIELDS et
BURNEIT (675).

Les dosages ont &été effectués sur des solutions aqueuses d'apctrans-
ferrines a 100 mg p. 15 ml., Dans tcoutes les séries de dosages, des témoins
"internes" 3 200 pg d'oses totaux p. 1 ml ont été introduits. Ils renfermaient
dans le cas de la transferrine, du galactose et du manncse dans les propor-
tions 1 ¢ 1 et, dans le cas de la lactotransferrine, du galactose, du manncse
et du fucose, dans les proportions 1 : 1 : 0,8, Nous avons, en effet, démon-
tré (SPIK (676) ; MONTREUIL et SPIK (677) ; SPIK et MONTREUIL (678)) que, 2
quantités égales, les différents oses donnent des colorations dont les absor-
bances varient dans de larges proportions (Tableau XXVII ; p. 138). Cette ob-
servation est d'une importance capitale, car elle permet d'éviter de graves
causes d'erreur dans la détermination de la composition en oses neutres des
glycoprotéines. Généralement, en effet, la solution de référence pour les
dosages est constitude d'un mélange, en proporticoms égales, de galactose et
de glucose (WINZLER) (679) qui ne correspond pas toujours & la composition
molaire en oses des solutions étudiées. La sclution de référence doit logi-
quement contenir les m@mes oses que ceux qui entrent dans la composition des
glycoprotéides &tudiés et dans des rapports de concentration identiques aux
rapports molaires des différents oses préalablement déterminés par chromato-
graphie sur papier. WINZLER (680) était d'ailleurs parvenu & la m2me conclu-
sion puisqu'il éerivait, dJdés 1955 : "A galactose-mannose standard has heen
employed in the writer's laboratory since the best available evidence suggests
that the serum glycoproteins contain only these two hexoses in approximately
equal amounts, Since the optical density varies with the different hexoses,
the standard should contain the same sugars in the same proportions as occur
in the unknown' On évitera de cette manidre une cause d'erreur qui peut &tre
importante. Le tableau XXVIII (p. 139) est, 2 cet égard, démonstratif; il
concerne, en premier lieu, les variations de la composition de 1'ovomucoilde
suivant que les dosages sont effectués par rapport a une solution-témoin
de galactose et de mannose en proportions équimclaires ou par rapport 2 une
solution~témoin de galactose, de mannose dans le rapport 1 : 5, tel qu'il
existe dans 1'ovomucoide. En second lieu, il montre que la différence est

encore plus marquée lorsque la glycoprotéine renferme, - comme c'est le cas



Tableau XXVII

Absorbances rclatives (mesurées par rapport 2 celle du galactose)
des colorations données par les principaux oses
avec les réactifs 2 1l'corcinol sulfurique et & 1'anthrone sulfurique

(SPIK ot MONTREUIL) (681)

N

Nature'de 1l'ose Orcinol sulfurique Anthrone sulfurique
(a) (b)
Galactose 100 100
Mannose 81 83
Galactose + Mannose (1:1) 93 94
Fucose 76 200

Galactose + Mannose + Fucose
(1:1:0,8) 81 114

o

=%

L

(a) Les absorbances ont &té mesurées & 510 mp

(b) Les absorbances ont été mesurées 2 585 my

8¢1
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de la lactotransferrine -, ume proportion importante de fucose et que le
dosage est effectué par la méthode a 1l'anthrone sulfurique. Dans le cas de
la transferrine, la cause d'erreur n'existe pas puisque le galactose et le
mannose y sont présents en proportions équimclaires.

Sans 1l'introduction de ce terme de correction, nous aurions donc,
dans le cas de la lactotransferrine, un déficit d'un résidu d'ose "neutre"
dans les dosages a l'orcinol et un excds de 4 a 5 résidus dans les dosages

a l'anthrone.

B - DOSAGE DES OSAMINES

Les osamines ont été dosées par les méthodes colorimétriques 4
ELSON et MORGAN (682), modifiée par BELCHER et coll. (683) et de GOOD et
BESSMAN (684). Dans les deux cas, elles ont été préalablement libérées par

une hydrolyse chlorhydrique.

1° - HYDROLYSE CHLORHYDRIQUE

A la suite d'une étude eritiquc des différents procédés d'hydrolyse
des liaisons glucosaminidyl proposés par de nombreux auteurs, nous avons tiré

les conclusions suivantes (SPIK (685) ; MONTREUIL et SPIK (686)):

1 ~ Au~dela d'une concentration en acide chlorhydrique de 4 N, on

introduit un gros risque de destruction des osamines.

2 - I1 est impossible de prévoir la labilité des liaisons glucosa-
minidyl et il est nécessaire d'effectuer des cinétiques d'hydrolyse pendant

des temps variant - de 0,5 a 6 h.

3 - La présence de sels de fer catalyse la destruction des osamines,
principalement en présence d'oxygéne. Les hydrclyses doivent donc 8tre effec-
tuées, sous vide, avec de l'acide chlorhydrique plusieurs fois redistillé et

avec des protéides exempts de fer.

Nous avons respecté ces conditions et effectué 1l'hydrolyse des apo-
transferrines, en tubes scellés sous vide, avec de 1l'acide chlorhydrique 4 N,
exempt de fer, 2 100°C pendant des temps variant de 0,5 2 6 h. Les hydrolysats
ont été débarrassés de l'acide chlorhydrique par évaporation & siccité sous

vide.
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2° - DOSAGES COLORIMETRIQUES

a - Procédé de BELCHER et coll. (687). Le principe général est celui de la

méthode d'ELSON ct MORGAN. Seules varient les concentrations des différents

réactifs et certains détails du mode copératoire.

b - Procédé de GOOD et BESSMAN (688). Les osamines sont N-réacétylées par

1'anhydride acétique cen milieu alcalin et les N-acétylosamines formées don-
nent naissance & des dérivés furanniques (chromogénes de KUHN) qui donnent

une coloration violacée avee le réactif au p-diméthylaminobenzaldéhyde,

Nota. 1 - Comme pour les eses "neutres'", 1l'intensité de la coloration
varie, dans le cas de ces deux procédés, avec la nature des osamines et il
est nécessaire d'introduire un "témoin interne" dont la composition en osa~
mines est identique 2 celle des solutions étudiées. Nous avons utilisé des
solutions de glucosamine que nous avions, scule, identifiée dans les deux

glycoprotéines

2 - Nous avons systématiquement tracé les courbes d'absorbance des
colorations, & différentes longueurs d'onde, de maniére a éliminer éventuel-
lement 1l'interférence due 3 la formation de composés de N-transcsidation par
la réaction de MAILLARD qui présentent un maximum d'absorption a 585 mp

(Amax de la coloration donnée par les osamines : 510 2 530 mp).

C - DOSAGE DES ACIDES SIALIQUES

Nous avons appliqué les procédés de dosages colorimétriques 3 la
diphénylamine de WERNER et ODIN (689) et a l'acide periodique-acide thio-
barbiturique d'AMINOFF (690). Cette dernidre méthode nécessite la libération

préalable des acides sialiques par hydrolyse chimique ou enzymatique.

1° - PROCEDE DE WERNER et ODIN (691). Les acides sialiques libres ou conju-

gués donnent, a chaud, une coloration viclette avec le réactif de DISCHE a

la diphénylamine. Le tracé des courbes d'absorption permet d4'éliminer, éven-
tuellement, 1l'interférence du désoxyribose. L'introduction de témoins inter-
nes possédant la m@me composition en acides sialiques que la substance étu-
diée met 1'expdrimentation a l'abri de la cause d'erreur due aux différences
d'absorbances molaires des colorations données par les différents acides sia-

liques (SPIK (692) ; MONTREUIL et SPIK (693)).
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Nota. Le fer augmente de facon notable la coloration. Les dosages doivent

etre effectués sur les apoglycoprotéines.

2° - PROCEDE D'AMINOFF (694): nécessite au préalable une hydrolyse des liaisons.

a - Hydrolyse des liaisons "sialosyl"

o - Hydrolyse acide, A la suite de recherches personnelles (SPIK)

(695,696) et des travaux d'autres auteurs, voir, par exemple, KARKAS et
CHARGAFF (697), nous avons évité l'emploi de l'acide chlorhydrique qui est
"trés agressif vis-a-vis des acides sialiques, et qui, en outre, les lactonise.
Nous avons donc cffectué des hydrolyses sulfuriques dans diverses conditions.
En effet, on ne peut prévoir la stabilité des liaisons sialosyl et, seules,
des hydrolyses cinétiques peuvent permettre d'obtenir une certitude, - qui
reste, toutefois, relative -, sur la quantitativité de 1l'hydrolyse. Celle-
ci est, en effet, toujours un compromis entre la libération des acides sia-
liques et leur destruction,

Nous avons cffectué 1'hydrolyse des liaisons sialosyl de la trans-
ferrine et de la lactotransferrine pendant des temps échelonnés entre O et

2 h, dans les conditions suivantes :

s0, H, 0,01 N, a 80°C

80, H, 0,01 N, a 100°C (YAMASHINA) (698)
0, H, 0,1 N, 2 80°C  (SVENNERHOLM) (699)

- S0, H, 0,1 N, 2 100°C

t

En outre, il est nécessaire d'utiliser des composés et des milieux
exempts de fer, car ce métal catalyse la destruction rapide des acides sia-

liques (LUDEWIG et GLOVER) (700).

B - Hydrolyse enzymatique. Nous avons utilisé une neuraminidase

(3.2.1.18) de Clostridium perfringens (SIGMA ; "grade III") dans les condi-

tions expérimentales suivantes (ROBINSON et PIERCE) (701) ¢ 20 mg d'apogly-
coprotéine et 1 mg d'enzyme sont dissous dans 1 ml de tampon d'acétate de
sodium 0,05 M, renfermant du chlorure de sodium (0,06 M) et du chlorure de
calcium (0,004 M) et ajusté a pH 5,6. La solution est maintenue a 37°C pen-
dant des temps variant de O a 24 h.
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Nota. 1 -~ On vérific au préalable que les préparations de neuraminidase
sont exemptes de neuraminyl-aldolase(N-acétylncuraminate lyase 4.1.3.3) en
appliquant le procédé de GIBBONS (702) fondé sur la recherche et le dosage

de la N-acétylmanncsamine libérée.

2 - La neuraminidase libdre plus rapidement l'acide N-acétylneu-
raminique que 1l'acide N-glycolylneuraminique de leurs liaisons. Elle est

sans action sur les N,0-di et triacétylneuraminidosides.

3 - La neuraminidase libére en 1 h la totalité de l'acide N-
acétylneuraminique de la transferrine. Au contraire, dans le cas de la lac-
totransferrine, 1l'hydrolyse doit &tre prolongde pendant 24 h. Ces différen-
ces de stabilités sont certainement liées 2 l'existence de type de liaisons

sialosyl différentes dans la transferrine et dans la lactotransferrine.

b - Dosage.: Les acides sialiques libérés sont dosés .aprés.oxydation_ periodi-

que par llacide thiobarbiturique..

D -~ RECHZRCHE BES ACIDES URONIQUES

SCHULTZE et coll. ayant signalé la présence d'acide uronique dans
la transferrine (voir Tableau XV ; p. 45), nous avons recherché ces compo-
sés a l'aide .du réactif de DISCHE (703) au carbazole sulfurique qui donne,
a chaud, une coloration rose viclacé avec les acides uroniques. Dans chaque
série d'expériences, nous avons introduit des témoins internes d'oses '"neu-
tres", car ces derniers interfdrent dans la réaction (SPIK (704) ; SPIK et

MONTREUIL (705)).
11 - RESULTATS

Les résultats que nous avons cbtenus sont rassemblés dans le
tableau XXIX (p. 144). I1 s'agit de moyennes de 10 séries de dosages effec-

tués. sur 5 échantillons différents de transferrine et de lactotransferrine.

1 - Transferrine. La comparaiscn de nos valeurs avec celles d'autres auteurs

rassemblées dans le tableau XV (p. 45) montre que les résultats sont trés

semblables, en particulier si 1'on considére les valeurs les plus récentes
obtenues par SCHULTZE et coll., par BEZKOROVAINY et coll. (706), par JONES
et PERKINS (707) et par JAMIESON (708).
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Composition centésimale et molaire (+) en glucides

de la transferrine et de la lactotransferrine

humaines

Oses '"meutres"

Osamines

Acides sialiques

Transferrine Lactotransferrine
COMPOSITION CENTESIMALE
Méthode a l'orcinol 2,37 3,34
Méthode a 1'anthrome 2,26 2,89
Méthode modifice
A'ELSON et MORGAN 1,99 2,43
Méthode de GOOD
et BESSMAN 1,97 -
Méthode & la diphénylamine 1,46 1,27
Méthode & 1l'acide 1,40 1,17
thiobarbiturique
COMPOSITION MOLAIRE
D - (+) - galactose 5 5
D - (+) - mannose 5
L - (-) - fucosc 0 4
N-acétyl-D-(+)-glucosamine 8 10
Acide N-acétyl-D-(-)- 3 ou 4 3 T
~ neuraminique (?ig>

(+) Pour des masses moléculaires de 76.000 dec la transferrine

et de la lactotransferrine
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Nous infirmons, en outre, la présence d'acides uroniques dans la

transferrine.

2 - Lactotransferrine. Les résultats que nous avons obtenus d'une maniére

statistique, s'éloignent, sauf dans le cas de 1l'osamine, de ceux de MONTREUIL,
TONNELAT et MULLET (709) et de BLANC et ISLIKER (710) (voir Tableau XXI ;

p. 74). La tencur en cses "meutres" que nous trouvons est inférieure (3,34

p. 100) de 20 p. 100 environ a celle de MONTREUIL et coll. (3,9 p. 100) et

de BLANC et ISLIKER (4,10). Ce résultat s'explique en partie par le fait

que ces auteurs n'avaient pas introduit, dans lcurs séries de dosages, de
"témoins internes" de composition molaire identique & celle du glycanne de

la lactotransferrine (Voir Tableau XXVIII ; p. 139).
III - CONCLUSIONS

1 - Des dosages effectués de manidre "statistique " par des procédés diffé-
rents et en éliminant toutes les causes d'erreur que nous ont permis de
déceler une étude critique des méthodes de dosage colorimétrique des gluci-
des (SPIK (711) ; MONTREUIL et SPIK (712)), nous ont conduite 2 la détermina-
tion précise'de la composition centésimale en oses '"neutres", osamines et

acides sialiques de la transferrine et de la lactotransferrine,.

2 - Les résultats que nous avons obtenus 2 propos de la transferrine sont
trés voisins de ceux qui ont été déterminés par différents auteurs et on
peut considérer, & l'heure actuelle, que la compcsition centésimale de la
transferrine est définitivement établie.

Dans le cas de la lactotransferrine, les résultats que nous avons
obtenus permettent de corriger ceux de MONTREUIL et coll. et de BLANC et
ISLIKER.

3 - La composition centésimale en glucides de la transferrine et de la lac-
. fest tres différente, la lactotransferrine .
totransferrinefest plus riche en oses "necutres" (+ 40 p. 100 environ) et en
osamines (+ 20 p. 100 environ).que la transferrine ; elle est plus pauvre

en acides sialiques (-13 p. 100 environ).
Caes différences vont s'affirmer dans 1'étude de la composition

molaire en oses de la fraction glycannique.
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3 -~ COMPOSITION MOLAIRE EN GLUCIDES DE LA TRANSFERRINE
ET DE LA LACTOTRANSFERRINE (+)

I - METHODES

A - COMPOSITION MOLAIRE EN OSES "NEUTRES"

1 - PRINCIPE. Les oses "neutres" sont quantitativement libérés par une hy-
drolyse chlorhydrique. Les hydrolysats sont purifiés sur des échangeurs
d'ions et les oses sont identifiés et dosés par chromatographie quantita-

tive sur papier.

2 - MODE OPERATOIRE. 200 a 500 mg d'apotransferrine (ou d'apolactotransfer-
rine) sont hydrolysés, a 100°C, par 20 ml 2 50 ml d'HCl 1,5 N pendant 2 h
ou par 20 ml 2 50 ml d'HC1 2 N pendant 1 h 30.

Les hydrolysats, dilués avec de 1l'eau distillée 2 100 ml environ,

sont passés successivement sur des colonnes (2 x 40 cm) d'échangeurs de ca-
tions (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 25 - 50 ; forme acide) et d'anions (Duolite
A-102-D ; "mesh" 25 - 50 ; forme acétate). Le liquide effluent, auquel on
joint les eaux de lavage des colonnes (500 ml) est concentré 2 35°C, sous
vide, & un faible volume (5 a 10 ml) dont l'évaporation a siccité est effec-
tuée en dessicateur, cn présence de soude et en ajoutant de temps en temps
du méthanol pour éliminer les dernidres traces d'acide chlorhydrique non re-
tenues par l'échangeur d'anions. Nous avons, en effet, démontrer (voir notre
second mémoire de these) que les pertes en oses "neutres" avaient lieuw au
cours de l'évaporation, en exsiccateur par des réactions de transosidation
provoquées par les traces d'acide non fixé sur 1'échangeur d'anions.
Le résidu sec est repris par 0,2 2 0,5 ml d'eau et soumis 2 1'a-

nalyse par chromatographie sur papier dans les deux systémes-solvants

- n-butanol / acide acétique / eau (4:1:5)

- pyridine / acétate d'éthyle / eau (1:2:2)

(+) La description détaillée des procédés de dosages chromatographiques et
électrophorétiques, mis au point 2 la suite d'une étude critique que
nous avons effectuég, sont rassemblés dans notre second mémoire origi-
nal de thése de Doctorat. Nous nous limiterons donc, dans le présent
chapitre, 2 1l'exposé des principes et 2 une description succincte des
modes opératoires.
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La révélation des oses "neutres" est effectuée 3 1l'aide du réac-

tif a 1'oxalate d'aniline de PARTRIDGE (713).
Les oses "neutres'" scnt dosés par deux procédés :

s

- Procédé de DATE (714) modifié : les taches d'oses '"neutres' ré-

vélés par un réactif au citrate d'aniline sont traitées, pendant 2 h, par
une sclution d'éthancl chlorhydrique (éthanol a 80 p. 100, 0,1 N en acide
chlorhydrique) et 1l'absorbance des solutions est mesurée 2 390 mu. Sur cha-
que chromatogramme, sont introduits des témoins internes contenant des quan-
tités connues d'oses. L'étude critique du procédé que nous avons effectuée
(voir notre second mémoire de these) nous a permis de vérifier que la pré-

cision atteignait 1 p. 100,

- Procédé de MONTREUIL (715) modifié : les rectangles de papier

renfermant les oses, repérés grice a des témoins latéraux que 1l'on révele,
sont &luds avec de l'eau distillde et les oses sont dosés par une méthode
réductimétrique au ferricyanure : réduction du ferricyanure en ferrocyanure ;
addition d'un sel ferrique et dissolution du Bleu de Prusse formé par 1l'a-
cide oxalique. Les détails techniques de ce procédé sont décrits dans notre
second mémoire de thése. L'expérience nous a montré que le procédé était

précis a 1 p. 100 pres.

B - COMPOSITION MOLAIRE EN OSAMINES

1 - PRINCIPE.
Les osamines sont d'abord libérées par une hydrolyse chlorhydri-

que. Elles sont ensuite identifiédes.
a - par détermination oxydative et identification du pentose formé.
b - par chromatographie sur échangeur de cations,

¢ - par N-réacétylation et identification des N-acétylosamines.
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2 - MODE OPERATOIRE

a - Hydrolyse. L'étude critique systématique que nous avons effectuée des
conditions d'hydrolyse des liaisons N-acétylglucosaminide (voir notre se-
cond mémoire de thése) nous a permis de déterminer ces dernidres : nous em-
ployons l'acide chlorhydrique 4 N, a 100°C, pendant 4 h. Les hydrolysats
sont débarrassés de l'acide chlorhydrique par évaporation prolongée en
exsiccateur en préscncc de soude, et en ajoutant, de temps en temps, du mé-

thanol sur le résidu.

b - Identification des osamines

a - Procédé de détermination de GARDELL et coll. (716). Le résidu

scc est d'abord passé sur une colonne (2 x 10 ecm) de Dowex 50 x 8 ("mesh"
25 - 50 ; forme acide ) pour éliminer les oses '"meutres'". Les osamines sont
déplacées par le passage de 100 ml d'acide chlorhydrique 1 N. Le liquide
effluent est évaporé a siccité

Le résidu sec, correspondant a 1 a2 5 mg d'osamines, est dissous
dans 3 ml d'eau. On ajoute a la solution 2 ml d'une solution de ninhydrine
(0,48 g de ninhydrine dans 100 ml de citrate de sodium 0,1 M de pH 4,7).
On maintient a2 100°C pendant 30 mn. La solution obtenue est filtrée et pu-
rifiée par un passage sur un échangeur de cations (Dowex 5) x 8 ; mesh
25 - 50 ; forme acide ; 1,8 x 10 cm), puis d'anions (Duolite A 40 ; mesh
25 - 50 ; forme formiate ; 1,8 x 10 ¢m). Le liquide effluent, débarrassé
de la ninhydrine et des produits de dégradation des acides aminé, est éva-
poré a siccité et le résidu est soumis & la séparation chromatographique dans
les systémes..solvants décrits plus haut. La révélation des taches de pento-
ses est effectuée 2 l'aide du réactif 2 l'oxalate d'aniline de PARTRIDGE
(717) (coloration rose). L'identificaticn.des pentoses.est.aisde puisque

leurs valeurc de R

o lucodc sont les suivantes.

Arzbinose 1,2

Lyxose = 1,4
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B - Procédé de chromatographie sur échangeurs de cations. Nous

avons appliqué le mode opératoire de GARDELL (719) : une aliquote de l'hy-
drolysat chlorhydrique, correspondant a 500 pg d'osamines totales en solu-
tion dans 0,5 ml d'acide chlorhydrique 0,3 N,egﬁ gggggged'une colonne (0,7
%X 40 cm) d'échangeur de cations(Dowex 50 x 8 ; "mesh"200-400)préalablement
régénérée par l'acide chlorhydrique 4 N et lavée avec 50 a 100 ml d'acide
chlorhydrique 0,3 N. Des fractions de 0,5 ml sont recueillies toutes les

20 mn et les osamines sont dosésdans chaque tube, apr2s neutralisation,

par la méthode colorimétrique de BELCHER, NUTITEN et SAMBROOK (719a).Des

courbes sont ensuite tracées. Le premier pic qui apparait est celui de la
glucosamine (+) et le second celui de la galactosamine. Les quantités res-
pectives de chaque osamine sont déterminées a + 5 p. 100 prés, en effectu-
ant la somme des quantités dosé&s dans les tubes correspondant a chacun des

pics.

Y - Identification des N-acétvlosamines. La séparation électropho~

rétique des N-acétyl-osamines est beaucoup plus aisée que celle des osami-
nes et elle permet l'identification des dérivés acétylés des trois osamines
que les procédés précédents ne parvenaient pas 3 discriminer : la glucosa-
mine, la galactosamine et la mannosamine. La réacétylation des osamines est
trés simple 3 réaliser et elle est quantitative,

La N-réacétylation est effectuée selon le procédé de ROSEMAN et

LUDOWIEG (720) : unec partie aliquoté de 1'hydrolysat purifié sur échangeurs

de cations, et renfermant de 1 2 2 mg d'hexosamines, est dissoute dans 1 ml
d'eau distillée. On ajoute & la soluticn 1,5 ml d'une solution aqueuse de
bicarbonate de sodium, 2 0,5 g p. 100 ml et on fait suivre irmédiatement par-l'a
dition de 2 gouttes d'anhydride acétique. Le mélange est agité et abandonné,

a la température de la pizce pendant 24 heures. Les ions sont éliminés par
passage sur unc colonne (2 x 15 cm) de Dowex 50 x 8 ("mesh'" 25-50 ; forme
acide). L'éluat neutre est lyophilisé et une partie aliquote est soumise 2

1l'analyse électrophorétique,.

~

(+) Et (cu) de la manncsamine
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L'électrophor2se sur papier est réaliséeavec une solution de bo-

rate de sodium 2 1 g p. 100 ml, dans une cuve d'électrophorése "en toit",
sous une tension de 10 V/em pendant 4 heures. Aprés l'électrophorése, les
papiers sont immédiatement séchés a 1'étuwe 2 105°C pendant 10 & 15 mn et
les chromogenes de KUHN formés en milieu alcalin par les N-acétyl-hexosami-

nes sont rdévélés par le réactif de PARTRIDGE.

C - COMPOSITION MOLAIRE EN ACIDES SIALIQUES

1 - PRINCIPE. Les acides sialiques sont 1ibérés par hydrolyse acide douce
ou par hydrolyse enzymatique, purifiés sur échangeurs d'anions, identifiés

et dosés par chromatographie sur papier.

2 - MODE OPERATOIRE

a - Hydrolyse. L'hydrolyse des liaisons sialosyl est effectuée dans les con-
ditions qui ont &té précisées dans le paragraphe réservé aux dosages culo-

rimétriques des acides sialiques (voir p.142).

b - Purification. L'hydrolysat refroidi est amené a pH 6 par l'addition d'eau

de baryte. Le précipité formé est éliminé par filtration ocu par centrifuga-
tion et lavé plusieurs fois a 1l'eau distillée. La solution est ensuite pas-
sée, 2 4°C, successivement sur une colonne d'échangeur de cations (Dowex

50 x 8 ; mesh 25-50 ; forme acide ; 1 x 10 em), puis sur une colonne d'é-
changeur d'anions (Dowex 1 x £ ; mesh 200-400 ; forme formiate ; 1 x 10 cm) .
Aprés un lavage soigneux a l'eau distillée, les acides sialiques sont dé-
placés de l'échangeur d'anions par le passage de 50 ml d'acide formique 0,3 N
(SVENNERHOLM) (721). La solution d'élution est lyophilisée et le résidu sec

est repris par de l'cau distillée,

¢ - Identification des acides sialiques.

o - La chromatographie sur papier a été effectuée dans les systé-

mesesolvants suivants

- n-butanol/n~propanol/acide chlorhydrique 0,1 N (1:2:1) (papier
Whatman n® 1 ; chromatographie descendante pendant 18 h) (SVENNERHOLM et
SVENNERHOLM) (722).
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- Acétate d'éthyle/acide acétiquel/eau (3 : 1 : 3) (Papier What-
man, n°3;chromatographic descendante pendant 18 a 24 h) (NORDAL et OISETH)
(723).

Les acides sialiques sont révélés par un réactif gup-diméthylamino-

benzaldéhyde de SVENNERHOLM et SVENNERHOLM (724).

B - Nous avons vérifié la conformation moléculaire de 1l'acide-N-
acétylneuraminique que nous avions caractérisé, en faisant agir, dans des
conditions que nous décrivons en détail dans notre second mémoire de theése,
la neuraminate aldolase (N-acétyl-neuraminate lyase 4,1.3.3) qui dissocie
1'acide N-acétylneuraminique en acide pyruvique, - que nous avons identifié
par la méthode aux dinitrophénylhydrazong de BISERTE et DASSONVILLE (725)-,
et en N-acétylmannosamine que nous avons identifiée par électrophorese sur

papier dans les conditions que nous avons dégrites plus haut.

II -« RESULTATS

[ —

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le Ta-
bleau XXIX (p. 144) ct illustrés par des figures. Ils se résument de la ma-

niére suivante :

1 - LES OSES "NEUTRES" (Fig. 20 ; p. 152),

a - La transferrine contient 5 résidus de galactose et 5 résidus de mannose.

Ces résultats ont été acquis 2 la suite d'hydrolyses répétées qui ont été
effectues sur 5 échantillons différents de transferrine. En outre, les oses
ont été dosés par deux procédés différents qui ont fourni exactement les mé-
mes résultats.

Nos valeurs s'éloignent de celles de SCHULTZE et coll. (726) : 8
galactose et 4 mannose,ct de JAMIESON (727) : 4 galactose et 8 mannose (voir
Tableau XVI ; p. 46). Les résultats de SCHULTZE et coll. peuvent s'expliquer
par le procédé d'hydrolyse que ces auteurs ont employé. Il s'agissait, en
effet, de la méthode de DIXON (728) qui utilise une résine polystyréne sul-
fonée (Dowex 50 ; forme acide) a 100°C. Or, l'hydrolyse d'une glycoprotéine

n'est jamais totale dans ces conditions,



Chromatographie des oses "neutres" constituant les glycannes de la
transferrine (TF) et de la lactotransferrine (LTF) humaines. Hydro-
lyse par HCl 1,5 N, a 100°C, pendant 1,5 h. Systéme-solvant n-buta-
nol et acide acétique, eau (4 : 1 : 5) ; Papier Whatman n° 3 ; du-
rée de la chromatographie : 48 h ; révélation par le réactif a 1'oxa-
late d'andline. T : solution témoin d'oses purs ; Gal : galactose :
Man : mannose ; Fuc : fucose.

Figure 20
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Ce procédé représente d'ailleurs la méthode de choix pour obtenir
des oligosides par hydrolyse partielle des glycoprotéines (MONTREUIL, SPIK
et CHOSSON (729) ; MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIK (730) et la figure 26
(p. 166) est, a cet égard, démonstrative. Or, nous avons démontré que, dans
ces conditions, le galactose est l1ibéré le premier, tandis que le mannose
fait partie de la fraction la plus résistante & 1'hydrolyse.

Quant aux discordances que nous observons entre nos résultats et
ceux de JAMIESON, il nous est impossible de les expliquer. Cet auteur, en

effet, n'a pas précisé les conditions d'hydrolyse qu'il a appliquées.

Nota. Dans une Note parue en 1961, MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et LEROY
(731), nous avions signalé la présence d'un résidu de xylose dans la transfer-
rine. Nous infirmons ce résultat que nous expliquons par le fait que nous
utilisions, a l'époque, des feuilles de cellophane comme membranes de dialyse
qui cédaient, aux solutions, des quantités importantes de xylose comme nous

avons pu le démontrer.

b - La lactotransferrine renferme, comme la transferrine, 5 résidus de galac-

tose et de mannose, auxquels s'ajoutent 4 résidus de fucose.

Nos résultats sont différents des premigres valeurs que nous avions

trouvées, en 1961 (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et LEROY) (732)

Galactose 10
Mannose 7
Xylose 1
Fucose 5

Ces différences s'expliquent par l'amélioration de nos procédés
de dosage des sucres qui nous permettent d'éliminer toute cause d'erreur et
par le fait que la masse moléculaire de la lactotransferrine était fixée, a

1'époque, a 95.,000.
2 - L'OSAMINE

La méme osamine est présente dans la transferrine et dans la lacto-

transferrine, et nous démontrons pour la premiére fois, - car aucun auteur,

jusqu'a présent, ne s'était penché sur ce probléme -,qu'il c'agit de la.gluco-
sanine ‘seule.L'identification de celle-ci a été effectuée sur la base des

résultats expérimentaux suivants



154

a - La désamination oxydative donne uniquement de 1l'arabinose

(Fig. 21 ; p. 155).

b - La chromatographie sur colonne de Dowex-30 selon GARDELL

(733) fournit un seul pic : celui de la glucosamine (Fig. 22 ; p. 156).

¢ - L'électrophorése de 1'osamine N-réacétylée réveéle la présence
exclusive de N-acétylglucosamine (Fig. 23 ; p. 157). Ce résultat, contrai-
rement aux deux précédents qui n'éliminait pas 1'éventualité de la présence

de mannosamine, est sans ambiguité.

Nous pouvons conclure sur la base de la connaissance de la compo-
sition centésimale des protéides et de la valeur de 76.000 de leur masse mo-
léculaire qu'il existe 8 résidus de glucosamine dans la transferrine et 10
résidus dans la lactotransferrine.

Nos résultats confirment ceux de SCHULTZE et coll. (734) et de
JAMIESON (735), a propos de la transferrine (voir tableau XVI ; p. 46) et
infirment nos premiers résultats (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et LEROY
(736) qui avaient été calculés sur la base d'une masse moléculaire de 95.000

et donnaient 13 résidus de glucosamine.

3 - L'ACIDE SIALIQUE

Nous avons identifié, pour la premiére fois, l'acide N-acétylneu-
raminique dans la transferrine et dans la lactotransferrine grace aux résul-

tats expérimentaux suivants
a - La chromatographic sur papier de l'acide N-acétylneuraminique
(Fig. 24 ; p.158).
b - L'action de 1l'aldolase libeére, en proportions équimolaires,

de l'acide pyruvique et de la N-acétylmannosamine.

Nous éliminons, de cette maniére la possibilité de la présence
d'acide N-glycolylnecuraminique. En effet, le critére appliqué par p%psieurs
auteurs, fondé sur l'action positive de la neuraminidase n'éliminaita?: cause
d'erreur due2 l'action non spécifique de 1'enzyme qui coupe aussi les liaisons

N-glycolylneuraminidosyle.
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T T

Figure 21

/S
Identification par chromatographie sur papier (papier Whatman\n®'% ; 438 h s
systéme-solvant : n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5) ; révélation par le
réactif 2 l'oxalate d'aniline) du pentose produit par la désamination oxXy~
dative par la ninhydrine (méthode de CARDELL et coll. (737) de 1'osamine de
la transferrire (TF) et de la lactotransferrine (LTF). Ara : arabinose ;
Lyx : lyxose ; T : témoin,
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Figure 22

Chromatographie, selon GARDELL (738), sur colonne de Dowex-50 de

1'osamine de la transferrine (TF) et de lactotransferrine (LTF).

En abcisses : nombre de fractions. En ordonnées : absorbances des
colorations données par la méthode d'ELSON et MORGAN.
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1 ir LTF I

GlcNAc
GalNAc

ManNAc

Figure 23

Comportement électrophorétique de la N-acétylosamine obtenue par
N-réacétylation de l'osamine libérée par hydrolyse chlorhydrique

(HC1 4 N ; 100°C ; 4 h) de la transferrine (TF) et de la racto- AV
transferrine (LTF) humaines. Electrophorése effectuée en cuve "en \ELﬁ
toit" en tampon borate de pH 9,2 (solution de tétraborate de so~ )
dium 2 1 g p. 100 ml), 2 10 V/cm, pendant 4 h. Révélation par la
réaction d'EHRLICH "indirecte". T : solution témoin de N-acétyi-
glucosamine (GlcNAc), de N-acétylgdlactosamine (GalNAc) et de N-
acétylmannosamine (ManNAc) pures.
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Figure 24 /S

Comportement chromatographique de l'acide sialique isolé de la -
lactotransferrine (LTF) et de la transferrine (TF) humaines.
Systéme-solvant : s~butanel/n-propanol/HCl1 0,1 N (1 : 2 : 1) ;
papier Whatman n® 3 ; durée de la chromatographie : 18 h ; ré-
vélation avec le réactif d'EHRLICH. T : solution témoin d'acide
N-acétylneuraminique (ANAN) et d'acide N-glycolylneuraminique (ANGN)

158
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Sur la base de la composition molaire des deux protdides et d'une
masse moléculaire de 76.000, nous concluons qu'il existe 3 résidus d'acide
N-acétylneuraminique dans la lactotransferrine, confirmant ainsi nos résul-
tats antérieurs (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et LEROY) (739) et 3,5
résidus dans la transferrine (4 selon SCHULTZE, SCHMIDTBERGER et HAUPT (740)
et JAMIESON (741)). Ce résultat ambigu peut s'expliquer par l'existence de
deux transferrines possédant 3 et 4 résidus d'acide sialique comme 1'ont sug="~

géré JEPPSSCN et SJOQUIST (742).
III - CONCLUSIONS

Les conslusions que nous pouvons tirer de nos recherches sur la
composition en glucides des glycannes de la transferrine et de la lactotrans-

ferrine sont les suivantes

1 - La composition molaire en oses de la transferrine et de la lactotrans-
ferrine a été déterminée d'une manidre statistique sur plusieurs échantillons
différents de protéides et les résultats que nous avons obtenus sont concor-
dants et reproductibles. Ceux qui concernent la lactotransferrine sont en-

tiérement originaux puisque nous sommes le seul auteur 2 avoir abordé cette

question.

2 - Les compositions en oses 'meutres' de la transferrine et de la lacto-

transferrine sont trés voisines : dans les deux cas, en effet, nous trou-
vons du galactose et du mannose en quantités identiques (5 résidus de chacua
des oses). La différence fondamentalec sc manifeste au niveau du fucose : la
transferrine en est dépourvue tandis que la lactotransferrine en contient

4 résidus.

3 - La transferrine et la lactotransferrine renferment la méme osamine : la

N-acétylglucosamine qui a été identifiée par 1'application de trois procédés
différents. Toutefois, 8 résidus sont présents dans la transferrine et 10

dans la lactotransferrine.

4 - La transferrine et la lactotransferrine possddent le méme acide sialique

1'acide N-acétylneuraminique qui a été identifié par deux procédés distincts.
La lactotransferrine en renferme 3 résidus et la transferrine 3,5 résidus.
Cette teneur ambigiie s'explique par la présence dans la transferrine (que nous
utilisons de deux transferrines renfermant, 1'une, 3 résidus et 1'autre 4

résidus d'acide sialique.
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4 - ETUDE PRELIMINAIRE DE LA STRUCTURE DE LA FRACTION GLYCANNIQUE
DE LA TRANSFERRINE ET DE LA LACTOTRANSFERRINE

Nous avons commencé l7étude de la structure de la fraction glycan-
nique de la transferrine et de la lactotransferrine d'une mani&re trés géné-
rale. En effet, nous verrons plus loin que la transferrine possé&de 2 groupe-
ments glycanniques et que la lactotransferrine en posséde 3. Tant que ncus
ne serons pas parvenue a isoler ces groupements glycanniques, il restera illu-
soire de tenter d'élucider leur structure en appliquant des méthodes fines
comme 1'oxydation periodique et la perméthylation car ces derniéres s'adres-
seraient 2 des mélanges. C'est pourquoi, nous nous sommes limitée a une étude
superficielle destinée essentiellement a obtenir une image générale des frac-

tions glycanniques.
I - METHODES

Dans une premiére série de travaux, nous avons effectué une étude
cinétique de 1'hydrolyse de la transferrine et de la lactotransferrine par
différents agents chimiques, afin de déterminer, d'une part, les positions
relatives des différents oses et de préciser, d'autre part, les meilleures

conditions d'hydrolyse pour obtenir, en grande quantité, de nombreux csides.

Dans une seconde série de recherches, nous avons employé des procé-
dés enzymatiques destinés & modifier soit la fraction glycannique, soit la

copule protéique.

A - HYDROLYSES CHIMIQUES

- Nous avons appliqué les protocoles expérimentaux que nous avons
décrits dans des mémoires antérieurs (MONTREUIL, SPIK et CHOSSON (743) ;
MONTREUIL, ADAM-CHOSSON et SPIK (744)).

1 - Hydrolyse par les acides dilués

a - Des solutions de 1 g de transferrine ou de lactotransferrine
dissoutes dans 25 ml d'acide chlorhydrique 0,1 N, ou sulfurique 0,5 N, sont
maintenuesa 100°C pendant des temps variant de 5 minutes & 8 heures. Apreés
refroidissement, 10 ml des hydrolysats sont dialysés a 4°C pendant 4 jours,

contre de l'eau distillée (4 & 5 volumes) renouvelée chaque jour. Les frac-
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tions dialysables sont purifiées par un passage successif sur des échan-
geurs de cations (Dowex 50 x 8 ; "mesh' 25-50 ; forme acide ; 25 ml de ré-
sine p. 100 mg de protides) et d'anions (Duolite A-102-D ; "mesh" 25-50 ;
forme formiate ; 2,5 ml de résine p. ml d'acide 1 N). Le liquide neutre ef-
fluent est soumis, aprés concentration, 2 la chromatographie sur papier dans

différents systémes-solvants.

b - En outre, des cinétiques d'hydrolyse des liaisons sialosyl ont
été effectuées dans les conditions que nous avons décrites plus haut : hydro-
lyse par SO4H2 0,01 N a 100°C et par 80, H, 0,1 N 2 80°C, suivie d'un do-
sage colorimétrique de l'acide N-acétylneuraminique libéré, par la méthode

d'AMINOFF (voir p.142).

2 - Hydrolyse par les résines polystyréne-sulfopées _
Nous avons démontré (MONTREUIL, SPIK et CHOSSON (745) ; MONTREUIL,
ADAM-CHOSSON et SPIK (746)) que les résines polystyréne sulfonéeg hydrplysaient

les glycannes en donnant préférentiellement des oligosides.

Nous avons effectué des hydrolyses de la transferrine et de la
lactotransferrine par une résine insoluble polystyradne sulfonée (Dowex 50 x 8 ;
"mesh" 25-50 ; forme acide). Le mode opératoire est le suivant : 0,5 g de
protéide en solution dans 150 ml d'eau sont maintenus a 100°C sous agita-
tion constante en présence de 5 ml de résine humide. Aprés 45 mn 2 100°C, les
hydrolysats, préalablement concentrés, sont directement soumis 2 l'analyse

chromatographique.

B - ACTION DES ENZYMES

1 - Action sur le glvcanne

a - Hydrolyse par la neuraminidase. Nous avons suivi, pendant

24 h, la cinétique de libération de l'acide N-acétylneuraminique détaché par
l'action de la neuraminidase. Celle-ci a été utilisée dans les conditions

que nous avons décrites plus haut (voir p.142).
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b - Oxydation par la galactose-oxydase. La galactose-oxydase oxyde

en aldéhyde la fonction alcoolique primaire du galactose libre ou conjugué
en position terminale non réductrice. Nous avons appliqué a 1'apotransferri-
ne, native et sans acide sialique, le procédé de ROBINSON et PIERCE (747)
dont les étapes sont les suivantes : oxydation par la galactose-oxydase qui
s'accompagne d'une libération d'eau oxygénée ; celle-ci est décomposée par
la peroxydase du Raifort en présence d'un accepteur qui est le leuco~dérivé
de la benzidine ; il apparait une coloration dont on détermine 1l'absorbance.
On en déduit la quantité de galactose oxydé. En outre, nous avons complété

ce procédé colorimétrique par une détermination des rapports molaires du

galactose et du mannose, avant et aprés l'action de l'enzyme.

2 -~ Action des protéases

Nous exposercns, en détail, dans le chapitre réservé a l'étude
du point d'attache glycanne-protide, les procédés d'hydrolyse enzymatique
qui nous ont conduite & 1l'isolement de 2 glycopeptides, a partir de la trans-
ferrine, Nous avons déterminé la composition centésimale et molaire de ces
différentes fractions en appliquant les procédés colorimétriques et chroma-

tographiques que nous avons décrits plus haut.

I1 - RESULTATS

Les résultats que nous avons obtenus sont les suivants :

1 - Dans la transferrine et dans la lactotransferrine 1la totalité de 1'acide

N-acétylneuraminique se trouve en position externe. En effet, l'hydrolyse

acide ménagée et l'hydrolyse cnzymatique libdrent la totalité de 1'acide neu-
raminique sans qu'apparaissent, dans les hydrolysats, d'autres oses. En ou-
tre, la composition centésimale en oses "neutres" et en osamines des asia-

loprotéides n'est pas profondément modifiée,

2 ~ Les liaisons sialosyl de la transferrine et de la lactotransferrine pos-

seédent des labilités différentes. La figure 25 (p.163) est, a cet égard, dé-
monstrative. Ellec prouve, en effet, que la vitesse de libération de l'acide
sialique par les acides ou par la neuraminidase est beaucoup plus élevée
dans le cas de ls transferrine. Ce résultat implique que les modalités de
1'attache des résidus d'acide N-acétylneuraminique sont différentes dans les

deux protéides.
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Figure 25

ourbes de libération de l'acide N-acétylneuraminique 2 partir de 20 mg
de transferrine (TF) et de la lactotransferrine (LTF) sous l'action de
la neuraminidase. En abcisses : durée de l'hydrolyse. En ordonnées : yg

d'acide sialique libérés et dosés par la méthode d'AMINOFF (voir p. 141).

€91



3 - Dans la transferrine, les 3 résidus d'acide sialique sont conjugués a 3

résidus de galactose. En effet, 1l'action de la galactose-oxydase est négati-
ve sur la transferrine native et détruit 3 résidus de galactose de 1l'asialo-
transferrine. D'aprés ce résultat, nous pouvons donc conclure que dans la
transferrine, 2 résidus de galactose sur les 5 sont en position "interne'.
Sur les 3 autres est conjugué 1'acide N-acétylneuraminique. Un résultat
identique a été obtenu par ROBINSON et PIERCE (748) qui ont, eux aussi, ob-
servé le m@me phénoméne sans toutefois préciser le nombre de résidus de ga-

lactose conjugués a l'acide sialique.

4 -~ L'étude cinétique de la libération des oses par les acides a fourni des

résultats identiques pour la transferrine et pour la lactotransferrine. Com-

me dans le cas de toutes les glycoprotéines que nous avons étudiées (glo-
bulines yG sériques de 1'Homme et du Boeuf, globulines yG du lait de Vache,
ovomucoide, orosomucoide) (MONTREUIL, SPIK et CHOSSON (749) ; MONTREUIL,
ADAM-CHOSSON et SPIK (749a)).

a - L'acide sialique et le fucose, dans le cas de la lactotrans-
ferrine , apparaissent les premiers sur les chromatogrammes, suivis trés
rapidement par la N-acétylglucosamine. Le mannose est 1ibéré plus tardive-

ment ainsi qu'une autre fraction de la N-acétylglucosamine.

b - L'hydrolyse acide libére principalement des oses et peu d'oli-
gosides. Seule parmi ceux-ci, la N-acétyllactosamine apparait dés le début
de 1'action des acides. L'existence dans la partie supérieure du chroma-
togramme d'une "trainée" d'osides, qui s'allonge au fur et 2 mesure que se
poursuit 1'hydrolyse, montre que la libdration des oses laisse, au début de
1'hydrolyse, un oside de poids moléculaire relativement élevé qui reste au
point de départ et dont 1l'hydrolyse ultérieure se manifeste par une intensi-

fication de l'effet de trainde.

¢ - L'hydrolyse par la résine polystyréne sulfonéedonne des résul-
tats identiques en ce qui concerne les oses : libération préférentielle du
galactose et de la N-acétylglucosamine et hydrolyse tardive du mannosc. Mais

elle fournit, en outre, contrairement a l'hydrolyse acide, de nombreux
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oligosides en quantité é&levée. Parmi ceux-ci, la N-acétyllactosamine appa-
rait deés le début de 1'hydrolyse. Elle est suivie par lcs mannobioses, et par
le mannotriose, Ces résultats sont illustrés par la Fig. 26 ; p. 166.

Les résultats que nous avons obtenus par hydrolyse acide ménagée

ont été confirmés récemment par JAMIESON (750).

5 - Nous démontrerons plus loin qu'il existe, dans la transferrine, deux chail-

nes glycanniques unies & la protéine par une liaison "asparaginyl-glucosamine"

et, dans la lactotransferrine, trois chaines glycanniques dont deux sont

unies a la protéine par le méme type de liaison et une autre par une liaison
O-thréonyl-glycosidique.

Nous avons pu isoler des hydrolysats pronasiques de l'asialotrans-
ferrine (voir p.211), deux glycopeptides I et II et des hydrolysats de l'acia-
lactotransferrine deux glycopeptides A et B et le glycanne détaché par 1'ac-
tion de la soude (voir p.224). Nous avons précisé dans le tableau XXX (p.167)
la composition centésimale et molaire de ces différents composés.

On voit que, dans le cas de la transferrine, les compositions des

glycopeptides I et II sont identiques, soit parce que les deux glycannes sont
semblables, soit parce que les glycopeptides I et II sont chacun un mélange
des deux glycanno-peptides.

Au contraire, dans le cas de la lactotransferrine, les 3 composés

glucidiques que nous avons isolés possédent des compositions centcsimales
différentes comme en témoignent les variations du rapport oses/osamines. En
outre, en nous fondant sur les rendements, la masse moléculaire du glycanne
détaché par l'action de la soude ne doit pas excéder 1.000, tandis que la

masse moléculaire moyenne des autres glycannes est de 1'ordre de 2.100 environ.

6 - D'un point de vue purement théorique, nous pouvons toutefois affirmer que
les groupements glycanniques, aussi bien ceux de la transferrine que ceux de
la lactotransferrine, sont différents. En effet, en nous fondant sur la com-
position molaire, des deux glycoprotéines, on voit que le nombre de résidus
d'oses ne peuvent pas se répartir également sur les 2 glycannes, dans le cas

de la transferrine, et sur les 2 glycannes dans le cas de la lactotransferrine.
Semblable démonstration de l'existence de structures glycanniques différentes

a été faite récemment par SCHMID et coll. (751) a propos de l'orosomucoide .
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Figure 26

Chromatographie d'hydrolysats partiels de transferrine (Tr) et de
lactotransferrine humaines (LTr) par un échangeur de cations (Do-
wex 50 x 8) ; forme acide). Systéme-solvant : n-butanol/acide acé-
tique/eau (4 : 1 : 5) ; papier Whatman n° 3 ; durée de la chroma-
tographie 48 h ; révélation par le réactif 2 l'oxalate d'adkiline.
T : solutions-témoins. MANtri : manno-triose ; MAN bi ; mannobio=-

ses ; LACTNHAc : N-acétyllactosamine ; GAL : gdlactose ; MAN : man-
nose ; GlCNAc : N-acétyl-glucosamime ; FUC : fucose.




Compositionscentésimale et molaire de fractions glycanniques isclées des hydrolysats

Tableau XXX

pronasiques de l'asiolotransferrine et de l'asiololactotransferrine (a),

Nature des composés Oses '"necutres" Glucosamine Oses '"nmeutres" Proportions molaires (c)
. 10 < 10 i
P 0 p. 100 Glucosamine cal Man Yau )
Transferrine
Glycopeptide I 38 20,60 1,94 1 1 -
Glycopeptide II 42,80 22,50 1,90 1 1 -
Lactotransferrine
Glycopeptide A 42,30 30 1,40 1 1 0,62
Glycopeptide B 57,30 27570 2,07 1 1,1 0,55
Glycanne "libre" (b 48 46 1,20 1 1 0,68

(a) Pour les détails.expérimentaux, voir p. 13§

(b) Libéré par l'action de la soude

(c¢) Gal

galactose ; Man :

mannose ;

Fuc

fucose.

(d) Au cours de la "désialylation" de la transferrine par hydrolyse acide, 1 résidu de fucose a

été perdu

L91
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III - CONCLUSIONS

Les conclusions que nous pouvons tirer de l1'étude encore treés
fragmentaire que nous avons effectuée sur la structure des fractions gly-

canniques de la transferrine et de la lactotransferrine sont les suivantes :

1 - La transferrine posséde deux groupements glycanniques et la lactotrans-

ferrine en posséde trois.

2 - La répartition "théorique" des résidus d'oses entre les glycannes montre
que les deux groupements glycanniques de la transferrine possédent des struc-
tures différentes. Il en est de m@me pour les trois groupements glycanniques
de la lactotransferrine a propos desquels nous apportons, en outre, une preu-

ve expérimentale.

3 - Des différences fondamentales se manifestent a 1'étude des glycannes de
la transferrine et de la lactotransferrine, 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 la composition en oses. En
particulier, la lactotransferrine renferme du fucose qui est absent de la

transferrine.

4 - Toutefois, nous avons mis en évidence, des analogies de structure entre

les glycannes de la transferrine et de la lactotransferrine. En effet :

a - Les cinétiques de libération des oses sont superposables. En
outre, des chailnonsoligosidiques communs ont été mis en évidence dans les
hydrolysats partiels des deux glycoprotéines : la N-acétyllactosamine qui
apparait dés le début des hydrolyses et qui se trouve donc en position ex-
terne, deux mannobioses isoméres et un mannotrinse vraisemblablement identi-
ques a ceux qui ont été récemment isolés, au Laboratoire, des hydrolysats

partiels de l'orosomucoide et de 1'ovomucoide.

b - Dans la transferrine et dans la lactotransferrine, les glycan-
nes sont constitués par de courtes chaines peu ramifides. Leur masse molécu-
laire moyenne est de 2.200 environ, dans le cas de la transferrine. Dans le
cas de la lactotransferrine, le glycanne conjugué par une liaison O-glycosi-
dique poss2de une masse moléculaire de 1l'ordre de 1000, tandis que la masse

moléculaire moyenne des deux autres glycannes est de 2.100 environ.



162

Les unités glycanniques renferment donc, en moyenne (sauf dans le
cas du glycanne détaché de la lactotransferrine par la soude qui renferme 5
résidus d'oses) de 11 a 12 résidus d'oses. Un résultat identique a été obte-

nu, dés 1963, par KAMIYAMA et SCHMID (753) a propos de l'orosomucoide.

5 - La constitution des fractions glycanniques de la transferrine et de la
lactotransferrine obéit donc & 1'hypothése de 1l'analogie de structure des
glycoprotéines que nous avons énoncée, dés 1962 (MONTREUIL, SPIK et CHOSSON)
(754). En nous fondant, d'une part, sur cctte hypothése et, d'autre part,

sur des résultats acquis récemment sur 1l'ovomucoide et sur l'orosomucoide
par des chercheurs du Laboratoire (FOURNET, BAYARD, TAKERKART et DUPONT,
Communication personnelle) et sur 1'ovalbumine par MONTGOMERY et coll. (755),
nous proposomns le schéma général de structure suivant pour les 2 glycannes

de la transferrine et de la lactotransferrine conjugués 2 la protéine par.

une liaison "aspariginyl-glucosamine"

ANAN (ou Fuc)
l

Gal

y

GlcNAc

ANAN —= Gal—» GlecNAc —>» Man —» Gal —» GlcNAc —» GlcNAc —s Asn
(ou Fuc) l

Man «— Man
Figure 27

Quant au glycanne détaché par l'action de la soude sur la lactos

transferrine, ca formule pourrait s'écrire :
Fuc —» Gal — GleNAc —sMan — GleNAc -> Thr
Figure 28

Ces schémas sont évidemment purement spéculatifs. Ils ont néammoins
le mérite de rendre compte des résultats que nous avons obtenus et de repré-

senter des modeéles sur lesquels nous fonderons nos expérimentations futures.
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ETUDE COMPAREE
DE LA
FRACTION PROTIDIQUE
DE LA TRANSFERRINE
ET
DE LA LACTOTRANSFERRINE

Nos recherches sur l'étude comparée de la fraction protdéique de la
P

transferrine et de la lactotransferrine ont porté sur les points suivants

L Détermination dc la composition centésimale et molaire en acides aminés

i

2 - Identification des acides aminés N et C-terminaux
3 - Etude comparée de la composition en peptides des hydrolysats protéina-
siques des deux glycoprotéines.

4 - Etudes préliminaires sur la structure secondaire et tertiaire des pro-

téines.

1 - DETERMINATION DE LA COMPOSITION CENTESIMALE
ET MOLAIRE EN ACIDES AMINES

I - METHODES

Les acides aminés ont été dosés par chromatographie 2 1'Auto-
analyseur Technicon (colonne de 0,6 x 150 c¢m) selon le procédé général de
PIEZ et MORRIS (756) en utilisant le systéme-tammm préconisé par la firme
TECHNICON (+).

Les hydrolyses ont été effectuées dans les conditions suivantes

(+) Nous remercions vivement M, M. MONSIGNY qui a effectué les séparations
chromatographiques.
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1 - HYDROLYSE DES GLYCOPROTEINES

Les hydrolyses ont été réalisées sur l'apotransferrine et sur
1'apolactotransferrine préparées suivant le mode opératoire que nous avons
décrit plus haut (voir p.135). Le fer doit, en effet, @tre soigneusement
éliminé pour éviter la destruction des acides aminés fragiles.Le mode

opératoire est le suivant :

L'échantillon (2 2 10 mg) est introduit dans un tube en pyrex
(diamétre intérieur 9 mm, longueur 35 c¢m), avec 1 2 5 ml d'acide chlorhy~
drique, 5,6 N (azéotrope redistillé 3 fois), contenant de la nor-leucine
(0,5 mM) utilisée comme témoin interne. Le tube est chauffé a 1'aide d'un
chalumeau afin de provoquer un étranglement 2 quelques centimétres au des-
sus du niveau du liquide. La solution est congelée dans un mélange de neige
carbonique et d'acétone., Enfin les gaz sont éliminés sous pression réduite
et le tube est scellé.

L'hydrolyse est effectuée 2 105°C en triple,pendant 24 h, 48 et
72 h,

Aprés refroidissement, les tubes sont ouverts et 1'hydrolysat est
transferré dans un ballon a distiller de 50 ml. L'acide est éliminé par
évaporation sous pression réduite. Le résidu est repris par 0,5ml d'eau
distillée. A cette solution on ajoute O, 1 ml d'acide chlorhydrique 0,5 N
et 0,4 ml de glycérol, pour ioniser les groupements aminés et pour augmenter
la densité de la solution. Ce mode opératoire facilite le dépdt de l'hydroly-

sat & la surface de la résine, au sein-méme de la solution tampon.
CALCULS

~ Les valeurs de la sérine et de la thréonine sont calculées par extrapola-

tion au temps zéro de l'hydrolyse.

- Les valeurs de la tyrosine, de la phénylalanine, de la cystéine et de la

méthionine sont obtenues au bout d'une hydrolyse de 24 heures.

- Les valeurs de 1l'isoleucine, de la leucine, de la valine sont les va-

leurs maximales.
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3 - DOSAGE DU TRYPTOPHANNE

Le dosage du tryptophanne a &té effectué selon le procédé de
SPIES et CHAMBERS (757). Le mode opératoire cst le suivant :

30mgde différents échantillons d'apotransferrine (ou d'apolacto-
transferrine) sont dissous dans 10 ml de soude 0,1 N. A 1 ml de la solution
on ajoute 8 ml d'acide sulfurique 23,7 N et 1 ml d'acide sulfurique 2 N
renfermant 30 mg de p-diméthylaminobenzaldéhyde. Les tubes sont agités, re-
froidis a 25°C et conservés pendant des temps variant de 12 3 18 h a 1l'obs-
curité, On ajoute alors 0,1 ml d'une solution aqueuse de nitrite de sodium
a 0,045 p. 100. Apreés des temps variant de 0,5 3 3 h d'obscurité, les mesu-
res des absorbances sont effectuées 2 590 mp, en présence de témoins - tryp-
tophanne et de témoins renfermant la protéine sans ajouter le réactif au

p~-diméthylaminobenzaldéhyde.
IT - RESULTATS

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le ta-
bleau XXXI (p. 173), pour la composition centésimale, et dans le tableau
XXXII (p. 174) pour la composition molaire en acides aminés de la transfer-
rine et de la lactotransferrine. Ils peuvent &tre résumés de la manieére

suivante :

1 ~ Les deux protéides sont relativement riches en acides aminés dicarbo-
xyliques qui représentent environ 20 p. 100 de leur poids et en cystéine,

Ils sont pauvres en méthionine et en tryptophanne,
2 -~ Ils possedent des compositions molaires nettement différentes.

3 - Nos résultats concernant la lactotransferrine sont pratiquement iden-

tiques a ceux de BLANC, BUJARD et MAURON (758), sauf pour le tryptophanne

(Tableau XXXI ; p. 173), Dans le cas de la transferrine, ils sont analogues

a ceux de HEIMBURGER et coll. (759), sauf pour l'arginine, la cystéine et
le tryptophanne (Tableau XXXI ; p. 173).



Tableau XXXI

Composition en acides aminés de la transferrine et
de la lactotransferrine exprimée en g. de résidus
d'acides aminés p. 100 g de protéide.

.-A.v.,.{a
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Transferrine

Lactotransferrine

Nature des Résultats Résultats de Résultats  Résultats de
acides aminés HEIMBURGER BLANC, BUJARD
personnels let coll. (760) |personnels |et coll. (761)
Acide aspartique 11,72 11,40 9,18 8,50
Acide glutam.ique 10,48 10,22 9,81 10523
Arginine 4,13 5;15 7,58 13952
Histidine 3,06 3,33 1,59 1,50
Lysine 9,19 9,65 6,82 6,49
Alanine 5,10 5 4,51 4,64
Cystine / 2 3,38 5,07 3,34 3,27
Glycocolle 3,67 3,44 3,74 3,38
Isoleucine 2522 2,10 2,01 2,07
Leucine 8,60 8,21 7,16 6,81
Méthionine 0,86 1,31 0,50 0,76
Phénylalanine 5,63 5,07 4,78 4,91
Proline 4,23 3,82 3,67 3i, 67
Sérine 4,79 4,38 4,36 4,09
Thréonine 4 3,71 3,90 3;18
Tryptophanne 1,36 2,10 1,34 a 1,77 0,20
Tyrosine 54550 4,61 3,92 4,19
Valine 5531 5,40 4,48 4,49




Tableau XXXII

Composition molaire (+) en acides aminés de la

transferrine et de la lactotransferrine
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T

Nature des acides aminés | Transferrine Lactotransferrine
Acide aspartique 77 50
Acide gluta mique 52 57
Arginine 20 37
Histidine 17 9
Lysine 54 40
Alanine 55 48
Cystine / 2 13 12
Glycocclle 43 49
Isoleucine 15 14
Leucine 58 48
Méthionine 5 3
Phénylalanine 29 25
Proline 33 29
Sérine 42 38
Thréonine 30 29
Tryptophanne 5 ou 6 6 ou 7
Tyrosine 26 18
Valine 41 34

(+) Pour une masse moléculaire de 76.000
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4 - Dans un premier travail (MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et LEROY) (762),
la composition en acides aminés de la lactotransferrine avait été déterminée
par la méthode des DNP - amino-acides de LEVY (763) et les résultats qui
avaient &té obtenus 2 1'époque étaient les suivants (ramenés 2 une masse

moléculaire de 76.000).

Acide aspartique 73 Leucine + isoleucine 77
Acide glutam:ique 61 Phénylalanine 29
Arginine 42 Proline 34
Histidine 13 Sérine 48
Lysine 41 Thréonine 29
Alanine 76 Tyrosine 7
Cystine / 2 24 Valine 49
Glycocolle 58

On voit que, pour la plupart des acides aminés, les résultats four-
nis par les méthodes de LEVY, d'une part, de PIEZ et MORRIS, d'autre part,sont
différents, principalement pour la tyrosine. Ces anomalies s'expliquent

par l'imperfection de la méthode de LEVY.

IT1I - CONCLUSIONS

1 - La composition en acides aminés de la transferrine et de la lactotrans-

ferrine présente des différences significatives.

2 - Les résultats que nous avons obtenus a propos de la composition centé-
simale en acides aminés de la transferrine et de la lactotransferrine sont,
dans 1'ensemble, identiques a ceux, respectivement, de HEIMBURGER, HEIDE,
HAUPT et SCHULTZE (764) et de BLANC, BUJARD ct MAURON (765).

3 - Au contraire, les compositions molaires déterminées par nous-méme, d'une
part, et par les auteurs précédents, d'autre part, ne peuvent 2tre comparées.
En effet, nous les avons calculées sur la basc de masses moléculaires de
76.000, tandis que HEIMBURGER et coll, adoptaient la valeur de 90.000 pour
la transferrine ct BLANC et coll., la valeur de 95.000 pour la lactotrans-

ferrine.
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2 -~ DETERMINATION DES ACIDES
AMINES N- et C- TERMINAUX

I - METHODES

A - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES C-TERMINAUX

Les acides aminés en position C-terminale ont été identifiés par
voies enzymatiques (action des carboxypeptidasas) et par voie chimique (ac-

tion de 1'hydrazine).

1 - HYDROLYSE PAR LES CARBO.{YPEPTIDASES

Des tentatives d'hydrolyse enzymatique des liaisons des amino-acides
C-terminauxa été effectudes sans succés, par les carboxypeptidases A et B

(LIGHT), selon le procédé décrit par SPIRO (766).

2 - HYDRAZINOLYSE

a - Principe. L'hydrazine, en milieu anhydre, coupe les liaisons peptidiques
en libérant les acides aminés C-terminaux et en transformant les autres en

hydrazides.

b - Mode opératoire. L'hydrazinolyse a 8té réalisée suivant la méthode

d'AKABORI et coll. (767)

100 mg de glycoprotéine anhydre ct 25 pM de nor-leuwcine utiliséc
comme témoin interne, sont traitds a 100°C, pendant 8 h, par 1 ml d'hydrazine
anhydre, préparée selon le procédé de KUSAMA (768). La solution est évaporée
a siccité sous vide et reprise par 2 ml d'eau distillée et purifiée sur une
colonne (0,9 x 5 e¢m) d'Amberlite IRC-50 (forme acide). Les hydrazides d'amine-
acides et les acides aminés basiques libérdés sont fixé&s sur la colonne,

Les acides aminés neutres et dicarboxyliques (+) libérés par 1l'hy-
drazinolyse, accompagnés du témoin interne de nor-lewcine, sont déplacés par

le passage de 25 3 50 ml d'eau distillée (LAY et POLGLASE) (769).

(+) Eventuellement accompagnés, dans le cas ou 1'asparagine (ou la glutamine)
se trouve en position terminale, de '"l'asparthydrazide 4" (ou du "glu-
tamhydrazide 5"),
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Les acides aminés basiques {(+) sont élués par 50 ml d'une
solution d'acétate d'ammonium 0,1 M de pH 7 (DE LA LLOSA et coll. (770).
L'acétate d'ammonium est éliminé par un passage sur échangeur d'anions (Duolite
A-102-D) suivie de 1'évaporation a siccité de 1'effluent,

Les acides aminés présents dans les deux éluats sont dosés &

1'Auto-analyseur Technicon.

B - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX

Les acides aminés en position N-terminale ont été identifiéspar

la méthode de dinitrophénylation de BISERTE, HOLLEMAN et coll. (771).

1 - Dinitrophénylation

250 mg de transferrine ou de lactotransferrine en solution dans
20 ml de chlorure de potassium 0,1 M, sont traités par 0,7 ml de fluoro-
dinitrobenzéne. Le mélange est placé au bein-marie 3 40°C, sous agitation
constante et le pH est maintenu & 8 par 1'addition continuede potasse 0,05 N,
a 1'aide d'un pH-stat. Le mélange est maintenu au bain-marie jusqu'a cessa-
tion de la consommation de potasse, (environ 1 & 2 h), La D N P-protédne
est précipitée par l'addition de quelques gouttes d'acide chlorhydrique
concentré, Le précipité est receuilli par centrifugation, lavé a 1l'éther,

a l'acétone et séché sous vide en exgiccateur.

2 - Hydrolyse de DNP-protéides

Les DNP-protéines (60 mg) sont hydrolysées par 10ml d'acide
chlorhydrique 5,6 N redistillé, pendant 5 et 18 h, a 105°C, en tube scell$,

sous vide.

3 - Extraction et chromatographie des DNP-aminoc-acides

Les hydrolysats chlorhydriques sont dilués avec de l'eau pour
obtenir une concentration sensiblement normale en acide chlorhydrique. L'hy-
drolysat ainsi dilué est extrait 7 & 8 fois par 50ml d'éther privé de pero-
xydes, lavé une fois par 100ml d'acide chlorhydrique 0,1 N. Ils contien-

nent les DNP-amino-acides éthéro-solubles.,

(+) Eventuellement accompagnés de "l'asparthydrazide 1" et du "glutamhy-
drazide 1".
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Les phases aqueuses sont rassemblées. Elles renferment les DNP-
amino-acides hydrosolubles : DNP-arginine, acide DNP—cystéique,E;—DNP-lysine,
Im-DNP-histidine que l'on extrait par du butanol secondaire, puis par de

l'acétate d'éthyle.

Les solutions éthérées ou aqueuses sont évaporées a siccité, sépa-
rément, dans 1'appareil spécial décrit par BISERTE et al. (772) qui permet
d'éliminer le dinitrophénol par sublimation sous pression réduite. La subli-
mation s'effectue a 70° - 80°C pendant trente minutes, le doigt intérieur

étant rempli d'un mélange de neige carbonique et d'acétone.

4 - Chromatographie des DNP-amino-acides

a - DNP-éthéro-solubles

Le résidu, privé du dinitrophénol, est dissous dans un faible vo-
lume d'acétone, et l'analyse des DNP-amino-acides est réaliséepar chromato-
graphie bidimensionnelle sur papier WHATMAN n® 1.

Le dépdt est effectué sur une feuille de 40 x 55 cm & 10 cm du
bord du petit cdté et & 5 ¢m du bord du grand cdté. Le premier systéme-

solvant utilisé est préparé de la fagon suivante :

Le mélange : toluéne/pyridine/2chloro-éthanol/ammoniaque
0,8 N (10:3:6:6), qui est biphasique, est homogénéisé par agita-
tion, puis laissé au repos pendant 4 h. La phase aqueuse, infé-
rieure ést éliminée ; la phase organique supérieure, qui reste
‘trouble, est filtrée sur du papier WHATMAN n® 1, qui retient les
micelles d'eau, et le filtrat clair ainsi obtenu est utilisé comme

solvant de développement de la premiére dimension.

Le chromatogramme, enroulé est maintenu par 2 agrafes, en cylindre.
I1 est placé dans une cuve de chromatographie ascendante, contenant deux
cristallisoirs concentriques ; le cristallisoir regoit le systéme-solvant

24 h apres l'introduction du chromatogramme dans la cuve.

Lorsque le front du solvant atteint la partie supérieure de la
feuille, celle-ci est sortie de la cuve, et le solvant est 8liminé sous cou-

rant d'air, a 1'abri de la lumiére, pendant 10 2 12 h.
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Une deuxiéme chromatographie, descendante, est alors effectuée
perpendiculairement a la premiére, dans un tampon phosphate de sodium 1,5 M
de pH 6, ou dans un tampon phosphate de sodium 2,5 M de piH 6 lorsque les

acides DNP-aspartique et DNP-glutamique sont tous deux présents.

Les DNP-amino-acides apparaissent sous la forme de taches jaunes.
Ils sont identifiés grace a des diagrammes témoins. La tache de dinitrophé-
nol (jaune) peut facilement @tre reconnue, car elle disparait lorsque 1'on
soumet le chromatogramme aux vapeurs d'acide ; la tache de la dinitraniline
se présente sous forme d'une trainée qui posséde une fluorescence verdatre

particuliére lorsqu'elle est soumise aux rayons ultra-violets.

b - DNP-hydrosolubles

Les DNP-amino-acides hydrosolubles sont extraits de la phase
aqueuse par du butanol secondaire, puis par de l'acétate d'éthyle. Les deux
extraits sont réunis, évaporés a siccité et scumis & la chromatographie dans
le systéme-solvant n-butanol/acide acétique/ecau (4:1:5) avec des témoins la-
téraux de DNP-histidine, DNP-arginine et gFDNP-lysine.

Les DNP-amino-acides sont dosés selon le procédé de BISERTE,
HOLLEMAN et coll, (773) : extrag?égzepar une solution bicarbonate ; mesure

des absorbances & des longueurs spécifiques ; calcul des résultats d'aprds

les coefficients d'extinction déterminés par les auteurs précédents.

II - RESULTATS
Les résultats que nous avons obtenus sont les suivants

1 - AMINO-ACIDES N-TERMINAUX

a - La transferrine posséde 1 résidu de valine en position N-

terminale (Fig. 29 ; p. 180). Aucun DNP-amino-acide hydrosoluble a été ca-
ractérisé dans la phase aqueuse (2 1l'exception évidemment de 1'€-DNP-lysine).
Ce résultat que nous avons obtenu en 1961, confirme les conclusions d'au-
tres auteurs comme GOLLNER, 1955 (774), PUTNAM, 1955 (775), BEARN ct PARKER,
1963 (776) appliquant la méthode des DNP-amino-acides de SANGER.



Figure 29

Tdentification chromatographique d'acide aminé N-terminal (valine)
de la transferrine sous la forme de DNWP-dérivé DNP-Val : DNP-va-
line. Les DNP-alanine (DNP-Ala) et =-thréonine (DNP-Thr) ont écé in-
troduits corme témoins internes Systimes-solvants : toludne/pyri-
dine/2-chloro-éthanol/ammoniac 0,8 N (i0:3:6:5), en premiére dimen-
sion ; solution-tampon de phosphate de sodium 1,5 M de pH 6, en
deuxiéme dimension.
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Récemment, JEPPSSON(777), utilisant la méthode d'ERIKSSON et
SJ&QUIST (778) des PTH-dérivés d'EDMAN a obtenu les résultats que nous avons
rassemblés dans le tableau XXXIII (p. 182). On voit que, & c¢cdté de la valine,
d'autres acides aminés ont été caractérisés, en proportion moindre, en posi-
tion N-terminale. Selon cet auteur, ces résultats s'expliqueraient soit par
la présence d'impuretés protéiques, soit par l'existence, dans la transfer-
rine, de trés courtes chaines peptidiques. Un résultat analogue a été obtenu
par AISEN (779) qui a trouvé, pour une transferrine préparde a partir de la
fraction IV-7 de COHN, les proportions suivantes d'amino-acides N-terminaux :

valine 0,91 et acide aspartique 0,15.

b - La lactotransferrine ne posséde pas d'acide aminé en position

NH2 terminale. Ce résultat qui n'a recu, jusqu'a présent, la confirmation
d'aucun autre auteur, implique que la fonction amine du ou des acides aminés

N-terminaux est bloquéc.

2 -~ AMINO-ACIDES C-TERMINAUX

a - L'application a la transferrine de la méthode d'hydrazinolyse

libdre, pour une masse moléculaire de 76.000,0,72 résidu de proline, 0,80
résidu de glycocolle et 0,32 résidu de sérine (Tableau XXXIV ; p. 183). Ce
résultat original, qui, lui aussi, n'a pas encore regu la confirmation d'au-
tres auteurs, est en faveur de l'existence de trois chaines peptidiques dans

la transferrine.

b - L'application du méme procédé a la lactotransferrine montre

que 1 résidu de glycocolle et 0,6 résidu dec sérine sont en position C-
terminale (Tableau XXXIV ; p. 183). Ce résultat qui réclame des confirma-
tions futures améne 23 la conclusion que la lactotransferrine est formée d'au

moins 2 chaines peptidiques.

ITIT - CONCLUSIONS

Les conclusions auxquelles nous conduisent notre étude sur la déter-
mination des amino-acides C ct N-terminaux dans la transferrine et dans la

lactotransferrine sont les suivantes



Tableau XXXIII

Acides aminés N-terminaux de différents échantillons de transferrine

humaine (d'apr2s JEPPSSON) (784).

Résidus Transferrine Transferrine Behringwerke
d'acides aminés (+) Kabi Echantillon 1 Echantillon 2
Acide aspartique 0,10 0,20 0,13
Glycocolle 0,12 - 0,15
Sérine 0,10 - 0,10
Valine 0,606 0,83 0,93

(+) Pour une masse moléculaire de 88.000

81



Tableau XXXIV

Acides aminés C-terminaux de la transferrine et de la

lactotransferri

ne humaines (+)

Acides aminés TRANSFERRINE LACTOTRANSFERRINE
Glycocolle 0,80 1
Proline 0,72 -
Sérine 0,32 0,60
Alanine traces traces

183

(+) Les résultats sont exprimés en résidus d'acides aminés

par mole de protéide de masse moléculaire 76.000.
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1 - La détermination des groupements N-terminaux et C-terminaux intrcduit

une nouvelle discrimination entre la transferrine et la lactotransferrine.

En effet, la nature et le nombre des acides aminés en position C-terminale
sont différents dans les deux protéides comme 1'illustre le tableau XXXIV ;
(p. 183). En outre, un amino-acide N-terminal : la valine a été caractérisé

dans la transferrine tandis que la lactotransferrine en est dépourvue.

2 - En nous fondant sur la détermination des groupements C-terminaux de la

lactotransferrine nous parvenons a la conclusion qu'elle posséde deux chai-

nes peptidiques avec le glycocolle et la sdrine en position C-terminale.

3 - D'aprés les résultats fournis par l'hydrazinolyse, la transferrine pos-

séderait 2 a 3 chaines peptidiques. Ainsi scrait confirmé des résultats ré-
cemment obtenus par JEPPSSON(785) qui a montré que la rupture des ponts

disulfure de la transferrine conduisait 2 la formation de deux sous-unités

de méme masse moléculaire,

3 - "FINGER-PRINTING'" DES HYDROLYSATS PROTEINASIQUES
DE LA TRANSFERRINE ET DE LA LACTOTRANSFERRINE

Nous avens abordé 1l'étude comparée de la structure de la fraction
protéique de la transferrine et de la lactotransferrine en appliquant, dans
son principe, le procédé de "finger-printing'" d'INGRAM 6dans le but, d'une
part, de caractériser des séquences peptidiques spécifiques de 1l'un et de
1'autre des glycoprotéides et de préciser, d'autre part, les meilleures
conditions d'hydrolyse protéasique & appliquer 2 ces derniers pour obtenir
des glycopeptides de composition simple destinés a 1l'exploration du point

d'attache du glycanne sur la protéine.
I - METHODES

Les enzymes suivants ont été utilisés : trypsine (EC 3.4.4.4)
chymotrypsine (EC 3.4.4.5) ; pepsine (EC 3.4.4.1) ; papaine (EC 3.4.4.10) ;
pronase de NOMOTO ct NARAHASHI (786).
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Les hydrolyses ont été effectudes
a - sur la transferrine et sur la lactotransferrine saturées en fer

b ~ sur les apoprotéines (voir p.135)
¢ -~ sur les apo-asialoprotéides obtenus par hydrolyse sulfurique ménagée

(504” 3,01 11 ; 70°C ; 1 h pour la iaccoivansfierrine et §0 H_ 0,1 I a 80°C ;

2 _ 42
1 h pour la trausferrine).

1 - HYDROLYSES PROTEINASIQUES

Les hydrolyses enzymatiques ont été effectuées dans des conditions
strictement dJdéterminées afin que les résultats scient reproductibles et com-

parables.

a - Hydrolyse trypsique :

Nous avons appliqué le procédé de HIRS, MOORE et STEIN (787)

A 20 mg de protéides en solution dans 5 ml de tampon phosphate
0,1 M de pH - 7,8, on ajoute 80 pl d'une solution de trypsine (10 mg de
trypsine dans 2 ml d'acide chlorhydrique N/16 (Rapport enzyme / substrat
1/50). Le mélange, ajusté a pH 8,5 avec de la soude normale, est addition-
né d'une goutte de chloroforme et maintenu & 37°C, pendant 24 h. Au cours de
1'hydrolyse, pour compenser la perte d'activité de l'enzyme par autolyse,
on rajoute des quantités de 80 pul de la solution de trypsine aprés 4 et 8 h

d'hydrolyse,.

b - Hydrolyse pepsique

Les conditions de pH de l'hydrolyse pepsique nous ont conduite a
expérimenter uniquement sur les apo-protéides dont les complexes ferriques

sont dissociés. Nous avons appliqué le procédé de SANGER et THIMPSON (788) :

A 20 mg de protéides en solution dans 5 ml d'acide chlorhydrique
0,01 N, on ajoute 1 mg de pepsine cristallisée et une goutte de toluéne.

Les solutions sont maintenues 2 37°C pendant 24 h.

¢ - Hydrolyse chymotrypsigue

Le mode opératoire est identique 3 celui de 1'hydrclyse trypsique

a la diffdérence pr2s que le rapport enzyme substrat est de 1/100,.
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d - Hydrolyse papainique

L'hydrolyse papainique des protéides a été réalisée selon le mode

opératoire de MARGOLIASH et coll. (789):

A 20 mg de protéides en solution dans 4,5 ml de tampon acétate de
sodium 0,05 M de pH 6,2, on ajoute 0,5 ml d'une solution de cyanure de
sodium 2 0,05 g p. 100 ml de la solution d'acétate et de papaine cristallisée
(rapport enzyme / substrat : 1 a 5/100). Les solutions, additionnées d'une

goutte de toludne, sont maintenues 2 37°C pendant 24 h.

e - Hydrolyse pronasique

Les protéides ont été hydrolysés par la pronase suivant la mé-

thode de Y\MASHINA etcoll. (790)

A 25 mg de protéide en solution dans 4,5 ml d'acétate de calcium
0,01 M, on ajoute 0,5 ml d'une solution de pronase (10 mg dans 10 ml de tam-
pon) (rapport enzyme / substrat 1/50). La solution est ensuite ajustée 2
pH 8 avec de la soude 1 N, additionnée d'une goutte de toluéne et main-

tenue & 37°C pendant 24 h,

2 -~ ELECTRO-CHROMATOGRAPHIE BIDIMENSIONNELLE

Nous avons appliqué le mode opératoire de BISERTE et coll. (790a)
Des volumes d'hydrolysats correspondant a 1 mg de protéide sont
déposés cn plusieurs additions de 100ul sur des feuilles de papier Whatman

n° 3 et soumis a une électro-chromatographie bidimensionnelle cffectuée

dans les conditions suivantes

- Electrophorése dans le tampon de MICHL (791) : pyridine / acide
acétique / eau (3:10:387) réalisée dans des cuves d'électro-rhéophorése
"en toit'", sous une tension de 10 V/em, pendant 18 h. Aprés séchage, les

électrophorégrammes sont soumis & la chromatographie :

- Chromatographie descendante dans le systéme-solvant n-butanol/

acide acétique/cau (4:1:5), pendant 18 h.
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Apres séchage, les papiers sont imbibés, par trempage, d'une so-
lution de ninhydrine 2 1 g p. 100 (ninhydrine 10 g ; acétone 960 ml ; acide

acétique 40 ml) et maintenus pendant 10 mn exactement dans une &tuve a 100°C.

IT - RESULTATS

Les résultats que nous avons obtenus peuvent étre résumés de la

mani&re suivante

1 - Le fer complexé aux transferrines inhibe 1'hydrolyse par la trypsine
(Fig. 30 ; p. 188) et par la chymotrypsine. Il ralentit fortement 1'acti-
vité de la papaine et faiblement celle de la pronasce. Dans le cas de la
pepsine, il est sans action, car, dans les conditions de 1'hydrolyse (pH 2)

les complexes fer-transferrine sont dissociés.

2 - La présence de l'acide sialique ne semble pas avoir d'influence sur

1'accivité des protéases.

3 - Sauf dans le cas de la chymotrypsine, la protéolyse est profonde car
il ne subsiste plus, sur les électrochromatogrammes, de tache correspon-
dant aux transferrines intactes. La dégradation la plus importante est réa-
lisée par la pronase. Des résultats identiques ont été obtenus par GOT (792)

avec la lactotransferrine.

4 - Dans tous les cas d'hydrolyse protéinasique, les "finger-prints' obtenus
par électrochromatographie réveélent 1l'existence de nombreuses séquences pep-
tidiques spécifiques de la transferrine et de la lactotransferrine (Fig 31 ;

p. 189).

IIT - CONCLUSIONS

L'étude comparée des produits de l'hydrolyse par différents en-
zymes protéolytiques de la transferrine et de la lactotransferrine humaines,

natives ou modifiées, nous conduit aux conclusions suivantes :



Figure 30

Electrochromatogramme bidimensiounel d'un hydrolysat trypsique de
ferro-lactotransferrine Electrophoriase dans le sens horizontal ;
chromatographie dans le sens vertical (voir texte ; p. 186).
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1 - La présence du fer dans les transferrines stabilise leurs molécules et
inhibe les protéases et il est nécessaire de faire agir ces dernigres sur

les apoprotéides. L'élimination de 1l'acide sialique n'améliore pas la pro-
téolyse. Ce résultat est en faveur de l'hypothése de l'intervention du fer
complexé aux transferrines dans les structures secondaire et tertiaire de

ces derniéres. AZARI et FEENEY (793) parvicnnent a la méme conclusion 2

propos de la conalbumine et de la transferrine.

2 - L'hydrolyse pronasique représente le procédé de choix pour réaliser une
hydrelyse profonde de la transferrine et de la lactotransferrine en vue d'i-
soler des glycoprotides simples. Appliquée 3 la transferrine, elle nous a
permis de déterminer les modalités de la liaison glycanne-protéine dans ce

glycoprotéide (voir p.195).

3 - L'existence de séquences peptidiques différentes dans les hydrolysats
protéasiques de la transferrine et de la lactotransferrine, réveélées par la
méthode de "finger-printing", démontre que les structures des fractions

protéiques des deux glycoprotéides sont bien distinctes.

4 - CONCLUSIONS GENERALES DE L'ETUDE DE LA FRACTION PROTEIQUE
DE LA TRANSFERRINE ET DE LA LACTOTRANSFERRINE

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de notre étude
de la fraction protéique de la transferrine et de la lactotransferrine sont

les suivantes :

1 - Les compositions en acides aminés des deux protéides sont trés nettement

différentes.

2 - Les résultats que nous avons obtenus statistiquement & propos de la com-
position en amino-acides de la transferrine et de la lactotransferrine con-
firment ou ont été confirmés par d'autres auteurs. Ils peuvent donc &étre
considérés comme définitifs, tout au moins en ce qui concerunc la composition
centésimale des protéides. En effet, les valeurs de masse moléculaire de ces

derniers demandent encore a &tre vérifides.
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3 - La nature des amino-acides N et C-terminaux est différente dans les

deux protéides. En cffet, la transferrine posséde la valine en position

N-terminale et le glycocolle, la proline et la sérine en position C-termi-

nale. La lactotransferrine n'a pas d'amino-acides NHp-terminaux, mais pos-

séde le glycocolle et la sérine en position C-terminale.

4 -.Ces résultats, assogiés A ceux de JEPPSSON (794) pour la transferrine
impliquent 1'existence de 2 & 2 chatues polypeptidiques dans la transferrine

et de 2 chatnes dans la lactotransferrine.

5 - Les structures primaires des deux protéides sont différentes. En effet,
il apparait sur les électro-chromatogrammes, bidimensionnels des hydroly-
sats protéinasiques de la transferrine et de la lactotransferrine des
oligopeptides spécifiques ce qui implique l'existence de séquences peptidi-

ques différentes.

6 - La résistance des métalloprotéides 2 l'action des protéinases que nous
avons mise en évidence, associée a l'observation que la fixation du fer sur
les protéides modifie profondément le pouvoir rotatoire spécifique de ces
derniers (voir p.iBl), nous permet de conclure que les 2 atomes de fer, en
se fixant sur les sites spécifiques des protéides, interviennent dans la

détermination de la structure secondaire et tertiaire de ces composés.
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ETUDE COMPAREE
DES
MODALITES DE L'ATTACHE
GLYCANNE-PROTIDE
DANS LA TRANSFERRINE
ET DANS LA LACTOTRANSFERRINE

A la suitc des travaux de YAMASHINA et coll. sur l'orosomucoide
et sur l'ovalbumine, d'une part, et de PIGMAN et de GOTTSCHALK sur les mu-
cines sous-maxillaires, d'autre part, on a démontré que, dans de nombreuses
glycoprotéines, les fractions glycanniques étaient attachées aux chaines pep-

tidiques par deux types principaux de liaisons

- liaisons de type glycosylamine

- liaisons de type O-glycosidique

1 - LIAISONS GLYCOSYLAMINIQUES

Dans de nombreux glycoprotéides d'origine animale, le groupement
glycannique et la fraction protidique sont unis par une liaison glycosylami-
nique formée par la conjugaison du groupement réducteur de la N-acétyl-glu-
cosamine et de la fonction P amidée de 1'asparagine .Le chainon qui unit le
glycanne et la protéine a été identifié au 2-acétamido-1-p-(L-aspartamido)-
1,2-désoxy-D-glucose ou l-N-(B-aspartyl)- 1,2-didéoxy-2-acétamido-glucosy-
lamine (Fig. 32 ; p. 193 ).

Ce type de liaison a été caractérisé, sans ambiguité, dans les
glycoprotéides suivants : 1'ovalbumine, l'orosomuccide, 1'ovomuco'ide, les
globulines yG du sérum humain, du sérum bovin et du colostrum de Vache, le
fibrinogene.

En outre, saicxistence est posée en hypothése dans les glycopro-

téines suivantes : haptoglobuline, Taka-amylase A, globulines YA du sérum

de myélomateux et du lait de Femme ; céruléoplasmine ; thyroglobuline ;

albumine de 1'Orge ; hémagglutinine du Haricot.
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CH, O

0] NH = CO-'CH£—— CH — COOH
b,

} Oon

- OH \\\\ }

NH~-COCH
g 3

Figure 32

2 -acétamido-1-p-(L-aspartamido) -1,2-désoxy-D-glucopyrannose
ou (B-aspartyl)-1,2-didéoxy-2-acétamido-glucosylamine

ou asparaginyl-N-acétylglucosamine.

CH20H ?
0 O~—CH«*$H—-COOH
NH,
H
NH-CCCH3 R = H : sérine
R = CH3 ¢ thréonine
Figure 33

O-séryl ou O-thréonyl-N-acétylglucosaminide
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2 - LIAISONS O-GLYCOSIDIQUES

Dans de nombreux glycoprotéides, la fonction réductrice de l'ose
terminal du glycanne est conjuguée avec la fonction alcoolique d'un hydroxy-
amino-acide de la chaine peptidique (sérine, thréonine, hydroxylysine ou hy-
droxyproline)l Ce type de liaison (Fig. 33 ; p. 193) a été mis en évidence

dans les glycoprotides suivants :

1 - Mucines sous~-maxillaires. Dans les mucines sous-maxillaires, des liaisons

O-thréonyl ou O-séryl-N-acétylgalactosaminides ont été mises en évidence.

2 - Glycosylamino-glycannes de la substance fondamentale. Dans les mucopo-

lyosides acides de la substance fondamentale, le glycanne est attaché au
protide par une liaison O-séryl-xylosidique : héparine, acides chondroitine=

sul furiques.

3 - Substances de groupes sanguins : liaisons O-séryl et O-thréonyl-N-acétyl-

galactosaminidiques.

4 - Tropocollagéne dans lequel le galactose est conjugué 2 la fonction hy-

droxylée de 1'hydroxylysine.

5 - Glycoprotéines de la membrane basale glomérulaire ol une liaison a-

glucosido-1,2-B-galactoside de l'hydroxylysine a &té caractérisée.

6 - Globulines yA isclée du sérum de myélomateux et du lait de Femme, qui

renferment des liaisons O-séryl et O-thréonyl-N-acétyl-galactosaminides.

7 - Globulines YG du lapin dont une "chaine lourde” porte un résidu de

N-acétylgalactosamine 1ié 2 un résidu de thréonine.

8 - "Extensgine" glycoprotéide végétal extrait de la Tomate dans lequel

existent des liaisons O-hydroxy~-prolyl de 1l'arabinose.

Nous nous sommes attachée 2 rechercher dans la transferrine et
dans la lactotransferrine, ces deux types de liaisons qui sont les plus ré-

pandues dans le regne animal.
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Les procédés que nous avons appliqués sont essentiellement fondés
sur l'hydrolyse acide ménagée des glyco-amino-acides (+) ou de leurs dérivés,
destinés a parvenir jusqu'au point d'attache lui-m@me, constitué par l'associa-
tion de l'ose et de l'acide aminé impliqués dans la liaison glycanne-protéine,
Leur application exige done de dégrader profondément la fraction

protéique de manidre 2 parvenir le plus prés possible des points d'attache.

Nous envisagerons donc successivement les problémes suivants :

i
4

Hydrolyse protéasique et isolement des glycopeptides

N
]

Détermination de la composition des glycopeptides

3 - Détermination des séquences peptidiques dans les glycopeptides

~
]

Détermination des modalités de la liaison glycanne-peptide,

1 « DESCRIPTION DES METHODES

1 ~ HYDROLYSE PRONASIQUE ET ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIRES

A- HYDROLYSE PRONASIQUE

1* -~ Principe
Nous avons appliqué, dans ses grandes lignes, le procédé que
YAMASHINA et MAKINO (795) ont appliqué 2 l'ovalbumine en apportant, toute-

fois, les trois modifications suivantes :

a - Abandon de la solution boratée, employée par les auteurs pour

tamponner les hydrolysats, et stabilisation du pH 2 l'aide d'un pH-stat.

b - Fixation de l'acide trichloracétique, utilisé pour purifier
les hydrolysats, par un échangeur d'aniens, en remplacement de 1'extraction
par l'éther sulfurique qui provoque des pertes sensibles de rendement en

glycopeptides.

¢ - Application de 4 hydrolyses pronasiques successives m&me lors-
que la consommation de soude devient nulle & partir du 32 hydrolysat. En
effet, la libération des derniers amino-acides au veisinage de la liaison

glycanne-protide n'entraine plus de consommation de soude perceptible.

(+) Nous désignons par ce terme, le produit de la conjugaison d'un acide
aminé avec un glycanne.
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2° - Mode opératoire

A une solution de 10 g d'apo-asialotransferrine (ou lactotrans-
ferrine) (voir p.142) dans 1 litre d'acétate de calcium O,1 M, on ajoute
200 mg de Pronase (CALBIOCHEM). L'hydrolyse est effectuée a pH 8 et a 40°C,
sous agitation, pendant 48 h en présence de toluéne. Le pH est maintenu cons-
tant par l'addition de soude 0,1 N contrbBlée par un titrateur autcmatique
(pH~stat TTTIC Radiometer) et la consommation de soude est régulidrement
déterminée. L'hydrolysat est ensuite ajusté a pH 4,5 avec de l'acide acétique
glacial, puis concentré a 20 ml environ et traité par 10 volumes d'éthanol
absolu. Le mélange est maintenu pendant deux heures & la température du labo-
ratoire, puis 3 2°C pendant 18 heures. Le précipité qui s'est formé est re-
cueilli par centrifugation, dissous dans 500 ml d'acétate de calcium 0,01 M
et soumis 3 une nouvelle hydrolyse pronasique dans les conditions décrites
ci-dessus. Ce protocole expérimental est répété encore deux fois (+), 2 la
différence prés que le précipité obtenu & partir du 4e& hydrolysat est sou-
mis & une purification selon le mode opératoire décrit ci-dessous. Ce préci-

pité représente la "fraction glycopeptidique totale" (FGT).

B - PURIFICATION ET ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES

1° ~ Principe

Les glycopeptides sont débarrassés de l'acide trichloracétique et
d'une partie des peptides par un passage sur échangeurs de cations et d'anions.
Ils sont ensuite purifiés par chromatographie sur Sephadex qui élimine
encore des peptides. En outre, certains glycopeptides ont été isolés et pu-

rifiés par électrophorése préparative.

2° - Mode opératoire

a - Purification sur échangeurs d'ions

La fraction FGT est dissoute dans 50 ml d'eau distillée et la solu-
tion obtenue est additionnée d'un volume égal d'une solution aqueuse d'acide

trichloracétique a 10 g p. 100 ml.

(+) Fréquemment, a partir de la 32 précipitation éthanolique, le mélange se
gélifie et il est nécessaire d'ajouter un volume d'éther sulfurique pour sé-
dimenter le précipité par centrifugation.
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Le précipité formé est éliminé par centrifugation, aprés un repos
de 18 h, a 2°C. La solution surnageante est purifiée par un passage successif

sur des colonnes (2 x 35 ecm), d'échangeurs de cations (Bowex 50 x 8 ; "mesh"

25-50 ; forme acide), puis d'anions (Duolite A-102-D ; "mesh" 25-50 ; forme

formiate), Le liquide effluent, auquel on joint les eaux de lavage des colon-
nes (1 litre), est concentré a 20 ml, dans un évaporateur rotatif. Les glyco-
peptides sont isolés par l'addition de 10 volumes d'éthanol absolu. Ce préci-

pité représente la "fraction glycopeptidique échangeurs d'ions" (FGEI).

b - Purification par chromatographie sur gel de dextranne

La fraction FGEI est débarrassée des peptides qui n'ont pas été
retenus par les échangeurs d'ions, par une chromatographie sur colonne

(2 x 35 cm) de gel de Sephadex G-25. La quantité de précipité chromatogra-

phié est de 1l'ordre de 400 mg et le déplacement des composés est effectué
avec de l'eau distillée. Le repérage des constituants présents dans 1l'efflu-
ent est réalisé en dosant les glucides par la méthode colorimétrique au
phénol-sulfurique de DUBOIS et al. (796) et les protides par le procédé 2

la ninhydrine de MOORE et STEIN. On obtient, de cette maniére, une fraction

enrichie aen glycopeptides. Il s'agit de la "Fraction glycopeptidique Se-

phadex" (FGS).

¢ - Purification par chromatoeraphie sur papier :

Les dernidres traces de peptides sont éliminées par chromatogra-
phie sur papier MN 807 dans le syst2me-solvant n-butanol/acide formique/eau
(75:15:10).

d- Fractionnement par élcctrophordse préparative sur papier

Certaines fractions sont soumises 3 l'électrophordse préparative
sur papier MN 807, exempt d'acides aminés, dans les conditions expérimenta-

les suivantes

- pH 3,9 (tampon de MICHL) (797) : pyridine/acide acétiquel/eau
(3:10:387).

ou pH 2,4 : acide acétique 1 N

- 12 V/em, pendant 18 h, dans des cuves d'électro-rhéophor2se "en

toit".
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IT - COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE DES GLYCOPEPTIDES

A - COMPOSITION CENTESIMALE EN GLUCIDES

La composition centésimale des glycopeptides en glucides a été
déterminée par l'application des procédés classiques de dosage colorimétri-

que des glucides (voir p.134) :

- Les hexoses "neutres" par la méthode 2 1'orcinol sulfurique de

TILLMANS et PHILIPPI (798), modifiée par RIMINGION (799) ;

- La glucosamine, par la méthode d'ELSON et MORGAN (800), modifiée
par BELCHER, NUITEN et SAMBROOK (801), aprés une hydrolyse de 4 h, par HCl 4 N
redistillé, en tube scellé sous vide,et par chromatographie 3 1'Auto-analyseur

Technicon.

B - COMPOSITION MOLAIRE

Les rapports molaires des constituants des glycopeptides ont &té
déterminés en dosant les oses et les acides aminés qui les constituent. Les
résultats ont ensuite été exprimés sur la base du nombre de résidus de gluco-
samine présents dans les glycoprotéines natives (8 dans la transferrine ; 10
dans la lactotransferrine). La glucosamine étant, en effet, présente dans les
hydrolysats de glycopeptides,sert de'témoin interne" sur les diagrammes de

1'Auto-analyseur Technicon.

1 - Identifjcation et dosage des oses

® - La composition molaire des glycopeptides en oses '"meutres" a

été déterminée par chromatographie quantitative sur papier en appliquant les

modes opératoires décrits 2 la pagel47(hydrolyse par HC1 1,5 N, a 100°C, pen-
dant 1,5 h ; purification des hydrolysats sur échangeurs d'ions ; chromatogra-
phie quantitative des oses "neutres" sur papier selon le procédé de DATE (802)

modifié),

B - La glucosamine a été dosée, en m@me temps que les acides aminéds,
a 1l'Auto-analyseur Technicon, suivant le mode opératoire décrit ci-dessous et

sur la base de la cecmposition centésimale,
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2 - Identification ct dosage des acides aminés

Les acides aminés (et la glucosamine) ont été dosés par chromato-
graphie a l'Auto-analyseur Technicon (colonne de 0,6 x 150 cm ou 0,6 x 65 cm)
selon le procédé général de PIEZ et MORRIS (803), en utilisant les systémes-
tampons de MONSIGNY (804) qui ont été adaptés 2 l'analyse des glycopeptides
et qui améliorent considérablement la séparation et le dosage des consti-

tuants de ces derniers.

ITT - DETERMINATION DE LA STRUCTURE DE LA FRACTION
PEPTIDIQUE DES GLYCOPEPTIDES

A - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES C-TERMINAUX

Les acides aminés C-terminaux des glygopeptides, comme dans le
cas des glycoprotéines natives ont été identifiés par vole enzymatique et

par voie chimique, Les protocoles expérimentaux sont identiques 3 ceux que .
PLLE

nous avoms décrits plus haut (voir p,126), 2 la différence prés que les

quant ités de glycopeptides sont rédujites 2 20 mg,

B - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX

Les acides aominés cn positign Neterminale dans les glycopeptides

ont étd identifiés par les procédés suivants ¢

1* « Action de la leucine-aminopeptidase
2 - Dinitrophénylation

3 -~ Dégradation d'EDMAN

1 « Actiem de 1a leucine-aminopeptidase

L'hydrolyse des glycoprotides par la leucine aminepeptidace.(SIG-
MA) a été effectuée suivant le mode opératoire de TAKAHASHI (805). Les acides
aminés éventuellement libérés ont été regherchés soit par chromatographie a
1'Aytowanalyseur Technicon, soit par les procédés classiques d'analyse chro-
matographique ct électrophorétique sur papler préconisés par BISERTE, DAU-
TREVAUX et BOULANGER (806). En outre, la composition du glycopeptide rési-
duel a &t& déterminée par l'application des procédés que nous avons décrits

plus haut.
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Protocole expérimental de 1'hydrolyse

50 mg de glycopeptide sont disscus dans 5 ml d'un tampon tris
0,05 M de pH 8,5, contcnant 0,005 M de chlorure de magnésuim. 5 mg de leu-
cine~aminopeptidase sont ajoutés 2 la solution qui est maintenue 2 37° pen-
dant 48 heures, en présence d'une goutte de toludne, L'hydrolyse enzymatique
est poursuivie par addition de nouvelles quantités d'enzyme jusqu'2a libéra-

tion totale des acides aminds N-terminaux.

Les acides aminés libres sont séparés du glycopeptide résiduel
par électrophorése préparative sur papier Macherey Nagel MN 807 dans le
tampon d'ATFIELD de pH 1,5 : acide formique/acide acétique/ecau (5:15:80)
sous une tension de 10 V/cm pendant 4 h. Les acides aminés du glycopeptide

résiduel sont identifiés et dosés 2 1'Auto-analyseur TECHNICON.

2 - Dinitrophénylation

a ~ Principe. La recherche et le dosage des acides aminés N-terminaux dans
les glycopeptides ont &té effectués en appliquant, dans ses grandes lignes,
le procédé de BISERTE, HOLLEMAN et coll. (867) que nous avons décrit 2 pro-
pos des protéides. Toutefois, ce procédé a &té adapté & l1l'analyse des DNP-
glycopeptides. Les modifications portent essentiellement 1°) sur la méthode
d'isolement des DNP-glycopeptides qui sont insolubles dans les solvants
organiques et 2°) sur la nécessité de doser les acides aminés n¢n dinitro-

phénylés présents dans les hydrolysats chlorhydriques des DNP-glycopeptides.

b - Mode opératoire

o - Dinitrophénylation des glycoprotides

Le glycoprotide (20 mg) est dissous dans 5 ml d'eau contenant
500 mg de bicarbonate de sodium. A cette solution, on ajoute 10 ml d'une
solution éthanolique & 5 p. 100 (v:v) de fluoro-2,4-dinitrobenzéne et le mé-
lange est agité pendant 4h, & 1l'obscurité ct 2 la température du laboratoire.
On ajoute alors, a nouveau 500 mg de bicarbonate de sodium et 10 ml de so-
lution éthanolique de fluorodinitrobenz2ne et la réaction est prolongée en-

core pendant 24 h.
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B - Isolement des DNP-glycoprotides

Les sels minéraux sont éliminés par l'addition d'éther sulfurique
jusqu'a 1'apparition d'un louche. Aprés un repos d'une heure, le précipité
est redissous dans la quantité minimale d'eau distillée. La solution obte-
nue est additionnde d'un volume d'éthanol absolu et les sels minéraux sont
de nouveau précipités par l'éther sulfurique. Les deux solutions surnagean-
tes sont réunies et évaporées a siccité sous vide, a 1'évaporateur rotatif.
Le résidu est repris par l'cau distillée et la solution obtenue est débar-
rassée du fluoro-dinitrobenzéne en excds, ainsi que du dinitrophénol et de
la dinitraniline formés au cours de la réaction, par deux extractions éthé-
rées effectuées, la premiére, en milieu neutre et, la seconde, en milieu a-
cide (ajustement de la solution 3 pH 1 par addition d'acide chlorhydrique).
La fraction aqueusc est enfin évaporée a siccité sous pression réduite, 2

1'évaporateur rotatif.

Y - Hydrolyse des DNP-glycoprotides et identification des DNP-amino-acides

L'hydrolyse des DNP-glycoprotides cffectuée en présence d'un té-
moin interne nor-leucine et 1l'identification des DNP-amino-acides sont réa-

lisées suivant lc mode opératoire décrit a la page 177.

d - Analyse des acides aminés non dinitrophénylés dans les hydrolysats

chlorhydriques

Les amino-acides libres, présents dans la phase aqucuse des hydro-
lysats aprés l'extraction des DNP-amino-acides par 1'éther, sont dosés a
1'Auto-analyseur Technicon par rapport au "témoin interne'" de nor-leucine
ajouté aux DNP-glycoprotides, avant l'hydrolyse chlorhydrique.

Les hydrolysats chlorhydriques (16 h & 105°C), débarrassés des
DNP-amino-acides é&théro-solubles, sont concentrés 2 siccité a 1'évaporateur
rotatif sous pression réduite, a 35 - 40°C, Le résidu est repris par de

l'eau distillée, ct unc partie aliquote correspondant 2 1 ou 2 mg de glyco-

protide de départ, est soumise a l'analysc des acides aminés.
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3 - Dégradation d'EDMAN

a « Principe. La réaction A'EDMAN est treés précieuse dans 1'exploration des
modalités de la liaison glycanne-protide dans les glycopeptides. En effet,
elle réalise la dégradation récurrente de la fraction peptidique par 1l'lex-
trémité N-terminalce et vient "buter" sur l'amino-acide conjugué au glycanne
en respectant la liaison "glycosyl'" et en détachant 1'extrémité C-terminale
de la chaline peptidique. I1 s'ensuit la formation d'un PTH-dérivé d'un

glyco-amino-acideconformément aux réactions de la figure 34 (p. 203).

b - Mode opératoire

@ - CAS OU L'ACIDE AMINE CONJUGUE AU GLYCANNE
EST EN POSITION N-TERMINALE

Dans ce cas, une scule application de la réaction d'EDMAN fournit
(voir la figure 34 ; p. 203) le PTH-aminowacideeglycanne et détache le pep-

tide ou l'amino-acide en position C-terminale

1* - Préparation des Jdérivés phénylethiohydantoiniques

Les glycoprotéides (10C & 200 mg dans 20 ml de tampon de pH 8,5)
(+) sont condensés avec l'isothiocyanate de phényle (1,5 ml) dans les con-
ditions décrites par KONIGSBERG et HILL (808) : 37°C, pendant 2,5 h. La so-
lution est évaporéce a siccité sous vide 2 l'évaporateur rotatif.

Les phényl-thiocarbamyl-dérivés sont ensuite cyclisés en milieu
acide suivant le procédé de LIGHT et GREENBERG (809) : addition de 20 ml
d'un mélange d'acide acétique et d'acide chlorhydrique concentré (5:1) (v:v)
qu'on laisse agir a 37°C pendant 2 h.

Les phényl-thiohydantoines formées (PTH-dérivés) sont extraites
trois fois par 10 ml de benzéne, puis 2 fois par 10 ml d'un mélange de ben-
zége et de butanone (2:3) (v:v) selon le protocole décrit par CHERBULIEZ,
BAEHLER et RABINOWITZ (810). Les deux solutions d'extraction et la solution

(+) Composition du tampon

N-éthylmorpholine redistillée 60 ml
Acide acétique glacial 1,5 ml
Ethanol & 95° 500 ml

Eau distillée q.s.p. 1000 ml
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aqueuse sont &vaporées a siccité sous pression réduite et sont ensuite

analysdées séparément.

2° - Analyse de la phase organique

Les PIH-dérivés, présents dans la phase organique, sont analysés
par électrophorése sur papier 3 pH 3,9 (tampon acétate de pyridine de MICHL)
(811) et par chromatographie sur couche mince de Silicagel G dans les sys-
témes~solvants de BRENNER, NIEDERWIESER ct PATAKI (812) et de PATAKI (813)

~ Chloroforme/acide formique concentré (100:5) (viv) ;

~ Chloroforme/méthanol (100:5) (v:v)

N

La révélation des PTH-dérivdés est effectuée, soit en chauffant a
120G, pendant 2 h, les chromatoplaques prdéalablement imprégnées par pulvé-
risation d'une solution aqueuse d'acide sulfurique a 5 p. 100 (v:v) (formation
de taches jaunes) ; soit cn utilisant le réactif 2 1'iode-azoture de sodium
de CHERBULIEZ, BAEHLER et RABINOWITZ (814) (formation de taches blanches
sur un fond brun) (+). En cutre, la fraction des PTH-dérivés totaux a été
traitée par de la soude 0,1 N (1 ml p. 10 mg de glycoprotide), a 120°C pen-
dant 10 h (VAN ORDEN et CARPENTGER) (815) de maniére a dissocier les PTH-
aminow-acides libdrés et & régénérer les aming-acides. On identifie ensuite
ees derniers a l'Auto-analyseur Technicon, aprés avoir ajusté la solution

sodique 2 pH 2, par l'addition d'acide chlorhydrique 2 N,

3® -~ Analyse de la phase aqueuse

La phase aqueuse contient les glycoprotideg et les PTH-glyco-
amino~acides qui se sont formés, soit a partir de glyco~amino-acides, soit
a partir de glycopeptides dans lesquels l'amino-acide-N-terminal était con-
jugué au glycanne dans le glycopeptide natif., Sa composition a été étudiée

de la maniére suivante :

L. ’
i . ~ - '

(+) Le réactif c¢st obtenu en milangeant cxfomporanémient dans les tapports
velumétriques 1 : 1 : 6, les trois sclutions suivantes : .

Sclution 1 : icde 1,27 g, IK 8,3 g, eau q.s.p. 100 nl.
Solution 2 : NaN, 3,2 g, eau q.s.p. 100ml. i
Scluticn 3 : Thiodenc 1 g, ecau q,s,p. 100 ml.
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o - Une partie aliquote correspondant & 10 mg de glycoprotéide
de départ,est hylrolysé par HC1l 5,6 N a 100°C, pendant 24 h et sa composition
en acides aminés est déterminée a 1l'Auto-analyseur Technicon. On identifie
et on dose, de cette fagon, les acides aminés dont le groupement NH2 était

protégé dans le glycoprotide natif,

B - Le reste de la solution est soumis & l'analyse par chroma-
tographie sur papier Macherey-Nagel 807, dans le systéme-solvant : n-buta-
nol/acide acétique/cau (4:1:5). Les glycoprotides et les PTH-glyco-aminc-
acides restent au trait de départ, tandis que les acides aminés et les pep-
tides, libdrés au cours de la dégradation 4'EDMAN, sont entrainés par le sol-
vant. Dans un second temps, les différents constituants ainsi repérés sont
isclés par chromatographie préparative et leur composition en glucides, en
aminoeacides et en PTH-amino-~acides est précisée en appliquant les procédés

que noys avons décrits plus haut.

f - CAS OU L'ACIDE AMINE CONJUGUE AU GLYCANNE N'EST
PAS EN POSITION N-TERMINALE

Dans ce cas, il faut réaliser plusieurs cycles successifs. Le

mode opératoire est alors, dans son principe, le suivant

ler Cycle : a - Condensation du phénylisothiocyanate et du glycoprotide,et
cyclisation en milieu acide : hydrolyse d'une partie aliquote et analyse

des acides aminés non modifids. On obtient la compositicn totale I.

b - Purification par chromatographie préparative sur papier

MACHEREY-NAGEL 807 cu 261, dans le systdme-solvant de PARTRIDGE (816)

analyse du glycoprotide, resté au trait de départ (composition trait de dé-

part I et des acides aminés et peptides éventuellement libérés.

2¢ Cycle : a - Condensation du phénylisothiocyanate et du glycoprotide

"trait de départ I. Cyclisation en milieu acide. Hydrolyse d'une partie

aliquote ot analyse des acides aminés non modifiés. On obtient la composi-

tion totale IT.

b - Purification et analyses identiques & celles du premier

cycle : Composition trait de départ II.
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Ce protecele est répété jusqu'a 1'cbtention d'un "glycoprotide

trait de départ" ne renfermant plus d'acide aminé non modifié et qui est

le PTH-amino-zcide-glycanne.

Dans le cas cu des peptides sont 1ibérés (peptides initizlement
en pcsition C-terminale par rapport 2 l'acide aminé 1ié au glycanne), ils
sont isolés, analysés et soumis a une dégradation d'EDMAN, dans les m@mes

conditions que les glycoprotides eux-mémes,

1V - ETUDE DE LA NATURE DE LA LIATSON
GLYCANNE-PROTIDE DANS LES GLYCOPEPTIDES.

A - CAS D'UNE LIAISON ASPARAGINYLeGLUCOSAMINE

Nous avons mis au point, au laberatoire, un procédé qui permet
q'identifier sans ambiguité le chainon asparaginyleN-acétylglucosamine
sous la forme d'asparaginylglucosamine, Qe composé est isolé, puis iden-~

tifié a partir des hydrolysats aeides partiels des "agpartyleglycannes"

obtgnus par hydrolyse pronasique des glycoprotéines ou par dégradation des

glycopeptides,

1 ~ Hydrolyse des aspartvylglycannes
v y % yigLly

100 mg de glyco-amino-acide sont hydrolysés par HCl 1,5 N (10 ml),

a 100°G, pendant 1,5 h. L'acide chlorhydrique est &liminé par lyophilisation,

a -70°C, des hydrolysats &tendus de 30 fois leur volume d'eau. La prépara-

tion obtenue est soumise & une électrophordse préparative sur papier & pH
(tampon de MICHL) (817) et la composition en glucides et en aecides aminés
différents constituants ainsi isolés est déterminée,

La fraction intéressante qui correspond au point d'attache lui-
méme (osaminidyl- ou osidyl-osaminidyleamino~acide ou -peptide) et qui se

trouve un peu en arriédre de la glucosamine est purifiéde par une chromato-

graphje de 72 h, effectuée sur papier Machercey<Nagel 807, dans le systéme-

solvant n-butanol/acide acétique/eau (4;1:5) de maniére & éliminer totale-

ment la glugosamine libre. Sa composition en glucides et en amino-acides

est déterminée et ses propriétés sont ensuite étudiées,

3,9

des
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2 -~ Identification de l'asparaginyl-gluccsamine

Les composés ainsi préparés sont identifiés a l'asparaginyl -glu-

cosamine sur la base des expérimentations suivantes :

a - Identification et dosage a 1'Auto-analyseur Technicon de la glucosamine

et de 1l'acide aspartique dans les hydrolysats acides (HCl 4 N ; 100°C ; 4 h).

b - Recherche de l'absence de pouveoir réducteur par la méthode au ferricya-

nure de PARK et JOHNSOU (218).

¢ - Comparaison du comportement électrophorétique des composés avec le pro-
duit de 1'hydrolyse acide partielle (HC1 1,5 N ; a 100°C pendant 1,5 h) de

1'asparaginyl-N-acétylglucosamine de synthése (+).

Nota, L'asparaginyl-glucosamine donne, avec les réactifs a la ninhydrine,
une coloration gris-bleu caractéristique, semblable a celle que donne 1l'as-

paragine,

B -~ CAS D'UNE LIAISON O»GLYCQSIDIQUE

1 - Principe. On sait, depuis les travaux d'ANDERSON et coll, (819) que les
liaisons 0O-séryl et O-thréonyl-glycosidiques sont tres labiles en milieu
alcalin et que la rupture de la liaison glycosidique s'accompagne de la
libération du glycanne et d'une modification structurale du B-hydroxy-aminoc-
acide conjuguéd, par un mécanisme dit de "B-élimination" : la sérine est
transformée en déhydro-alanine (acide 2-aminoc-2-propénoique) et la thréonine
en acide 2-amino-2-buténoique (Fig. 35 ; p. 208). Au cours de l'hydrolyse
acide de la chaine peptidique, les '"déhydro-amino-acides" sont détruits

et on peut donec déterminer le nombre de résidus de PB-~hydroxy-amino-acides
disparus aprés l'action de la soude. On en déduit le nombre de résidus gly-

¢anniques conjugués O-glycosidiquement au peptide ou a la protéine.

(+) Des échantillons de B-N-aspartyl-N-acétylglucosylamine de synthése nous
ont été aimablement fournis par les Professeur A. NEUBERGER, R.D. MARSHALL
et I, YAMASHINA auxquels nous adressons nos vifs remerciements.
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En faisant agir la soude en milieu réducteur, on obtient un dou-

ble effet :

a - Les déhydro-amino-acides sont réduits : la déhydro-alanine
est transformée en alanine qui s'ajoute éventuellement a l'alanine préexis-
tante et l'acide 2-amino-2-buténeique, en acide a-amino-butyrique qui appa-

rait sur les chromatogrammes.

b - Le glycanne détaché par la soude voit se réduire la fonction
réductrice de l'ose qui était engagée dans la liaison et qui peut &tre iden-

tifié sous la forme d'un polyol.

Toutefois, comme 1l'ont démontré récemment MONTREUIL, MONSIGNY et
BUCHET (820), la rupture ne peut s'effectuer que si la fonction carboxylique
des B-hydroxy-amino-acides est bloquée, soit dans une liaison peptidique,
soit sous la forme d'une fonction amide. Pour éviter toute cause d'erreur,
nous faisons systématiquement agir la soude sur les glycopeptides natifs

et réamidés.

2° « Action des alcalis

a - Action des alcalis sur les glycopeptides natifs

100 a2 200 mg de glycopeptides sont traités par 10 a 20 ml de solu-
tions aqueuses de soude 0,5 N, en présence de borohydrure de sodium (concen-
tration finale 0,3 M), a 20°C, pendant des temps variant de 1 & 9 jours (pro-
cédé de TANAKA, BERTOLINI et PIGMAN (821).

La solution est acidifide par de l'acide acétiquec glacial ajouté
jusqu'a la fin du dégagement gazeux. Elle est ensuite évaporée a siccité
sous pression réduite. Le résidu est débarrassé de 1l'acide borique en le
reprenant par un mélange de méthanol et d'acide acétique glacial (4:1) (v:v)
et en évaporant la suspension obtenue par ventilation ou par distillation

sous pression réduite. Ce mode opératoire est répété 4 fois,

b ~ Aetion des alcalis sur les glycopeptides réamidés

Nous avons vu que la rupture, par "B-élimination", des liaisons O-
séryl et O-thréonyl-glycosidique sous 1l'action des alcalis ne pouvait s'effec-
tuer si le B-hydroxy-amino-acide conjugué au glycanne possédait son groupe-

ment carboxylique libre et qu'il était nécessaire de bloquer ce dernier pour



210

que la réaction ait licu. Pour éliminer cette cause d'erreur nous faisons
systématiquement agir la soude sur les glycopeptides natifs et réamidés.

La réamidation est effectude de la maniére suivante : 10 & 100 mg
de glycopeptide sont d'abord estérifiés, pendant 4 h, & 20°C, par 2 2 20 ml
d'une solution de chlorure de thionyle dans le méthanol anhydre (solution
a 3 p. 100) (v:v) (SOKOLOVSKY et al.) (822). Le mélange cst évaporé 2 sic-
cité sous pression réduite, & l'abri de toute trace de vapeur d'ecau, et le
rédsidu sec est traité, a 20°C, pendant 24 h, par 0,2 a 2 ml de butylamine.
La solution est évaporée a siccité et la préparation obtenue est soumise a

l'action de la soude dans les conditions quc nous avons décrites ci-dessus.

3° « Identification et dosage des P-hydroxy-amino-acides détruits

Le dosage des acides aminés est effectué a 1'Auto-analyseur Tech-
nicon sur les glycopeptides natifs, d'une part, et sur les fractions "in toto"

provenant de l'action de la soude,

4° « Fractionnement des produits de la "Beé&limination®.

Dans lc cas d'un mélange de glycopeptides constitués de composés
a liaison asparaginyl-glucosamine stable en milieu alcalin et de composés
a liaisons O-glycosidiques, il existe dans les milieux réactionnels, aprés
1'aetion de la soude, trois types de substances : les glycopeptides stables,
les peptides et les glycannes réduits ceindés par llaction de 1'alcali, Ces
différents constituants sont séparés de la manidre suivante :

Les solutions sont fractionnées sur des colonnes (2 x 40 cm) de

Dowex 50 x 8 ("mesh" 25-50 ; forme acide) : le passage de l'eau distillée

fournit une "fraction neutre" qui contient les glycannes réduits, libérés
par la "B-&limination" et les glycoprotides respectés par la soude. Le¢ pas-
sage d'une solution ammoniacale (dilution au 1/20 de la solution commerciale
a2 21 p, 100 d'ammoniac) déplace les protides détachés au cours de la "p-
glimination".

Chacunc des deux fractions est évaporéed siccité et leur composi-
tion en eses et en acides aminés est déterminde en appliquant les procédés

que nous avons décrits plus haut.
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2 - APPLICATIONS A LA TRANSFERRINE

I - RESULTATS

L'application & la transferrine humaine des procédés que nous
avong décrit nous a permis de préeciser les modalités de la liaison glycanne-
protide dans cette glycoprotéine ct de démontrer sans ambiguité, pour la
premiére fois, que la transferrine posséde 2 groupements glycanniques unis
a la protéine par unc liaison de type asparaginyl-glucosamine. Nous sommes

parvenue a cette conclusion sur la base des résultats expérimentaux suivants

A - ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES

L'hydrolysat pronasique de la transferrine est préalablement pu-
rifié sur des colonnes d'échangeurs d'ions (voir p.197) puis par chromato-
graphie sur papier cxempt d'acides aminés (papier Macherey-Nagel 807), dans
le systéme-solvant n-butanol/acide formique/eau (75:15:10). La fraction qui
reste au trait de départ est Céluée et soumise 2 une électrophorése prépara-
tive sur papier dans les conditions décrites a la p.197.

On obtient de cette maniére, deux glycopeptides. L'un (glycopep-

tide I) posséde un comportement de composé '"neutre'" et 1l'autre (glycopep-

tide II), un comportement de composé '"basique" (Fig. 36 ; p.212).

B - COMPOSITION DES GLYCOPEPTIDES I et IT

Les glycopeptides I et II renferment de 28,6 2 30,4 p. 100 d'he-
xoses et de 23,8 a 30 p. 100 de N-acétylglucosamine. L'analyse, effectude
a 1'Auto-analyscur Technicon des hydrolysats par 1'acide chlorhydrique 5,6 N
permet de déterminer la composition molaire en acides aminés, rapportée aux
8 moles de glucosamine présentes dans la molécule native de transferrine.
Les résultats quc nous avons obtenus sont rassemblés dans le tableau XXXV
p. 212 et illustréspar la figure 37 (p. 214).

La composition en oses des glycopeptides I et II a été précisée

plus haut (p.157 ).



Fizure 36

Electrophoreése effectuée en cuve "en toit", sur papier d'Arches 304,
en tampon pyridine/acide acétique de pH 3,9, des giycopeptides ob-
tenus par hydrolyse pronasique de la cransferrine. Tension : 10 V/cm
pendant 4 h. Révélation par la ninhydrine. Asp : acide aspartique ;
Thr : thréonine ; GlcNH, : glucosamine

»
1T €0 2 TF : hydrolysat pronasique
de transferrine. 1,2 : g

H
lycopeptides 1 et 2.




Tableau XXXV
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Composition mclaire en glucosamine et en acides aminés des Glyco-

peptides I et II provenant de l'hydrolyse pronasique de la trans-

ferrine.
»{m
i Glycopeptide I Glyccopeptide II
T
Glucosamine ? 8 8
Acide aspartique | 1,64 2 2,24 2,04
Sérine { 1,50 a 2 0
Lysine | 0 1,88




Figure 37

Electrophorsse effectuée en cuve "en toit", sur papier d'Arches 304,
a pH 2,4 (acide acétique 1 N) des hydrolysais chlorhydriques (HCl 5,6
100°C ; 24 h) des glvcopeptides 1 et 2 de la transferrine. Tension :
10 V/cm pendant 4 h. Révélation par la ninhydrine. Asp :

Ser : sérine ; GlcNH2 : glucosamine ; Bas : basique,

: aspde aspartique

3
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C - STRUCTURE DES FRACTIONS PEPTIDIQUES

L'application aux glycopeptides I et II des procédés d'étude des
séquences peptidiques a apporté les résultats suivants
1 - L'application de la méthode de dinitrophénylation de BISERTE, HOLLEMAN

et coll. (823) conduit a des DNP-glycopeptides dont 1'hydrolyse chlorhy-

drique totale fournit, en proportions équimolaires

- la DNP-sérine et l'acide aspartique dans le cas du DNP-gly-

copeptide I

- le DNP-aspartique et 1'E}DNP-1ysine dans le cas du DNP-gly-
copeptide II.

2 - La leucinc-amino-peptidase détache la sérine du glycopeptide I et con-
duit & un glyco-amino-acide qui contient sculement de l'acide aspartique
(aspartyl-glycannc) (Tableau XXXVI ; p. 216). Elle est ssms action sur

le glycopeptide II (Tableau XXXVII ; p. 217).

3 - La méthode de dégradation récurrente d'EDMAN, appliquée au glycopep-
tide I, fournit la PTH-sérine et un aspartyl-glycanne. Appliquée au gly-
copeptide II, elle libeére 1'E}phénylthiocarbamyl—lysine et donne le PTH-
dérivé d'un glyco-amino-acide dont 1' hydrolyse chlorhydrique fournit 1'acide

PTH-aspartique (Tableau XXXVI ; p. 216 et XXXVII ; p. 217).

4 - On peut donc conclure dle ces résultats que les séquences peptidiques

sont les suivantecs

Glycopeptide I HZN - Ser - Asp - COQH

Glycopeptide IT HZN ~ Asp - Lys - COOH

D - MODALITES DE LA LIAISON GLYCANNE-PROTIDE

1 - L'hydrolyse chlorhydrique partielle des glyco-amino-acides ne renfer-
mant plus que de 1l'acide aspartique (aspartyl-glycannes obtenus par dégrada-
tion récurrentc chimique ou enzymatique des séryl-aspartyl-glycannes ou iso-
1é8s de certains hydrolysats pronasiques qui conduiscnt parfois directement
aux zlyco-amino-acides) conduit a un composé qui a été isolé par électropho-
rése préparative sur papier a pH 3,9, et dont les caractéristiques sont les

suivantes



Tableau XXXVI

Action de la leucine amincpeptidase et de 1'isothiocyanate de phényle (dégradation

d'EDMAN) sur le Glycopeptide I de la transferrine (+)

Acides aminés Glycopeptide I Glycopeptide I Glycopeptide I
natif apreés action de la apres dégradation

leucine agminopeptidase| d'EDMAN

Acide aspartique 1,8 1,6 1,6
Sérine 1,6 0,27 -
Glycccolle 0,16 - -
Thréonine 0,11 - -
Acide glutamique 0,08 - -
Glucosamine 8 8 8

(+) La composition en acides aminés et en glucosamine est exprimée en moles p. mole

de transferrine

91%¢
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a - Il est constitué uniquement de glucosamine et d'acide asparti-

que, en propertions équimolaires.
b - Il n'est pas réducteur.

¢ - Il posside le comportement électrophorétique de 1l'asparaginyl-
glucosamine (Fig. 38 ; p. 219). Il donne, en outre, avec le réactif 2 la
ninhydrine, la méme coloration caractéristique que l'asparaginyl-glucosamine

de référence.

2 -~ La soude 0,5 N, a 20°C, pendant 2 jours est sous action sur les glycopep-
fet I1I
tides I'atifs et réamidés (Tableau XXXVIII, . 220). Il n'existe donc pas de

liaison O-glycosidique (@i ester) dans la transferrine humaine.

II - CONCLUSIONS

1 - L'électrophorése préparative sur papier des hydrolysats pronasiques de

la transferrine humaine, préalablement purifiés sur échangeurs d'ions, permet
d'obtenir deux glycopeptides de compositions en acides aminés différentes
acide aspartique et sérine (1 : 1), dans le cas du Glycopeptide I ; acide
aspartique et lysine (1 : 1), dans le cas du Glycopeptide II. Ils sont
identiques respectivement, au "glycopeptide DEAE-GP II" et au "glycopeptide
DEAE-GP III" obtenus par JAMIESON (824,825) par chromatographie sur DEAE-
cellulose (forme chlorure) des hydrolysats pronasiques de la transferrine pré-

alablement purifiés sur Sephadex G-25,

2 - L'application des procédés classiques de détermination des séquences pep-
tidiques nous a permis de démontrer que la fraction glycannique était atta-
chée dans le Glycopeptide I, a un reste séryl-aspartique et, dans le Glyco-

peptide II, a un reste aspartyl-lysine.

3 - Nous avons démontré, sans ambiglité, que, dans les Glycopeptides I et II,
le glycanne était attaché par la glucosamine a l'acide aspartique grace a une
liaison de type asparaginyl-glucosamine. En effet, 1l'hydrolyse acide partielle

fournit uniquement de 1'asparaginyl-glucosamine.



Figure 38

Electrophorése effectuée en cuve "en toit", sur papier d'Arches 304

pH 3,9 :
- en 1, du composé formé au cours de 1'hydrolyse chlorhydrique ménagée

(KCcl 1,5 N, a 100°C, pendant 1,5 h) d'un"aspartyl-glycanne'" de la transferrl-

v

ne et 1solé par une élertrophorése préparative préalable ;
- en 2, de la N~-(P-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine de synthése,

hydrolysée dans les m@mes conditions. Asp : acide aspartique ; GlcNHAc - Asp
N-(;-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine ; GlcNHz - Asp : N-(Z-aspartyl)-
glucosaminylamine ; GlcNH2 : glucosamine,




Tableau XXXVIII

Action de la soude sur yn mélange de glycopeptides (natifs et réamidés)

de la transferrine (a)

[7 Acides Glycopeptide Glycopeptide Glycopeptide Glycopeptide

aminés natif apres action réamidd réamidé, apres
de la soude action de la soude
Acide aspartique 1,92 1,94 2,28 2,4
Sérine 1,09 1,04 1,28 1,24
Glycocclle 0,44 0,60 0,40 0,76
Acide gluta rique 0,34 0,47 0,48 0,40
Glucosamine 8 8 8 8

(+) La composition est exprimée en moles d'acides aminés et de glucosarine p. mole de transferrine.

transferrine.

0zce
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Ce résultat, acquis en 1965 (SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL) (826,
827) apporte une preuve expérimentale directe 2 l'existence de ce chainon
dans la transferrine qui avalt ét8 posée en hypothése par JAMIESON, en 1964 (828).
Récemment, cet auteur a obtenu, par dégradation récurrente de SMITH (829)
par l'acide periodique un constituant composé uniquement de glucosamine et
d'acide aspartique.

D'autre part, la stabilité, vis-a-vis de la soude, des glycopepti-
des préalablement réamidés démontre qu'il n'existe pas, dans la transferrine
humaine de liaisons O-glycosidiques dont la présence n'avait pas été exclue

par JAMIESON (830).

4 - La détermination de la composition molaire des Glycopeptides I et II mon-
tre qu'il existe toujours 2 résidus d'acide aspartique, en position N-termi-
nale ou C-terminale, pour les 8 moles de gluccsamine qua contient la trans-
ferrine, (SPIK, MONSIGNY at MONTREUIL, 1965 (831). Nous parvenons ainsi 2a

un résultat identique & celui qui avait été acquis simultanément par JAMIESON

(832) sur la base de résultats d'ordre physique (détermination de la masse

moléculaire (3100) des glycopeptides).

5 - L'ensemble des résultats que ncus avons obtenus nous permet de proposer,
pour les glycopeptides I et II de la transferrine humaine, les schémas de

structure suivants

Glycanne GlyTanne THZ
l |
GlcNAc GlcNAc CH
. 2
Y \ ]
NH NH :‘CH
\ | | 2
(610) Cco CH
| | | 2
CH2 ?Hz .CH2
H2N — CH — CO — NH — CH —COOH H2N-— CH — CO —NH - CH —~—COOH
CHZOH

Glycopeptide I Glycopeptide II
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3 - APPLICATIONS A LA LACTOTRANSFERRINE

Appliqués a la lactotransferrine, les procédés que nous avons dé-

crits nous ont conduite aux résultats et aux conclusions suivantes
I - RESULTATS

A - TSOLEMENT ET COMPOSITION DES GLYCOPBPTIDES

1 -~ La purification sur échangeurs d'ions des hydrolysats pronasiques de la
lactotransferrine fournit une "fraction glycopeptidique I'" dont la compo-

sition centésimale en glucides est la suivante :

Oses "necutres" 36 a 40 p. 100
N-acétylglucosamine 37 a 39 p. 100

2 - Sa composition en acides aminés est précisée pour plusiecurs échantillons
dans le tableau XXVI¥ (p. 223). On voit que les résultats varient d'une
hydrolyse a une autre, mais que la fraction peptidique est toujours plus com-
plexe que celle des glycopeptides de la transferrine, vraisemblablement &
cause de la présence d'une quantité importante de proline et de glycocolle
dont les liaisons sont difficilement coupées par la pronase (NOMOTO, NARA-
HASHI et MURAKAMI (832a).Ce résultat implique que les séquences peptidiques
au voisinage du point d'attache des glycannes sur la protéine sont différen-
tes dans la transferrine et dans la lactotransferrine.

Un résultat analogue avait été obtenu antérieurement par GOT (833)
qui avait isolé des glycopeptides trés pauvres en thréonine. La compositiocn

donnée par l'auteur était la suivante :

Acide aspartique 1
Acide glutan ique 2
Proline 1
Leucine 1

+ un peu de thréonine

Plus récemment, le méme auteur (834) a confirmé nos propres résultats.



Tableau XXXIX
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Ccmposition en acides aminés et en glucosamine (+) de "fractiocns

glycopeptidiques I'" obtenues par hydrolyse pronasique de différents
y ¥

échantillons de lactotransferrine.

Acides aminés Echantillon !Echantillon{ Echantillon ! Echentillon
1 2 3 4

Acide aspartique 2,04 3,72 3,36 2,20
Thréonine 2,48 1,94 1! 2,68
Acide glutam.ique L, 72 3,12 2,52 1,02
Proline 1,52 1,84 1,84 1,60
Glycocolle 1,16 1,36 0,96 1,96
Sérine 0,52 0,89 0597 1,41
Alanine 0,18 0,37 0,21 1,24
Glucosamine 10 10 10 10

(+) Par mole de lactotransferrine

5
=
o1 (¢
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B - MISE EN EVIDENCE D'UNE LIAISON
0-THREONYL-GLYCOSIDIQUE

Nous avons mis en &vidence, dans la lactotransferrine, la présence
d'un groupement glycannique conjugué & la protéine par une liaison O-thréo-

nyl-glycosidique sur la base des résultats expérimentaux suivants :

1 - Action de la soude sur la composition des glycopeptides

Le dosage des acides aminés présents dans les glycopeptides de
la "fraction glycopeptide I" native et réamidée, avant et aprés action de
la soude montre qu'un résidu de thréonine disparait (Tableau XL p.
225, XLI; p. 226), tandis qu'apparait une faible quantité d'acide a-amino-
butyrique provenant de 1'action réductrice modérée du borohydrure de sodium sur
sur l'acide 2-amino-2~-buténoique produit au cours de la réaction de "P—élimi—

nation',

Nota. Le méme résultat est obtenu quelle quec soit la durée de l'action de

la soude (Tableau XLI; p. 22%).

2 - Fracticnonement et étude des produits de l'actisn de la soude

a - Le passage de la solution sodique sur des colcennes d'échangeurs de cations
(Dowex 50 x 8 ; '"mesh" 20-50 ; forme acide) fournit deux fractionms : 1l'une
(Solution 1) est constituée par le liquide effluent auquel on joint les eaux
de lavage des colonnes de résines ; l'autre (Solution 2) est obtenue par le
passage sur ces derni2res d'une solution d'ammoniac 0,5 N (voir p.210). La
"Solution 1" se résoud, en électrophorése sur papier en 3 constituants
glycanne "libre'", glycopeptide A, glycopeptide B. Nous avons précisé dans le

tableau XXII(p. 227) les rendements de ces différentes fractions.

b - La Soluticn 1, donne par électrophoreése sur papier & pH 2,4 deux cons-
tituants majeurs qui se révelent par les réactifs a 1'acide periodique~ben-

zidine spécifiques des osides libres et conjugués (Fig. 39 ; 228),



Action de la soude (soude 0,5 N 2 24°C, pendant 2 j.) sur la "fraction glycopeptidique I"

Tableau XL

de la lactotransferrine, native et réamidée (+).

|

Acides aminés g Glycopeptide Action de Glycopeptide . Action de la
natif la soude sur le réamidé { soude sur le
glycopeptide natif! glycopeptide réamidé
Acide aspartique ‘ 1,96 2,00 1,95 ; 1,92
Thréonine 2,39 1,14 2,40 / 1,27
Sérine 1,26 0,95 1,29 0,84
Acide glutamique 0,91 0,90 1,05 1,05
Glycocolle 1,75 1,83 1,93 -
Alanine 1,10 1,05 1,22 1,08
Glucosamine 10 10 10 10

(+) La composition en acides aminés et en glucosamine

est donnée p. mole de lactotransferrine

6Tt



Tableau XLI

Cinétique de 1'action de la soude (soude 0,5 N, 2 24°C) sur la

"fraction glycopeptidique M de la lactotransferrine (+).

! Acides aminés Glycopeptide Durée de l'action de la socude !
natif | i 3 L2 435 |
Acide aspartique 1,96 1,80 2,00 2,70
Thréonine 2,39 1,30 1,14 1,31
Sérine 1,26 1,02 0,95 0,95
Acide glutam ique 0,91 0,90 0,90 L7
Proline 1,25 1,32 el 1) 1,18
Glycocolle 1,75 1,73 1,83 2,17
Alanine 1,10 1,17 1,05 1,00
Glucosamine 10 10 10 10

(+) La composition en acides aminés et en glucosamine est donnée en moles p. mole

de lactcotransferrine.

9¢e
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inhydrine  Benzidine

Figure 39

Action de la soudeé (NaOH 0,5 N ; 20°C ; 48 h) sur les glycopeptides

de la lactotransferrine. Electrophorise, effectuée en cuve "en toit",
sur papier d'Arches 304, a pH 2,4, de la sclution 1 (voir texte),
fraction nén retenue par "échaxoeur de cations (Dowex 50 ; forme
acide). 1 Révélation par la ninhydrine ; 2 : révélation des glucides
libres et conjugués par le’ réactif 2 1'acide periodique-benzidine.

G : fraction glucidique ; P : fraction glycopeptidique ; T : solution-
t&'nin de glucides (mélanges d'oses) ; LIF : produit de l'action de la
soude sur, le glycopeptide de la lactotransferrine.
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a - Le Glycanne "libre'" (fraction G de la figure 39) possade un

caractére "neutre". Il ne réagit pas & la ninhydrine. Il ne renferme pas
d'acides aminés,et il est constitué uniquement de glucides. La composition
en oses de ce Glycanne '"libre" est précisée dans le tableau XXX a la page
167. 11 s'agit du glycanne réduit qui a été détaché par la soude. En cutre,
la chromatographie en phase gazeuse des produits d'hydrolyse acide du gly-
canne "libre", préalablement triméthylsilylés, permet d'identifier a cdté
des oses précédents de faible quantité de mannitol. Le mannose serait don@

conjugué a la thréonine par une liaison O-glycosidique.

B - Le clycopeptide A (fraction GP de la figure 39 , p. 228)

posseéde, en électrophorése un comportement cationique. Il donne une réac-
tion positive avec les réactifs a la ninhydrine et & l'acide periodique-

benzidine. Il s'agit d'un glycopeptide essentiellement composé d'acide as-
partique associé a un glycanne dont la composition en oses a été précisée

dans un chapitre antérieur (voir p. 167).

Y - Le Glycopeptide B qui n'apparait pas sur la figure 39 (p.

228) car il existe en trés faible quantité et sa vitesse de migration catho-
dique est, pour unc cause inconnue, trés élevée. Il possade des caractéres

]
voisins de ceux du glycopeptide A et sa composition en cses a été précisée

a la page 167.

¢ - La Solution 2 ne renferme pas de glucides. Elle contient le peptide qui

a été détaché du glycanne par '"B-&limination" sous l'action de la soude, et
qui renferme la presquie totalité des acides amipés de la "fraction glycopep-

tidique 1I", en particulier, la totalité de la proline.

C - MISE EN EVIDENCE DE LIAISONS ASPARAGINYL-GLUCOSAMINE

1 - L'hydrolyse acide partielle (HC1 1,5 N ; & 100°C, pendant 1,5 h)des glyco-
peptides A et Bfournit, par électrophorése préparative sur papier, un com-
posé qui posséde les m@mes caractéristiques que la substance isolée, dans les

mémes conditions a partir des glycopeptides de la transferrine :

- Il n'est pas réducteur
- I1 cst composé de glucosamine et d'acide aspartique dans les

proportions 1 : 1
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- I1 possede le comportement électrophorétique et les caracteéres de

révélation de l'asparaginyl-glucosamine de référence (fig. 40 ; p. 231).

2 - La dégradation récurrente d'EDMAN appliquée a la "fraction glycopeptide IV
conduit, aprés plusieurs cycles, (voir p. 205), 2 un PTH-dérivé de glyco-
amino-acide qui donne, par hydrolyse acide totale, uniquement le PTH-dérivé

de l'acide aspartique, a l'exclusion de tout amino-acide . Ce résultat im-
plique que la fonction a-amino de l'acide aspartique était libre et que la

conjugaison se fait bien par le carboxyle B.

IT - CONCLUSIONS

1 ~ Le fractionnement des hydrolysats de lactotransferrine humaine conduit

> TVisolement de mélange de glycopeptides dont la fraction protidique, -cen-
trairement au cas de la transferrine -, reste importante, probablement a
cause de la présence de plusieurs résidus de proline et de glycocolle au voi-

sinage des points d'attache.

2 - Dans la lactotransferrine, un résidu glycannique est attaché a la protéi-
no par une liaison O-glycosidique qui unit une thréonine 3 un mannosec. En
effet, la soude, en milieu réducteur, détruit unc mole de thréonine et dé-
tache un polyoside qui contient du mannitol.

L'existence de ce type de liaison a été récemment confirmé par
GOT et coll. (835). Selon ces auteurs, la conjugaison se ferait par un ré-
sidu de N-acétylglucosamine. Cette éventualité peut &tre envisagée malgré
la caractérisation du mannitol, que nous avons effectuée, et qui semble
a priori impliquer que le mannose soit conjugué 2 la thréonine. On voit
en effet, que la N-acétylglucosaminpe, en position terminale réductrice, peut
&tre cyclisée par la soude, en un "chromogéne de KUHN"si sa fonction OH en
4 est libre. En outre, ce chromogéne se détache si l'ose qui le précdde le
substitue en 3. On peut donec parfaitement admettre le mécanisme suivant,
qui expliquerait la présence de mannitol dans le glycanne détaché par la

soude.



Figure 40

Electrophorise effectuée ®n cuve "en toit" a pH 3,9 de 1'hydrolysat
chlorhydrique (HCl 1,5 N ; & 100°C ; pendant 1,5 h). T : de la N-

(B-aspartyl)-N-acétylglucosaminylamine pure ; LTF : de la fraction

glycopeptidique GP, alcali-résistante de la lactotransferrine (voir
Fig. 39 ; p. 228). Asp : acide aspartique ; GlcNHAc - Asp : N-(B-
aspartyl)-N-acétyl-glucosaminylamine ; GlcNHZ : glucosamine.
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Glucides —» Man -£L2§ GlecNAc —> O-Thr

NaOH + BH4K

W {
Glucides —> Man ——li§%> chromogéne 'déhydro-Thr"

4

NaOH + BHAK

v
Glucides —>» Mannitol + Chromogéne

3 - En outre, deux autres rdésidus.glycanoiques sont attachés a la protéine par

la liaison classique, de type asparaginylglucosamine.

4 - Une nouvelle différence structurale se manifeste donc entre la trans-
ferrine et la lactotransferrine humaines. Elle renforce les bases physiéo-

chimiques de la spécificité jmmunologique des deux glycoprotéides.
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CONCLUSIONS GENERALES

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de l'ensemble de

nos travaux sont les suivantes :

1 - L'application du procédé original de MONTREUILL, TONNELAT et MULLET de

préparation de la lactotransferrine humaine (relargage par le sulfate d'am-

monium et chromatographie sur une résine carboxylique, 1'Amberlite XE-64,
fournit des échantillons de lactotransferrine pure, avec un rendement de 70
a 85 p.100. Une tentative d'amélioration de la méthode qui consistait a
substituer & l'Amberlite XE-64, la DEAE-cellulose, a échoué car celle-ci
dénature le protéide., Il s'agit d'ailleurs d'un phénoméne général et il mnous
semble que la plus grande prudence doit &tre observée dans les applicatiors
de la DEAE-cellulose & 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 a 95 p.100.

Des fractionnements réalisés d'une maniére quantitative nous
conduisent a fixer a 0,7 - 0,9 g p.litre la concentration du lait de Femme

en lactotransferrine., Ces valeurs sont intermédiaires entre celles de BLANC

(0,6 g) et de MONTREUIL et coll., (1 a 1,5 g).

2 - La détermination, par des procédés différents du taux de fer fi.:é a satu-
ration par la transferrine et par la lactotransferrine nous a fourni le méme
résultat pour les deux protéides : 1,47 g p.l1000 g, soit 2 atomes de fer par
mole.

Les résultats que nous avons obtenus a propos de la lactotransfer-
rine infirment ceux de MONTREUIL et coll., qui avaient obtenus des valeurs
plus élevées : 3,47 g de fer p.l000 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 a la formation de
lactotransferrines sursaturées par conjugaison du fer sur des sites non spéci-
fiques. L'isolement de lactotransferrines a teneur élevée en fer (15 g

p.1000 g de protéide) que nous avons réalisé est en faveur de cette hypothese,
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3 - Nos recherches sur les propriétés physiques de la transferrine et de la
lactotransferrine nous ont permis de déterminer quelques constantes et de

révéler des analogies et des différences entre les deux protéides.

a - Les masses moléculaires de la transferrine et de la lactotrans-
ferrine sont identiques et égalent 76 000. Cette valeur s'éloigne de celle
qui est souvent adoptée par les auteurs (85 & 90 000). Elle a été obtenue
par l'application de différents procédés (sédimentation et diffusion ; équili-
bre de sédimentation ; chromatographie sur gels de Sephadex G-100 et G-200 ;

calcul d'aprés la tencur en fer).

b - Les propriétés optiques (absorption de la lumidre visible et
de l'ultra-violet ; pouvoir rotatoire) de la transferrine et de la lacto-.
transferrine sont identiques. L'absorbance molaire a 278 mp et le pouvoir
rotatoire spécifique sont profondément modifiés (augmentation de 20 a 25
p.100) par 1'élimination du fer. Celui-ci participe donc a 1'élaboration des

structures secondaire et tertiaire des deux protéides.

¢ - La principale différence qui existe entre ceux-ci concerne
le comportement électrophorétique : la lactotransferrine posséde, en effet,

une mobilité moins anodigue que la transferrine.

4 - Nous avons, la premiére, identifié les glucides constituant les fractions
glycanniques de la transferrine et de la lactotransferrine et déterminé avec
précision, d'une maniere '"statistique" la composition centésimale et molaire
en oses de ces derniéres,

Les différences fondamentales entre les deux protéides sont les
suivantes :

a -~ La lactotransferrine est plus riche en oses neutres (j 40
p.100) et en glucosamine (+ 20 p.l00) que la transferrine. Elle est plus

pauvre en acide sialique. ( - 13 p.100).

b - Les deux protéides renferment la méme quantité de galactose
et de mannose (5 résidus de chacun des oses) mais la lactotransferrine ren=-

ferme, seule, du fucose (4 résidus). Transferrine et lactotransferrine :
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renferment la méme osamine : la glucosamine (respectivement, 8 et 10 résidus)
et le m@me acide sialique : 1'acide N-acétylneuraminique (respectivement, 3,5

et 3 résidus).

¢ - Les recherches préliminaires que nous avons effectuées sur la
structure des groupements glycanniques de deux protéides ont apporté les
résultats suivants

- La transferrine posséde deux groupements glycanniques et la
lactotransferrine en posséde trois.

- Les études cinétiques de libération des oses par les acides et
1'analyse des produits de 1l'hydrolyse partielle des glycannes révelent des
analogies de structure et l'existence d'enchainements osidiques communs. En
effet, dans les deux cas, l'acide sialique est 1libéré en totalité le premier
il est suivi par le galactose et par une fraction importante de l'osamine ; leo
le mannose apparait plus tardivement. En outre, la N-acétyllactosamine (qui
est libérée dés le début des hydrolyses), deux mannobioses isomeres et un
mannotriose ont été caractérisés dans les hydrolysats partiels,

Sur la base de ces expérimentations nous avons proposé des cchénas
spéculatifs de structure des fractions glycanniques de la transferrine et de
la lactotransferrine qui représentent, & nos yeux, des modéles sur lesquels

nous fonderons nos futures recherches.

5 - L'étude de la fraction protéique révéle des différences trés r—~orondes
entre la transferrine et la lactotransferrine qui portent sur les points
suivants :

a - Les compositions centésimale et molaire en acides aminés que
nous avons déterminées d'une maniére statistique (pour la premiére fois, en
ce qui concerne la lactotransferrine).

b - Les groupements N- et C-terminaux sont différents dans les
deux protéides. En effet, la transferrine posséde la valine en position N-ter-
minale, tandis que la lactotransferrine (résultat original)n'a pas d'amino-
acide N-terminal. En outre le glycocolle, la proline et la sérine sont en
position C-terminale dans la transferrine tandis que le glycocolle et la sé-

rine le sont dans la lactotransferrine. Ces derniers résultats sont, eux-



236

aussi, originaux. Ils montrent que les deux protéides sont pluricaténaires
et que la transferrine et la lactotransferrine renferment, respectivement, au
moins 3 et 2 chaines peptidiques,

¢ - Les structures primaires des deux protéides sont différentes.
En effet, l'application du procédé des "empreintes" d'INGRAM révéle la pré-
sence de séquences peptidiques spécifiques dans les hydrolysats protéinasiques
des deux glycoprotéines. En outre, la résistance de la transferrine et de la
lactotransferrine saturées en fer vis-a-vis des protéinases, alors que celles-
ci dégradent totalement les apoprotéides, confirme l'hypothése que nous avons
formulée de l'intervention du fer dans la détermination des structures secon-

daire et tertiaire des deux protéides.

6 - Nous avons déterminé, pour la premiére fois, sans ambiguité les modalités
de la liaison glycanne-protéime dans la transferrine et dans la lactotransfer-
rine et révéle une nouvelle différence structurale entre les deux protéides.

a - Dans la transferrine, les deux glycannes sont attachés par la
N-acétylglucosamine a l'acide aspartique par une liaison du type "asparaginyl-
glucosamine", Ce résultat a été obtenu en dégradant par récurrence deux gly-
copeptides que nous avons isolés des hydrolysats pronasiques de la transfer-
rine (un séryl-aspartyl-glycanne et un glyco-aspartyl-lysine) et qui nous
ont fourni l'asparaginyl-glucosamine elle-méme,

b - Dans la lactotransferrine, deux restes glycannigges sont, eux
aussi, conjugués a la protéine par lc méme type de liaison asparaginyl-gluco-
samine dont nous avons démontré l'existence par une expérimentation identique.
En outre, le troisiéme résidu glycannique est attaché a la protéine par une
liaison O~thréonyl-glycosidique dont la présence a été démontrée par la ruptu-

re, en milieu alcalin, de cette derniére par un mécanisme de ”5-élimination".

7 - Nous pouvons donc conclure, d'une maniére trés générale, que les différen-
ces essentielles qui se manifestent entre la transferrine et la lactotransfer-
rine sont plus d'ordre chimique que d'ordre physique. En effet, les proprié-~

tés physiques sont trés voisines tandis que les propriétés chimiques sont
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trés nettement distinctes. Elle portent, & 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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