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INTRODUCTION 

Les travaux que nous avons effectués sur la mise en évidence, l'iso- 

lement et  l'étude de la "coprolactotransferrine" (lactotransferrine présente ; . - 
dans les selles de nourrissons alimentés par leur mère) s'inscrivent dans le 

cadre des recherches menées, au Laboratoire, sur  le problème de la mater- 

nisation du lait de Vache. 

Le lait de Femme renferme des constituants spécifiques auxquels on 

attribue un rBle bénéfique dans le développement du nouveau-né. En effet, 

les immunoglobulines IgA, 1' 41 - antitrypsine, les  glycopeptides respon- 

sables de l'activité bifidus et  la lactotransferrine semblent protéger l1intes- 

tin des nourrissons de l'action des germes pathogènes et  diminuent les  ris- 

ques de diarrhées infantiles. 

Nous nous sommes particulièrement intéressée à la lactotransfer- 

rine qui, par sa propriété de fixer réversiblement le fer, doit posséder un 

rble primordial, au niveau de l'intestin, dans l'absorption du fer e t  dans la 

protection de la muqueuse en privant les Bactéries du fer indispensable à leur 

développement. C'est pour démontrer que, chez le nourrisson, la lactotrans- 

ferrine apportée par le lait maternel résiste, tout au moins en partie, aux 

conditions physiologiques de la digestion, que nous avons recherché cette 

glycoprotéine dans les selles de nouveaux-nés alimentés au lait de Femme. 

Nous avons également recherché cette protéine dans les selles d'enfants nour- 

ris au lait de Vache, afin de déterminer son origine exogène ou endogène. 

Enfin, nous nous sommes attachée à isoler "la coprolactotransferrine" afin 



de démontrer que la lactotransferrine conserve, tout au long du tractus 

digestif, sa propriété de fixer réversiblement le fer. 

Dans ce mémoire, nous exposons les problèmes concernant l e  rd- 

le  des composants lactés dans la protection intestinale du nouveau-né. Nous 

rapportons notamment les résultats obtenus lors de la caractérisation, par 

des méthodes immunologiques, e t  lors de l~isolement, par des méthodes fon- 

dées sur  la chromatographie d'affinité, de la lactotransferrine se retrouvant 

dans les selles de nourrissons alimentés au lait de Femme. j 



1" - Effets des deux modes d'alimentation, naturel ou artificiel, chez les 

nourrissons. 

2" - Le lait e t  la défense locale au niveau de l'intestin du nourrisson. 



Chez les  Mammiféres, a - l'alimentation du nouveau-né est  assurée par 

une sécrétion des glandes mammaires de la mère : le lait. Ce liquide biolo- 

gique comporte les éléments nécessaires à la survie du nouveau-né et  permet 

sa croissance jusqulau stade où, sans problème, il pourra étre sevré. Le 

lait maternel est  donc I'alimentation naturelle de tous les jeunes Mammifères, 

et ,  sans être finaliste, on peut dire qu'il est parfaitement adapté à leur dé- 

veloppement. Cependant, l'Homme a essayé, pour diverses raisons, de rem- 

placer l'alimentation naturelle de sa progéniture, le  lait de Femme, par un 

lait d'origine animale, en particulier par le lait de Vache. De ce fait, la 

composition du lait de Vache, dont l'emploi s'avérait désastreux il y a enco- 

r e  un siècle, a été t rès  étudiée et  comparée à celle du lait de Femme. 

Dans le  premier paragraphe de la partie concernant les effets des 

deux modes d'alimentation, naturel et  artificiel, sur  les nourrissons, nous 

résumons l'ensemble des travaux qui ont permis de modifier la composition 

des laits artificiels afin de les rendre, du point de vue quantitatif, semblables 

au lait de Femme. 

Dans le second paragraphe, nous aborderons le problème de la ma- 

ternisation du lait sous un angle qualitatif. 

Enfin, nous nous attacherons plus particulièrement, dans la deuxiè- 

me partie, à un des aspects de la maternisation en analysant les facteurs a- 

limentaires qui peuvent intervenir dans la protection intestinale des nourris- . 

sons. 
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1 - EFFETS DES DEUX MODES D'ALIMENTATION, NATUREL ET ARTIFICIEL, 

CHEZ LES NOURR.ISSONS. 

Pour répondre à CRUVEILLER qui écrit  : "la supériorité du lait de 

mère est  rapidement affirmée, généralement admise, difficilement prouvéew, 

nous nous proposons de mentionner ci-dessous les travaux qui permettent 

de comparer la valeur du lait artificiel et maternel, sur le plan quantitatif 

tout d'abord, puis d'un point de vue plus qualitatif. Nous limiterons ce pro- 
l 

blème t rès  important à certains de ses  aspects biochimiques e t  physiologi- 

ques, négligeant l'aspect psychologique de la question qui e s t  sans doute im- 

portant, mais bien mal connu, bien qu'il ait été l'objet d'une étude de 

HEINSTE IN (1). 

A - SUR. LE PLAN QUANTITATIF 

Les études effectuées sur la composition chimique des laits de Fem- 

me et de Vache ont été particulièrement bien résumées dans la revue généra- 

le de MONTREUIL (2). Nous avons rassemblé dans la figure l (p. 6) les 

principales différences entre ces deux laits : le lait de Femme est moins ri- 

che en sels minéraux e t  en protéines, mais contient 1 , 5  à 2 fois plus de glu- 

cides que le lait de Vache. 

De nos jours, on trouve sur  le marché des laits en poudre dont la 

composition en substances énergétiques est  t r è s  proche de celle du lait de 

Femme. Ces laits ont une efficacité t rès  valable lorsqu'on les juge s u r  le 

critère de la courbe de poids des nourrissons. En effet, les enfants nourris 

au biberon retrouvent t rès  vite leur poids de naissance et  s e  développent 

bien avec, de façon générale, un gain pondéral moyen se situant entre 20 et  

35 g par jour. Comme le montre la figure 2 (p. 7), la courbe de poids de 

bébés pesant entre 1 750 g et  2 500 g à la naissance est  tout à fait satisfai- 

sante s'ils sont nourris avec un bon lait artificiel. De plus, chez des enfants 



Lait de Vache 

Lait de Vache coupé au 2/3 
e t  sucré 

Lait de Femme Lait en poudre 

F imre  1 : 

Composition du lait de Vache pur, du lait de Vache coupé au 2/3 d'eau et  additionné 

de 45 g de saccharose, du lait de Femme et d'un lait artificiel (S. M. A. S 26). 



poids 

5 1 O semaines 

Figure 2 : 

Gain pondéral hebdomadaire de nourrissons alimentés au lait maternel 

( 0-0 ) ou artificiel (x-x ). 



plus petits, sauvent prématurés, les résultats sont tout aussi valables. 

Néanmoins, on sait que pour juger de la valeur nutritionnelle d'un 

régime,les augmentations de poids n'ont pas une valeur absolue car  elles 

peuvent refléter également une rétention hydrique tissulaire. Cette infiltra- 

tion d'eau qui s'apprécie sur le'turg&r;i(consistance du tissu cellulaire sous- 

cutané) est  l'un des critères cliniques des pédiatres qulon ne peut négliger, 

à côté du critère pondéral, pour comparer les deux types de régime alimen- 

taire, naturel et  artificiel, du nourrisson. 

Il semble donc que, du point de vue énergétique, le problème de la 

maternisation du lait de Vache est de nos jours, bien résolu, e t  c'est, sans 

doute, ce qui a permis à ATKEN et HYTTEN (3) de dire que l'alimentation 

artificielle est  un substitut satisfaisant de l'allaitement au sein. Néanmoins, 

il existe encore de grandes différences entre ces deux types de lait, si nous 

nais  plaçons sur un plan qualitatif. 

B - SUR LE PLAN QUALITATIF 

Naus envisagerons l'effet des deux modes d'alimentation, naturel ou 

artificiel, en évoquant tout d'abord l'étude statistique de GYORGY (4), puis 

en mentionnant les troubles ou maladies du nourrisson que des praticiens 

attribuent au lait artificiel. 

1 - STATISTIQUE D E  GYORGY 

Comme l'indique le tableau 1 @. 9) le taux de mortalité et  de morbidi- 

té est  nettement supérieur chez les enfants nourris artificiellement. Chez 

les enfants bénéficiant d'une alimentation mixte, ces taux sont intermédiai- 

res. 

La statistique de GYORGY (5) établie en 1962 à partir de 2 266 cas 

étudiés, confirme, aux yeux de certains auteurs, les  observations des pé- 

diatres citées ci-dessous. Mais d'autres ne croient pas en la supériorité 



TABLEAU 1 

Taux de mortalité e t  de morbidité chez les enfants nourris au sein ou rece- 

vant une alimentation mixte ou artificielle (d'après GYORGY -5 -). 

. 
: Nombre : Mortalité : Morbidité : 

: de cas : p. 1000 : p. 1000 : 

Se in 971 10,2 : 223,4 : 

Mixte : 1 441 25,7 : 464,2 

.................................................................. 
Artificiel 854 57,3 : 573,7 



du lait maternel e t  pensent que la répartition de l'allaitement au sein et au 

biberon fait entrer en cause de nombreux facteurs qui faussent les études 

du type de celle de GYORGY. 

2 - OBSERVATIONS CLINIQUES 

Les troubles de tolérance, digestifs ou carentiels, imputés au lait  ar-  

tificiel sont les suivants : 

a - L'intolérance au lait de Vache 

due à des allergènes, la /3 - lactoglobuline e t  1' d, - lactalbumine, 

qui conservent leur nocivité dans le'lait en poudre. 

b - L'intolérance transitoire au saccharose 

qui est  parfois observée chez les nourrissons alimentés avec l e s  

laits artificiels qui sont complémentés avec ce disaccharide. 

c - L'anémie hypochrome par carence martiale, maladie ré- 

pandue en pratique pédiatrique, mais dont certains praticiens constatent la 

rareté chez les enfants nourris au sein d'une mère qui a suffisamment de lait. 

d - L'érythème fessier ou dermite d'irritation péri-anale, 

qui sont favorisés par  l'alcalinité des selles c?es enfants nourris au lait a r -  

tificiel e t  rares  chez les  nourrissons alimentés au lait de Femme, dont les 

selles sont acides. 

e - Les diarrhées ~astro-intestinales, parfois bénignes, mais 

pouvant présenter un caractère gravissime. Ces diarrhées sont beaucoup 

moins fréquentes chez les enfants alimentés naturellement. 

f - Certaines maladies infectieuses des voies respiratoires, 

des méningites, e t  des septicémies sont, aux dires de ROBINSON (6) ,  



SYDON et FAXEN (7) et WINBERG et WESSNER (8), plus fréquentes chez 

les bébés alimentés artificiellement. 

A la suite de ces observations, certains biochimistes pensent, com- 

me MONTREUIL (9), que le problème de la maternisation du lait n'est pas 

totalement résolu, et  orientent leurs recherches vers la détermination du 

r61e biologique de certaines substances spécifiques du lait de Femme. Ce l 

sont ces substances et particulièrement celles qui peuvent intervenir au ni- ' 

veau de l'intestin du nourrisson, qui ont retenu notre attention. \ 

II - LE LAIT ET LA DEFENSE LOCALE AU NIVEAU DE L'INTESTIN DU NOUR- 

RISSON. 

Le problème du rOle du lait dans la défense du nourrisson contre les 

Entérobactériacées , a été soulevé depuis longtemps, car le nouveau -né ne 

possède, à la naissance, aucun anticorps contre ces germes. 

De nombreux praticiens ont constaté que les diarrhées sont beaucoup 

moins fréquentes chez les enfants nourris au sein que chez ceux alimentés 

'brtificiellement" (voir à ce su jet les articles de ALEXANDER -IO- ,  ROSS 

e t  DAWES -Il-, HINTON et Mac GREGOR -12-). TASSOVATZ et KOTSICH 

(13) et  SVIRSKY-GROSS (14) croient également que le  lait de Femme assure 

une meilleure protection du nourrisson, car  ils ont soigner des infections 

épidémiques dues à E. coli , en alimentant leurs jeunes malades au lait de 

Femme alors que tout autre traitement avait échoué (+). Ce fait a été con- 

firmé par FONTAINE (15) qui a guéri, par le même moyen, plusieurs bébés 

souffrant de graves diarrhées. 

Les entérites étant provoquées généralement par des germes patho- 

gènes, nous comparerons tout d'abord la flore intestinale des enfants nourris 

au sein ou au biberon. Les différences observées nous aménerons à poser le 

............................................................................................. 
(+) Ces auteurs redécouvraient ainsi une thérapeutique séculaire des pays du 
Proche-Orient. 



problème de la flore bifide de l'intestin du nourrisson, puis à signaler les 

différents composés du lait qui peuvent protéger la muqueuse intestinale 

de l'action de certains germes pathogènes. 

A - LA FLORE INTESTINALE DES NOURRISSONS 

1 - ETUDE DES SELLES 

Le moyen le plus simple d'étudier la flore intestinale du nourrisson 

est  d'identifier e t  de dénombrer les Bactéries présentes dans leurs selles. , 

Plusieurs observations et  notamment les travaux de BULLEN et WILLIS (16) 

ont mis en évidence les différences entre la flore intestinale des nourris- 

sons alimentés au sein ou au biberon. Ces différences qui apparaissent dans 

la figure 3 (p. 13) tirée de leur article, s e  traduisent par une prédominance 

de Lactobacilles anaérobies Gram + chez les nourrissons alimentés au sein 

et  de coliformes Gram -, comme E. coli, chez ceux nourris "artificiellement1'. 

En outre, ces mêmes auteurs ont mis parfois en évidence dans les selles 

d'enfants nourris au biberon des Clostridia, des Bactéroi'des, des Proteus et 

des Pseudomonas aeruginosa, - 

2 - LA FLORE BIFIDE 

Les travaux de BULLEN et al. (17) et  les études des selles e t  de la - 
flore bactérienne des nourrissons faites notamment par TISSIER (18) e t  

MOR.0 (19), mettent en évidence la prépondérance des Lactobacillus bifidus 

chez les enfants nourris au sein. 

Pour certains, la flore bifide n'est que le reflet d'un état satisfaisant 

du milieu intestinal car elle s'étend lorsque, comme nous le  verrons dans 

la figure 4 (p. 16), les germes pathogènes disparaissent. 

D'autres auteurs comme BULLEN et WILLIS (20) et ROSS e t  DAVES 

(21) pensent que ces bactéries jouent un r81e dans la protection de l'intestin ; 

en acidifiant le  milieu par la fermentation du lactose en acides lactique et 

acétique, elles défavoriseraient la croissance des colifomes pathogènes. 



ALIMENTATION -13 - 

AU BIBERON 

.- 

- 
--. 

7 

7 

Numération des Lactobacilles et de Bactéries coliformes Gram - 
(E. Coli) dans les  selles d'enfants nourris au sein ou au biberon, d'après 

BULLEN e t  WILLIS (22). 

(En ordonnée sont reportés les nombres d'échantillons de selles analysés, 

en abcisse, le nombre de Bactéries par  gramme de selles). 



Cette hypothèse semble Atre confirmée par les travaux de TASSOvATZ (23j 

et SCHNEEGANS - et al. (24) qui ont soigné des gastro-entérites par implanta- 

tion de bifidus chez les malades. Les facteurs du lait de Femme qui induisent 

la prolifération de cette flore bifide pourraient donc être,  indirectement, bé- 

néfiques pour le nourrisson. 

3 - FACTEURS FAVORISANT L'IMPLANTATION DE LA FLORE 

BIFIDE. 

Pour BULLEN et WILLIS (25) le lait de Femme devrait sa supériori- 

t6 au fait qu'il est riche en lactose, mais plus pauvre en phosphates e t  proté- 
- - 

ïnes que le lait de Vache. Ces caractères pourraient expliquer que l e  pH dans 

le  gros intestin des nourrissons alimentés au sein, soit assez bas, grâce à 

la fermentation du lactose et  au faible pouvoir tampon du lait ingéré, pour 

que démarre la prolifération des Lactobacilles. 

Certains travaux, plus précis, cités dans les revues générales de 

BELL CR OMBIE et GRAN T-(26); de KUHN (2 7), de LEVESQUE (28) e t  de 

RAYNAUD.(29) montrent qu'il existe, dans le lait de Femme, des substances 

favorisant la croissance des Lactobacillus bifidus. 

Certains oligosaccharides azotés spécifiques du lait de Femme qui 

ont la particularité de posséder le motif structural de la N-acétyl-lactosa- 

mine favorisent la prolifération de L. bifidus var .  Penn, mais ne présen- 

tent pas d'activité prolifératrice vis-à-vis des autres souches de Lactobacil- 

lus bifidus qu'on trouve habituellement dans l'intestin des nourrissons. Ces 

oligosaccharides qui possèdent donc une activité biologique dénommée LBF 1 

(Lactobacillus Factor) ont été isolés et  étudiés notamment par KUHN (30), 

GYORGY, KUHN, NORRIS, ROSE et ZILLIKEN (31) et  TOMARELLI e t  al. 

(32) . Selon O'BRIEN, GLICK et ZILLIKEN ( 3 3 ) ,  ils apportent au L. bifidus 

var. Penn, la glucosamine qu'il ne peut synthétiser . 

Les souches normales de type "TISSER." ont besoin d'autres facteurs 



paur s e  développer. HlRANO et  al. ( 34) ont isolé du colostrum de Femme 

quatre fractions glycopeptidiques qui sont des facteurs de croissance de la 

souche TISSIER. Ces glycopeptides agissent probablement . in vivo e t  ex- 

pliqueraient la prolifération des L. bifidus dans l'intestin du naurrisson ali- 

menté au sein. RAYNAUD ( 35) a également isolé,à partir d'hydrolysats pro- 

téinasiques de la caséine de Vache,des peptides actifs sur la s a c h e  TISSIER 

qui sont appelés facteurs II (LBF II). 

4 - INVASION PAR DES GER MES PATHOGENES 

La différence de comportement de jeunes animaux, alimentés au lait 

artificiel à base de lait de Vache ou têtant leur mère, à la suite d'ingestion 

d'une quantité donnée d'E. Coli a été bien mise en évidence par BULLEN 

ROGERS et LEIGH ( 36).  

Ces auteurs ont observé que, parmi les Cochonsd'lnde nourris "ar- -- 
tificiellement", certains perdent du poids ou périssent en cours d1expérien- 

ce. Des numerations de germes au niveau de leur petit et gros intestin ont 

permis de montrer que les Bactéries pathogènes ingérées s'y multiplient 

pendant quelque temps, ainsi que le  montre la figure 4 (p. 16). 

Tous les jeunes animaux nourris par leur mère ont, au contraire, 

bien supporté l'expérience, leur milieu intestinal n'est pratiquement pas co- 

lonisé par les germes pathogènes. 

il est difficile de savoir s i  les  germes de type Lactol~acillus bifidus 

interviennent alors directement en inhibant la prolifération des germes patho- 

gènes ou s'ils sont simplement le reflet d'un état satisfaisant de l'intestin 

dû à l'action bactéricide ou bactériostatique de certains protéides lactés qui 

semblent agir, comme nous le verrons ci-dessous, dans la intes- 
---- -- 

tinale. 

B - PROTEIDES QUI PROTEGENT L'INTESTIN DU NOURR.ISSON 

Parmi les protéides du lait, Mac KENZIE ( 37) distingue la caséine 

et les substances du petit lait qui sont la - lactoglobuline, 1' .( - laotalbu- 

mine e t  les protéides mineurs qui n'existent qu'en faible quantité. 





Les recherches effectuées à propos de ces protéides mineurs dont certains 

possèdent une activité enzymatique, se  sont rapidement développées ces der- 

nières années e t  les résultats acquis ont été résumés par GROVES ( 3 9  ). 

Certains de ces protéides semblent jouer un r61e dans l'intestin du 

nourrisson. Parmi eux, on trouve des composés qui inhibent le  développe- 

ment des Bactéries, et que REITER et OR.AM ( 40) regroupent sous le  nom 

de nlacténines" et  d'autres substances dont l'action n'est pas encore bien con- 

nue bien qu'elles soient, in vivo, liées à une meilleure protection intestinale 

du nourrisson. 

1 - LES 1NHIBITEUR.S TR.YPSIQUES 

a - Caractères généraux 

La présence d'inhibiteurs trypsiques dans les colostrums et laits de 

Femme et de Vache est connue depuis longtemps déjà et, dans les revues gé- 

nérales de DESNUELLE et al. ( 41) et  de LASKOWSKI ( 42) les propriétés de 

ces substances sont analysées. L'inhibiteur trypsique isolé du lait de Femme 

donne, par des méthodes immunologiques, une réaction d'identité avec 1'61 - 
antitrypsine du sérum humain. Comme elle, c'est une glycoprotéine de cons- 

tante de sédimentation 3 , s  S, de masse moléculaire 45 000, dont le point iso- 

électrique est  de 4,O. 

CECHOBA et al. ( 43) ont séparé du colostrum de Vache trois inhibi- 

teurs trypsiques. L'un d'eux, qui existe en plus grande quantité, a été isolé 

et  étudié. C'est une protéine de MM 10 500, de pH i 4,2, dont la structure 

primaire présente plusieurs analogies avec l'inhibiteur trypsique du pancréas 

du Boeuf. 

b - Activité 

L'activité des inhibiteurs présents dans les laits de Femme et de Va- 

che peut étre exprimée en pourcentage d'inactivation d'une quantité donnée 

de trypsine. Selon HEYNDRICKX (44) ,  cette activité est identique dans le 



lait de Femme et de Vache, elle serait maximale au troisième jourpost- 

parbum, lorsque 1 millilitre de Iait inhibe 50 à 70 c g  de trypsine. 

Le fait que HYANEK et al. ( 45 ) aient pu mettre en évidence ces  

inhibiteurs trypsiques dans les féces de jeunes animaux qui tétent es t  t r è s  

important. lï montre notamment que ces substances sont inserisibles aux 

conditions (pH, enzymes protéolytiques) qu'ils rencontrent dans l'estomac 

des animaux allaités et  qu'ils peuvent être actifs car  ils restent intacts, au 

niveau de leur intestin. Ces inhibiteurs trypsiques pourraient donc protéger 

certains protéides de l'action des enzymes digestifs. 

Ainsi, en inhibant l'hydrolyse trypsique de lacténines protidiques pos- 

sédant une activité bactéricide ou bactériostatique, les inhibiteurs trypsiques 

peuvent jouer un r61e dans la protection intestinale du nourrisson. 

2 - LE LYSOZYME 

a - Caractères généraux 

Le lysozyme est  une glycosidasè qui est capable d'hydrolyser la muré- 

ine, principal élément pariétal des Bactéries, eii coupant les liaisons glyco- 

sidiques de l'acide N-acétyl muramique. Il s'agit donc d'une N-acétyl murami- . 

dase-. Cette protéine, isolée généralement du blanc d'oeuf, existe également 

dans les sécrétions lactées de nombreux Mammifères, et  aussi dans d'autres 

liquides d'excrétion comme les larmes. 

Dans le tableau II (p. 19) sont rassemblées les  principales caracté- 

ristiques des lysozymes des laits de Femme et de Vache. Le lysozyme du lait 

de Femme , de constante de sédimentation 2,19 S, possède une activité 

enzymatique importante (3,s fois celle du lysozyme isolé du blanc d'oeuf) ; 

son point isoélectrique est  de 11 et son pH optimal d'action se  situe à pH 

6,35. Le lysozyme de Vache lui, a une constante de sédimentation de 2 S, 

un point isoélectrique de 9,5 , un pH optimal d'action de 7,90, mais une ac- 

tivité dix fois moindre que celle du lysozyme du Iait de Femme. Cette diffé- 

rence est  accentuée par le  fait que le  taux de lysozyme dans le  lait humain 



TABLEAU II 

Caractères généraux des lysozymes de lait de Femme et de Vache (d'après 

SHAHANI - 46 -). 

-. + 

: Lait de Femme : Lait de Vache : 

................................................................. 
: Taux (en mg/l) 300 O ,  1 

: (50 à 2 000) : 

: Constante de sédimentation: 2,19 S 2,OO S 

: pH; 11 9,5 

: pH optimal d'action 6,35 7,90 

: Activité 3,5 unités : 0,35 unités : 



est environ 3 000 fois supérieur à celui du lait de Vache. ! 
b - Activité biolo~ique 

ROSENTHAL et LIEBER MAN (47) furent les premiers à soupçonner 

le rOle du lysozyme dans le  développement de la flore intestinale du nourris- 

son. PRICKETT et al. ( 48) ont montré que le lysozyme du lait de Femme 

se retrouve dans les fécès des nourrissons alimentés au sein, mais que le 

lysozyme du lait de Vache n'existe pas dans les selles des enfants nourris 

avec ce lait. 

VAKIL et al. ( 4 9 )  ont montré que, in vitro, plusieurs micro-organis- 

mes sont sensibles à l'activité des lysozymes du lait de Femme et de Vache. 

PRICKETT et al. ( 5 0 )  ont remarqué chez 11 espèces de Mammifères 

que le  rapport Bactéries Gram + / Bactéries Gram - dénombrées par copro- 

culture, suit le pourcentage de lysozyme dans les selles des jeunes animaux 

qui tetent et dans le lait de leur mère. Ainsi, chez les nourrissons, les  

chiots et  les chatons qui boivent du lait m a t e r n ~ l  riche en lysozyme, la flo- 

r e  fécale est  elle, à prédominance Gram +. 

HAENEL, GOLDBACH et GRUTTE (51) ont également remarqué l'in- 

fluence de l'alimentation du nourrisson sur la teneur en lysozyme et en germes 

ptréf iants  présents dans ses  selles. 

Il semble donc que le lysozyme du lait humain p i s s e  jouer directe- 

ment un rBle dans la protection au niveau de l'intestin du nourrisson, en in- 

tervenant dans un système de régulation de l'équilibre entre les différentes 

espèces, pathogènes ou non, de Bactéries. 

3 - LES GLOBULINES IMMUNES 1 
a - Caractères généraux 1 

Les immunoglobulines du lait de Vache, qui sont essentiellement des 

ïg G, représentent 50 à 75 p. 1 0 0  du taux des globulines immunes du colos- 

trum. Leurs caractéristiques sont rassemblées dans le tableau III (p. 22) ; 



elles ont la méme structure caractéristique (quatre chaînes, dont deux plus 

lourdes, réunies par  des ponts disulfure) que les Ig G sériques, la même 

masse moléculaire de 160 000. Outre ces Ig G, MACH PAHUD et ISLIKER 

( 5 2 )  ont caractérisé dans le colostrum de Vache, une IgA de sécrétion. 

Les globulines immunes du colostrum et du lait de Femme appartien- 

nent surtout, ainsi que le soulignent MONTREUIL CHOSSON HAVEZ (53) et 

MUR,ALT et al. ( 5 4 ,  à la classe des IgA. Dans le tableau III (p. 22) sont 

notées les  principales caractéristiques de ces IgA : leur constante de sédi- 

mentation (11 S) et  leur masse moléculaire (385 000) permettent de les  dis- 

tinguer des Ig A sériques. Ces différences sont dues à la présence d'un frag- 

ment supplémentaire appelé pièce de sécrétion ou PS, qui es t  commun, ainsi 

que le soulignent BISER.TE et al. ( 55) à toutes les IgA isolées des liquides 

de sécrétion. 

Ces IgA de sécrétion représentent 90 p. 100 des immunoglobulines 

du lait de Femme avec un taux évalué par certains auteurs à plus de 

30 mg/ml ; elles sont accompagnées d'Ig G et  de quelques Ig M. Dans l e  co- 

lostrum de Femme, HOWE et FAHEY ( 56) e t  ISMZAKA et al. (57 ) ont mis 

également en évidence des traces d'Ig D et d'Ig E. 

b - R61e biologique 

Pendant longtemps le rBle biologique des immiinoglobulines du lait 

n'a été étudié qu'en fonction de la place qu'elles représentaient dans l'im- 

munité circulante acquise du nourrisson. Nous étudierons donc tout d'abord 

cet aspect de la question , puis nous aborderons un problème évoqué plus 

récemment : celui de la participation des immunoglobulines dans la protec- 

tion de l'intestin. 

O( - Activité des a n t i c o s  ---------------- 
- L'activité des anticorps du lait de Vache est  très importante p a i r  

le Veau, on peut même dire qu'elle est  vitale. En effet, celui-ci ne possède 



TABLEAU III 

Caractères généraux des globulines immunes du lait de Femme et de Vache 

. 
: Lait de Femme : Lait de Vache : 

: Globulines immunes 

: Taux 35 (colostrum) : 70 (colostrum) : 

(en g/l) : à 5 (20è jour) : 

: Taux (en g/1) : 0 , 3 6 ( 3 è a u S è j ) :  

: à 0,09 (9è au 26è): 
40 à 60 (colostrum) 

: Masse moléculaire 160 O00 

: Constante de sédimentation 

:'IFSA 

: Taux (en g/l) : 18 à 30 (colostrum) : Existe 

: à 1  (4è j . )  : dans le colostrum : 

: Masse moléculaire 

: Constante de sédimentation 11 ,4  S 10,8 S 

: IgM 

: Taux (en g/l) 1 , 6  (colostrum) 
Traces 



à la naissance aucun anticorps sérique et  c'est le lait maternel qui es t  pour- 

vu des anticorps dirigés contre de nombreuses Bactéries ou virus auxquels 

il doit faire face pendant les premiers jours de la vie. 

- Les immunoglobulines du colostrum et du lait de Femme sont éga- 

lement le  support de diverses activités anticorps, ainsi que le  soulignent les 

références regroupées par PAUPE e t  MEYER ( 58 ) et reproduites dans le ta- 

bleau IV (p. 24) t iré du mémoire de CHERON ( 59) sur  les immunoglobulines 

du lait. Les IgA du lait humain sont notamment dirigés contre le virus polio- 

myélitique, les Streptocoques, les Pneumocoques e t  les germes pathogènes 

les plus importants pour les nouveaux-nés : les E. coli du groupe O 

@ - Immunité circulante ----------------- 
Le phénomène d'immunisation passive par la mère chez le Marnmi- 

fère nouveau-né est  connu depuis longtemps et  on sait maintenant qu'il dif- 

fère selon le  type de placenta des différentes espèces. 

- Chez le Veau, l'immunisation est  réalisée par le colostrum de la 

mère car les IgG du lait sont capables de franchir la barrière intestinale du 

noiiveau-né. CHERON ( 60) présente dans son mémoire les différentes hypo- 

thèses d'absorption des globulines colostrales bovines sur lesquelles nous ne 

reviendrons pas. 

- Chez l'Homme, le problème du passage des globulines immunes 

n'est pas encore tout à fait résolu. On sait que le nourrisson possède, à la 

naissance, des anticorps circulants d'origine maternelle, qui ont traversé 

la barrière placentaire durant la vie foetale. Les travaux de VAHLQUIST 

(61 ) ont permis de montrer que le nouveau-né n'est pas capable d'absorber 

des anticorps apportés par l'alimentation ; BLANC ( 62 ) imprte ce fait à la 

nature de la muqueuse intestinale du nourrissoii e t  non aux anticorps du lait 



- 24 - 
TABLEAU IV 

Anticorps présents dans l e s  colostrum e t  lait  humain (d'après PAUPE et 
MEYER - 63-). 

ANTICORPS REFERENCES .................................................................. 
: Antitoxine diphté rique : LEMETAYER e t  al. (1950) ; 

: LTEBLING e t  SCHMITZ (1943) 
; VON GENDERSEN (1934) ; SUGG : 
: (1935) ; VIGNES e t  al. (1948) ; 
: AR.NON e t  al, (1959). 

: Antitoxine tétanique : DEBR.E m. (1930) ; : \  . ,  
: LEMETAYER e t  al. (1950). 

: Antistreptolysines : MALMAS e t  al. (1951) ; 
: NORDBRING (1957). 

: Antistaphylolysines : VIGNES e t  al. (1948) ; NORDBRING : 

: (1957) ; DOBIAS g t  al. (1957). 

: Anticorps coquelucheux : ADAMS e t  al. (1947). 

: Anticorps typhiques O e t  H : LECLAINDRE (1927) ; TIMMERMAN : 
: (1931) ; CASTAIGNE (1897) ; 
: SCHUBERT et  GRUNBERG (1949). : 

: Agglutinines dysentériques : WONG e t  WONG (1930). 

: Anticorps colibacillaires : ABRAHAM (1929) ; TOOMEY (1934) ;: 
: SCHNEIDER et  PAPP (1938) ; 
: MALMAS e t  al. (1951) ; AR.NON & : 
: & (1959) ; HODES (1964) ; 
: SUSSMAN (1961) ; ADINOLFI e t  al, : 
: (1966). 

: Anticorps grippaux : HUMMELER (1953). 

: Anticorps poliomyélitiques : SABIN (1 950) ; PINTER. (1953) ; 
: GONZAGA e t  al. (1963) ; HODES ef, : 
: al-. (1962) (1964) ; MICHAELS (1965) : 

: Anticorps anticoxsakie B 5 : HODES (1964). 

: HUMMELER (1953). : Anticorps ourliens 

: Anticorps vaccineux : WEISS (1939). 

P - 



humain, car  ces IgA se retrouvent dans le sang d'un veau alimenté au lait 

de Femme. Mais ces travaux sont remis en question depuis la mise en évi- 

dence de la structure particulière des anticorps humains. Certains auteurs, 

en effet, se  demandent si la pièce de sécrétion ne pourrait pas permettre le  

passage des IgA au travers de l'intestin du nourrisson. Cette hypothèse per- 

met en effet d'expliquer les constatations de ROBINSON ( 64), SYDON et 

FAXEN (&), WINBERG et  WESSNER ( 66) quant à la fréquence moins im- 

portante des infections des voies respiratoires, des méningites et  des sep- 

ticémies chez les bébés nourris au sein. 

- Protection de l'intestin ------------------- 
Bien que le passage des IgA du lait de Femme au travers de l'intes- 

tin du nourrisson soit douteux, ces immunoglobulines semblent jouer un rble 

important dans la protection du nourrisson. Ce fait a été récemment souli- 

gné par de nombreux auteurs dont PAU PE et MEYER ( 67) qui estiment que 

seulement 0,3 p. 100 des anticorps peuvent être absorbés par le nourrisson. 

En effet, plusieurs constatations permettent de penser que les IgA inter- 

viennent dans un système de défense local de l'intestin du nourrisson. 

- Les IgA de sécrétion sont, selon TOMASI BIENENSTOK ( 68) et 

HANSON et BRANDTZAEG ( 691, plus résistantes au changement de pH et 

aux enzymes protéolytiques que les IgA sériques ou que les autres immuno- 

globulines. KENNY et al. (70), MICHAEL et al. (71) et  GINDRAT et al. (72) 

ont d'ailleurs pu les mettre en évidence dans les selles de nourrisson. 

- Les IgA de sécrétion, selon TOURVILLE et TOMASI ( 73) sont 

les principales immunoglobulines de la majorité des sécrétions. TOMASI 

et  al. ( 74) ont, de ce fait, émis l'hypothèse que ces immunoglobulines 

protégeaient les membranes muqueuses de 1' agression bactérienne. Ce 

problème es t  évoqué dans la revue générale de HANSON et al. ( 75 ). 



- L'observation de WARREN et al. ( 76) qui ont constaté que les  en- 

fants nourris au sein sont plus résistants à la vaccination orale anti- 

poliomyélitique montre que les anticorps anti-virus du lait humain agissent 

au niveau du tractus digestif. 

- Le lien existant entre la santé et  notamment l'immunité locale de 

l'intestin, e t  la présence d'anticorps intestinaux qui a été mise en évidence 

en 1938 par  TORIKATAR et IMAIZUNIA est actuellement à l'étude. HUET 

et al. (77 ), par exemple, soulignent le r61e des Q A dans la protection de la - 
muqueuse intestinale; selon eux une partie des diarrhées,chez l'adulte, es t  

due à une atrophie des villosités provoquée par une diminution des Ig A. Ré- 

cemment, CERF et al. ( 78 ) ont montré également la corrélation qui existe, 

chez 66 sujets, entre la quantité d'IgA intestinale et  l'indice microbien. 

CRABBE ( 79) a montré, qu'à la suite d'infections, la synthèse des IgA par 

les plasmocytes de la sous-muqueuse de la paroi intestinale était augmentée. 

Le déficit en IgA peut même entrafner, ainsi que l'ont constaté JOHNSON 

et al. ( 80), une malabsorption et une anémie ferriprive, consécutive à la - 
dégradation des villosités de l'intestin. 

- Enfin, MICHAEL et al. ( 81) ont trouvé une relation entre le  taux 

d'anticorps et le nombre des Bactéries coliformes des selles de nourrissons ; 

les IgA inhiberaient donc, in vivo, la croissance de ces bactéries pathogènes. 

Ces diverses observations nous permettent de penser que les immu- 

noglobulines apportées par le  lait maternel, peuvent jouer un rble dans la 

protection de la muqueuse intestinale du nouveau-né. Il faut cependant con- 

venir que le rble biologique de ces globulines immunes est encore mal connu, 

e t  qu'on attend toujours les expériences prouvant qu'elles participent bien à 

la défense locale de l'intestin. Ce type d'expérience permettrait de revalo- 

riser l'allaitement naturel qui a régressé après la publication des travaux 

de VAHLQUIST ( 82) qui dénigrait l'importance des immunoglobulines mater- 

nelles. 



a - Caractères généraux 

Les principales caractéristiques des lactotransferrines du lait de 

Femme et de Vache qui ont fait I'ob jet d'un mémoire de SPIK ( 83 ) sont ré- 

sumées dans le tableau V (p. 28). Les deux protéines diffèrent par Ieur mas- 

se  moléculaire, Ieur point iso-électrique, leur pourcentage en oses. Le 

taux de fer  qu'elles peuvent fixer à saturation est de 1,47 p. 1000 ce qui 

permet notamment à BLANC et ISLTKER ( 84 ), MASSON et HEREMANS ( 85 ) 

et SPIK ( 86 ) d'affirmer qu'une molécule fixe au plus deux atomes de fe r  

sur ses  sites spécifiques. ll est à noter que le lait de Femme contient envi- 

ron 1 , 5  g de lactotransferrine par litre, alors que le lait de Vache n'en con- 

tient que 20 à 500 mg, mais que SCHUCHET - DERECHIN ( 8 7 )  a isolé de ce 

lait, un autre métallo-protéide semblable à la transferrine sérique qu'on ne 

trouve qu'à l'état de traces dans le lait humain. 

b - R61e biologique 

Le r61e biologique de la lactotransferrine du lait est encore bien mal 

connu. Pendant longtemps on s'est contenté de dire que cette glycoprotéine 

capable de fixer le  fer ,  devait être vraisemblablement une source de ce mé- 

tal pour le  tout jeune enfant. Dans un premier temps, nous envisagerons 

donc cette intervention de la lactotransferrine dans l'apport du fer au nour- 

risson, puis nous aborderons la question de l'activité intestinale de cette 

métalloprotéine, e t  particulièrement son r8le dans l'absorption du fer e t  

dans la protection de la muqueuse. 

4 - A j ~ o r t  du fer au nourrisson ---- 
- BLANC et  ISLïKER (88 ) ont émis, l'hypothèse que le  fer sérique 

abandonné par la transferrine au niveau de la glande mammaire, se fixe sur 

la lactotransferrine néoformée. Pour BLANC ( 89), la lactotransferrine au- 

rait un rBle primordial, ca r  elle permettrait l'introduction directe du fer  

dans le  lait et  que "le taux en fer du lait maternel serait en relation directe 



TABLEAU V 

Caractéristiques principales des lactotransferrines. 

. 
i l 

: Lait de Femme : Lait de Vache : 

- 

: Taux : 4,9 (colostrum) : 0,02 à 0,5 

(en g/l) : à 1,8 (à partir 10è j): 

: Masse moléculaire 77 O00 80 O00 

: Point iso-électrique 5,50 7,8 - 8,l 

: Pourcentage en oses neutres 3,l à4,l p. 100: 4,6 à5,6 p. 100 : 

................................................................. 
: Nombre d'atomes de fer  : 

: fixés 



avec le  taux de lactotransferrine synthétiséeT1. 

- MASSON ( 90) met en doute l'intervention directe de la lactotrans- 

ferrine dans l'apport du fer par la sécrétion mammaire. Son argument prin- 

cipal es t  qu'il n'existe aucune relation entre le taux de fer et  la concentra- 

tion en lactotransferrine dans les laits de différents Mammifères. MASSON 

n'écarte pas cependant totalement la lactotransferrine car,  selon lui, elle 

pourrait agir de la façon suivante : le fe r  de cette glycoprotéine pourrait 
l 

Btre capté par les cellules épithéliales de la glande mammaire au repos, et  ' 
être stocké dans des granules lipidiques. C'est l'élimination de ces granules 

dans les canaux galactophores en période de lactation qui serait à l'origine 

de la plupart du fer véhiculé par le  lait. 

Ainsi, il n'est pas encore prouvé que la lactotransferrine favorise, 

de façon importante, l'apport du fer au nourrisson. Cette hypothèse permet 

cependant d'expliquer facilement, par les  différences de taux de lactotrans- 

ferrine dans les deux laits, les considérations de BLANC f 91 ) et de divers 

praticiens qui ont remarqué que l'anémie par ferriprivation est  plus mar- 

quée chez les nourrissons alimentés au lait de Vache que chez ceux qui sont 

allaités par leur mère. Une différence d'absorption du fer au niveau de I1in- 

testin, qui es t  évoquée ci-dessous, pourrait également fournir une explica- 

tion à cette observation. 

f i  - Absor~tion intestinale du fer ------- --------------- 
L'absorption intestinale du fer traitée dans le mémoire de SPIK 

( 92) n'a pas encore été l'objet d'expériences convaincantes, et I1interven- 

tion de la lactotransferrine dans ce mécanisme n'a été étudiée que chez un 

animal d'expérience, le Cochon d'Inde, par DE LAEY et al. (93). L'hypothotèse 

la plus plausible concernant l'absorption du fer  chez l'adulte a été émise par 

HELBOCK et  SALTMAN ( 94). Selon eux, l e  fer dans le tractus digestif est  

sous forme d'ions ferriques chélatés. Ces chélates qui sont, suivant les  au- 



teu rs , des polyols, des glucides, des protides (dont la Iactotransferrine) 

ou des citrates, assurent un transport rapide et intense du fe r  dans la cellu- 

le  intestinale. DE LAEY, MASSON et HEREMANS ( 95) ont montré récem- 

ment par des expériences effectuées in vivo, chez le Rat et l e  Cochon d'Inde, 

que la lactotransferrine exogène diminuait ce transport et inhibait donc l'ac- 

cumulation de fer  au niveau de la paroi intestinale. La Iactotransferrine en- 

dogène endo-cellulaire du tractus digestif, aurait le même effet car son inac- 

tivation par l'action, sur la muqueuse duodénale, d'anticorps anti-lacto- 

transferrine provoque une augmentation de l'incorporation de fer dans les  

cellules intestinales. Une fois dans la cellule intestinale, les  chélates ferri- 

ques, dans le schéma de HELBOCK et SALTMAN ( 96) reproduit p. 31 

(figure 5), sont pr is  en charge par l'des chélateurs endogènes1' du cytoplas- 

me puis par des constituants de la partie séreuse de l'intestin, qui, asso- 

ciés l'A. T. P. , permettent le passage des chélates dans le  courant san- 

guin. 

\d - Protection de la muqueuse intestinale ---------------- ----------- 
La synthèse de protéines semblables à la lactotransferrine n'est pas 

seulement localisée au niveau de la glande mammaire. Cette protéine a été 

mise en évidence non seulement dans le lait, mais aussi dans la salive, 

l e s  sécrétions bronchiques, dans les tissus de l'estomac et  du colon, e t  dans 

le tractus génital. Cette large répartition soulignée par A'IASSON et al. ( 97) 

suggère que la lactotransferrine plisse jouer, tout comme les IgA de sé- 

crétion qui l'accompagnent souvent, un r61e dans la défense contre l'in- 

fection des surfaces épithéliales. 

Cette hypothèse semble se  confirmer car  on a pu démontrer que la 

lactotransferrine possèdait in vitro, une activité bactériostatique. Ce sont 

ces expériences, ainsi que les travaux de BULLEN et al. , qui sont l e s  seuls 

à avoir expérimenté in vivo sur le  r61e de la lactotransferrine, que nous al- 

lons envisager. 





Expérimentation in vitro 

- L'activité antibactérienne de la lactotransferrine, posée d'abord 

en hypothèse par MONTREUIL ( 99 ) , a été établie indépendamment, mais 

la même année par MASSON e t  al. (100), ORAM et  REITER (101) e t  BLANC 

(102. Elle s e  manifeste à l'égard de diverses Bactéries : Staphglococcus al- 

&, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa (MASSON et HER.EMANS -103 -) , 

Bacillus subtilis e t  B. stearothermophilus (ORAM et  REITER -104-), de E. - 
Coli (BULLEN, ROGERS e t  LIEGH - 105 -) et de champignons comme 

Candida albicans (KIRKPATRICK e t  al. - 106 -). 1 
Deux constatations ont permis de montrer que cette activité antibac- 

térienne était en relation avec la capacité de fixer le fer de la lactotransfer- 

- la lactotransferrine, une fois saturée en fer ,  perd s e s  pro- 

priétés bactériostatiques ; 

- la lactotransferrine, plus avide de fer  que la transferrine 

sérique, es t  capable d'inhiber la croissance de B. stearolhermophi- 

lus résistant à la transferrine. - 

Mode d'action : ---------- 
On pense que la lactotransferrine agirait en captant le fer du mi- 

lieu indispensable aux micro-organismes. Cet élément semble en effet, 

jouer un r81e dans le métabolisme des Bactéries. Il interviendrait, selon 

BULLEN, ROGERS e t  LEWIN(107) e t  MELCHING et WAS (108), dans l'ac- 

cumulation du RNA, e t  pourrait, comme l'ont démontré ROBBINS e t  

PEDERSON, chez les animaux supérieurs, é t re  en  relation avec la di- 

vision cellulaire. 

Expérience in vivo : 

L'expérience que BULLEN, R.OGERS et LEIGH (109) ont effectué 

chez le Cochon d'Inde dont le lait es t  riche en lactotransferrine, montre 



l'importance du r81e joué in vivo par la lactotransferrine. En effet, une 

surcharge en fer due à l'ingestion d'hématine par le jeune animal est  suivie 

d'une augmentation du nombre des E. coli au niveau de son intestin. 

Ces diverses expériences nous amènent à penser que la lactotransfer- 

rine du lait, qui n'est que partiellement saturée, perd son fer  au niveau de 

l'estomac du nourrisson, puis intervient dans I'intestin, sous sa forme apo, 

en captant le fer indispensable à la croissance de nombreux germes pathogè- 

nes. P a r  la suite, chez l'adulte, la lactotransferrine endogène secrétée par 

les cellules du tractus gastro-intestinal pourrait intervenir, de la même fa- 

çon, dans la protection de I'intestin. 

III - CONCLUSION 

Les connaissances acquises sur le  mécanisme de la protection in- 

testinale du nourrisson sont encore très fragmentaires. certaines expérien- 

ces que nous avons reportées permettent néanmoins de préciser que des  

protéides comme les inhibiteurs trypsiques, le lysozyme, les  immunoglo- 

bulines de type JgA et la lactotransferrine peuvent intervenir dans la dé- 

fense du nourrisson contre les Bactéries intestinales pathogènes. 

Comme le  lysozyme et les IgA ont été retrouvés dans les selles des 

nourrissons, on peut dire qu'ils sont, du moins en partie, intacts dans leur 

intestin et  de ce fait, capables de jouer le r61e bactériostatique qu'ils ma- 

nifestent in vitro. 

La même démonstration n'a pas encore éti! faite pour la lactotrans- 

ferrine qui se retrouve, comme les Ig A de sécrétion, dans l e  colostrum, le 

lait, la salive, les  larmes et les sécrétions nasales. Nous avons donc dans 

un premier temps, recherché ce constituant dans les selles de nourrissons 

alimentés au lait de Femme, afin de vérifier si il peut résister aux enzymes 



digestifs du nouveau-né et agir in vivo, au niveau de l'intestin. Puis, nous 

avons essayé d'isoler la lactotransferrine retrouvée dans les selles afin 

de déterminer principalement si elle conserve encore la capacité de fixer 

le fer dont dépendent son activité bactéricide et son r81e dans l'apport du 

fer  au nourrisson. 
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TR.AVAUX PERSONNELS 

1" - Mise en évidence de composants lactés dans les selles de nourrissons - 
Caractérisation et dosage de la lactotransferrine. 

2" - Isolement de la "coprolactotransferrine" par chromatographie d'affi- 

nité. 

3" - Etude de la "coprola~totransferrine'~. 



M I S E  E N  E V I D E N C E  D E  C O M P O S A N T S  L A C T E S  

D A N S  L E S  S E L L E S  D E  N O U R R I S S O N S  - 

C A R A C T E R I S A T I O N  E T  D O S A G E  D E  L A  L A C T O -  

T R A N S F E R R I N E .  

b 

Les travaux exposés dans ce'chapitre ont été effectués, non pas 

dans le cadre d'une étude systématique des composants des selles, mais 

pour tenter de mieux connaître les constituants du lait susceptibles de jouer 

un r81e dans la protection intestinale du ncurrisson e t  d'expliquer les  bien- 

faits de l'alimentation maternelle. Nous nous sommes limitée : 

1 - A la caractérisation d'oligosaccharides specifiques du lait de 

Femme dans les selles d'enfants allaités par leur mère. 

2 - A  la recherche, dans les selles de nourrissons alimentés naturel- 

lement au artificiellement, de certaines protéines auxquelles naus avons fait 

allusion dans les généralités : l'O( 1-antitrypsine (p. 17 ), les  IgA  (p. 20 ) 

et surtout la lactotransferrine (p. 27 ). 



MATERIEL ET METHODES s 
1 - PREPARATION DES ECHANTILLONS 

A - COLLECTE DES SELLES 

La plupart des selles que nous avons étudiées ou fractionnées ont 

été recueillies dans le Service chi Professeur DELECOURT de la Maternité 

Salengro de Lille. Elles proviennent de nourrissons âgés de 3 à 8 jours, et 

alimentés soit au sein, soit au lait artificiel "Galliazyme". 

Nous avons également bénéficié du précieux concours du Professeur 

FONTAINE du Centre Hospitalier Régional de Lille. Dans son Service de 

Pédiatrie ont été recueillies notamment, des selles d'un enfant de 6 semai- 

nes, qui avait reçu un supplément de lactotransferrine humaine dans s e s  

biberons de lait artificiel. 

Afin de minimiser les risques de dégradation, nous nous sommes 

efforcée de traiter, en chambre froide, e t  dans les plus brefs délais, l es  

différents échantillons recueillis journellement. 

Les selles sont mélangées, à + 4" C, avec au moins 20 fois leur  

poids d'eau additionnée de toluène. Lorsque le  mélange est  bien homogène, 

il est  filtré sur papier Whatman no 3. Le filtrat lyophilisé e s t  appelé 

Fraction S (Selles filtrées). Nous appelerons SF les  fractions de selles de 

nourrissons alimentés au lait de Femme et SV les fractions obtenues à par- 

tir de féces de nourrissons alimentés au biberon. 



Certains filtrats de selles ont été dialysés, 3 jours à + 4"C, dans 

des boudins Nojax 18 contre de l'eau permutée. Lyophilisés, ils constituent 

les fractions SD (Selles filtrées e t  dialysées). 

C - TAMISAGE MOLECULAlRE 

Le fractionnement des extraits des selles filtrées e t  lyophilisées 

(Fraction SF) est  réalisé par gel filtration sur colonne de Sephadex de type 

SG75, SGlOO et SG150. 

100 g de poudre de Sephadex sont mis à gonfler dans l'eau pendant 

24 heures, puis introduits dans une colonne de verre de 6 x 150 cm. La co- 

s lonne est  préte à l'emploi après passage d'une dizaine de l i tres d'eau déga- 

zée (débit 60 ml/h). 

1 , 5  à 2 g de fraction SF sont dissous dans 40 ml d'eau e t  centrifu- 

gés 15 mn à 4000 t/mn avant d'être déposés au sommet de la colonne. L1é- 

lution est  réalisée par de l'eau dégazée contenant 0,8 mg dlazide de sodium 

par litre. Le débit est  réglé à 50 ml/h, des fractions de 15 ml sont recueil- 

lies au collecteur de fractions. L'enregistrement à 253 mn permet de repé- 

r e r  le passage des substances de nature protidique. 

II - MISE EN EVIDENCE D'OLIGOSACCHARIDES 

Pour mettre en évidence les oligosaccharides présents dans le lait 

de Femme, nous avons utilisé les deux méthodes suivantes : 

A - Chromatographie sur papier. 

B - Electrophorèse sur  papier. 

A - CHR.OMATOGR.AP1-IIE SUR. PAPIER. 

La chromatographie sur  papier m a t m a n  no 3 M. M. es t  réalisée 

dans le solvant de JER.NLYN e t  1SHER.WOOD (110) ; la migration dure 40 heu- 

res. Le témoin utilisé est  le mélange d'oligosaccharides neutres présents 



dans la fraction dialysable du lait de Femme. 

B - ELECTROPHORESE SUR PAPIER 

L'électrophorèse en cuve ou toit est  effectuée avec le  tampon de 

MICHL (111) modifié par GRIMMONPREZ (113. Les dépots sont réalisés 

à 1 0  cm du bord anodique d'une feuille de papier m a t m a n  no 3, la tension 

appliquée est  de 7 V/cm et la durée de la migration est de 15 heures. Le 

témoin utilisé est un mélange d'oligcsaccharides présents dans la fraction 

adialysable du surnageant S9 du lait de Femme. 

III - MISE EN EVIDENCE DES PR.OTEINES 

A - METHODE ELECTROPHORETIQUE 

Nous avons effectué des électrophorèses sur bande d'acétate de 

cellulose dans le tampon de LAURELL (113 de pH 8,6. La migration e s t  

poursuivie pendant 1 h 30, sous une tension de llOV. La coloration des pro- 

téines est  réalisée avec le réactif à 1'Amidoschrwarz. 

B - METHODES IMhWNOLOGIQUES 

Après avoir mentionné la nature des antisérums utilisés, nous dé- 

crirons brièvement les deux méthodes immun~logiques que nous avons ap- 

pliquées (immunodiffusion double et immunoélectrophorèse). 

1 - LES ANTISERUMS 

Les antisérums que nous avons utilisés sont les suivants : 

a - ASH : Sé rum équin anti-protéines sériques humaines, ------ 
provenant de l'Institut Pasteur. 

b - AS aC 1 : Sérum de lapin de chez BEHR.INGWERKE, spé- ------- 



cifique de 1' Q( 1 antitrypsine. 

c - AS-LV : Sérum préparé au laboratoire, en injectant à un ------- 
lapin, quatre fois, à une semaine d'intervalle, 15 mg de lactosérum de Va- 

che additionnés d'adjuvant de Freund. 

d - AS-LF : Sérum anti-lait de Femme préparé de la même -------- 
manière que le  sérum anti-lait de Vache. 

e - AS-LTF : Sérum de lapin anti-lactotransferrine humaine -------- 
(LT F) . 

f - AS-&AA: Sérum de lapin anti-Ig A de sécrétion humaine. ----- 

Ces deux derniers antisémms sont préparés, au Laboratoire, en in- 

jectant 7 mg de lactotransferrine ou d'IgA du cc>lostrum humain. Leur mono- 

spécificité est  contrôlée par immunoélectrophorèse ; ils ne doivent révéler 

que l 'arc de la protéine qu'on a injecté aux lapins lorsqu'on les  met en pré- 

sence d'une solution de lactosérum à 5 ou 10 p. 100. 

2 - IMMUNODIFFUSION DOUBLE 

Nais avons utilisé la technique d'immunodiffusion radiale double 

d'OUCHTER.LONY (114) en utilisant le dispositif en rosette, soit sur  un 

support gélifié, soit sur cellogel. 

a - Sur s w o r t  de gélose ------ 
Des dépots de 2 )il d'antigène (à 1 p. 100 s'il s'agit d'une solution de 

protéine p r e  -LTF ou IgA- , à 10 p. 100 s'il  s'agit de lactosérum ou de 

fractions SG 1 des selles, à 40 p. 100 si on veut analyser des fractions S de 

selles brutes) sont effectués à 8 mm d'une cuvette centrale contenant 5 1 Y 
d'antisérum. Une diffusion de 5 heures es t  généralement suffisante pour as- 

* 



surer la formation des arcs.  Les plaques de gélose doivent étre ensuite la- 

vées pendant 2 jours dans de l'eau physiologique, p i s  dans de l'eau permu- 

tée ; après séchage sous papier m a t m a n  no 3, elles peuvent être colorées 

par l e  réactif à 1 'Amidoschwartz. 

d z - & r ~ u ~ 2 x t a e e ~ z i o ~ e l  

Sur support de cellogel les dép6ts sont de 1 y1 d'antigène et  de 2 1 t' 
d'antisérum. La diffusion es t  poursuivie pendant 18  heures. Les bandes de 

cellogel sont ensuite lavées, sous agitation magnétique pendant 2 heures 

dans du sérum physiologique, puis elles sont colorées par une solution d' 

Amidoschwartz. 

3 - IMWNOELECTROPHORESES 

a - Immunoélectro_phorèse classigu-e ------------ --------- 
Nous avons utilisé la méthode d'imrnunoélectrophorèse de GR ABAR 

et WILLIAMS (115). 

- sur gélose en suivant la technique de SCHEIDEGGER. (116) 

- et sur cellogel en procédant de la façon suivante : 

Deux dépôts ponctuels de 2 y1 d'antigène sont effectués à 4,5 cm du 

bord cathodique d'une bande de cellogel, on les soumet aux conditions d'élec- 

trophorèse classiques. Ensuite, on dépose entre les deux lignes de migra- 

tion une bande étroite de papier Whatman no 3 (5 x 0 , 2  cm) imbibée d'anti- 

sérum. La bande de cellogel est laissée dans la cuve d'électrophorèse pen- 

dant 18 h,  temps nécessaire à la diffusion. Les a rcs  de précipitation sont 

révélés au réactif à Z'Amidoschwartz après lavage du support. 

b - Technigue de fente courte 

Nous avons utilisé la technique de fente courte pour vérifier l'identi- 

té entre deux antigènes déposés de part et  d'autre du support de gélose. 

Pour ce faire, la fente d'antisérum es t  raccourcie afin qu'une des extremi- 

tés d'un a r c  formé puisse s e  raccorder avec l 'arc correspondant de l'autre 



d6p8t. 

IV - DOSAGE IMMUNOLOGIQUE DE PROTE INES 

Deux types de dosage irnmunologique, en milieu gélifié, ont été mis 

au point sur la lactotransferrine : llimmunodiffusion radiale simple selon 

MANCINI (117) et  l'électroimmunodiffusion d'après la méthode de LAURELL 

(118). Nous décrirons en détail la première technique qui a été appliquée au 

dosage de la llcoprolactotransferrine'l. 
l 
i 

A - PRINCIPE 

1 - IMWNODIFFUSION SIMPLE 

L'immunodiffu sion simple s'effectue dans un milieu gélifié contenant 

l'un des réactants du système antigène-anticorps, le plus souvent, l'anti- 

corps. Il se forme autour des puits qu'on remplit avec des solutions d1anti- 

gène, un complexe antigène-anticorps. Au point d'équivalence, tous les an- 

tigènes sont liés aux anticorps, un précipité insoluble se forme et s'immo- 

bilise dans l'agar sous forme d'un anneau blanchâtre. 

D'après FAHEY (11 9), à un temps donné, une forme de représen- 

tation graphique permettant le dosage de l'antigène, consiste à reporter le 

diamètre du cercle de précipitation (n) en fonction du logarithme de la con- 

centration en antigène (Ag) car 

n = K  log ( A g ) +  KZ 
1 e 

Dans la méthode de calcul adoptée par MANCINI (120) on exprime la 

surface délimitée par l'anneau de précipitation proportionnellement à la con- 

centration en antigène : 

S = So + K (Ag) 
3 

oit So est  la surface du puits. 



2 - ELECTROIMMUNODIFFUSION 

Le principe de cette méthode énoncé en 1960 par RESSLER. a été ap- 

pliqué par LAURE LL (1 21 ) au dosage des protéines plasmatiques. Cette mé- 

thode est fondée sur la migration électrophorétique et  la précipitation spéci- 

fique d'un antigène, à sa zone d'équivalence, dans un gel contenant l e s  anti- 

corps correspondants. L'aspect des lignes de précipitations obtenues es t  

celui de pics dont la surface est  proportionnelle à la quantité d'antigène., 

Lorsque les pics sont des triangles isocèles de base égale au diamètre du 

puits où sont introduits les antigènes, la mesure de la hauteur des pics, 

plus simple à effectuer, peut suffire pour tracer la courbe. En portant en 

ordonnée ces mesures et ,  en abscisse, le logarithme de la quantité d1anti- 

gène, on obtient une droite ou une courbe faiblement incurvée. 

B - MODE OPERATOIRE 

- Antisérum A-LTF 

- Gamme étalon de concentration croissante en lactotransferrine 

- Gélose ordinnaire 

- Agarose A 37 à 1 p. 100 dans le tampon véronal de r 0 , l .  

- Tampon véronal pH 8,6 

. solution mère : 

Véronal sodé 

Acétate de Na, 3 H O 
2 

17,66 g 

Eau q s p  21. 

(ajuster au pH avec HCl 1 N) 

. tampon ~ O , I  : 

Solution mère 

Eau distillée 

2 volumes 

1 volume. 

(x) Agarose A 37 : l'Industrie Biologique Française. 



2 - TECHNIQUE 

Les différentes étapes des techniques employées sont schématisées 

figure 6 (p. 45). 

a - Prépiration du sujport gélifié ----- -------- 
Au centre d'une plaque de 7,5 x 10 cm recouverte de 13,5 ml de gé- 

lose ordinaire, on découpe une fenétre de 7,5 x 2,5 cm. Dans cette fenetre 

on coule 3 ml d'une gélose spéciale obtenue en ajoutant 100 1 de sérum r 
anti-lactotransferrine humaine à 2,9 ml  de gélose A 37 maintenue à 37" C. 

b - Dép6t de l'antigène 

Dix trais de 1 , 5  mm de diamètre distancés de 7 mm et alignés au 

centre de la plaque sont effectués à l'emporte-pièce ; on y introduit, à l1ai- 

de d'une seringue précise, 2 1 de chaque solution d'une gamme étalon de r 
lactotransferrine aux concentrations variant de 0,25 à 2 p. 1000. 

c - Mesures --------- 
Les mesures des diamètres des anneaux de précipitation sont effec- 

tuées précisément au lecteur de profil Nikon après 24 heures, 48 heures e t  

72 heures. 

d - Electro-immunodiffusion .................... 
La diffusion peut etre remplacée par une électrophorèse sous 25 V 

pendant 2 heures à + 4" C ; en tampon véronal de pH 8,6 la lactotransferri- 

ne étant chargée négativement la migration se fait de la cathode à l'anode. 

Les lignes de précipitation sont visibles, on peut donc faire immédiatement 

les mesures de hauteur des pics pour tracer la courbe. 



Préparation du support ~ é l i f i é  

antisérum 

40" C -p - - -  - - - - -  // 
a.. # b 
5:. I . . ." I Encadrement 

I (- - - 
I 

- de gélose 

I ordinaire 
I 

gqose  A 37 + 1 
fenêtre de 7 , s  x 2,2 cm 

2 - Addition des solutions d'antigène 
, I 

1 
1 

1 :2 :3 :4 :6 

Solutions diluées d'antigène 

J I  

3 - Diffusion 

48 h, 20°C 

\ J 
4 - Mesures 

3'- Electrophorèse 

2 h,  25 V,  pH 8,6  

t 

Figure 6 : 

Schéma des différentes étapes du dosage des protéines par immunodiffusion radiale 

e t  électro-immunodiffusion. 

1 



1 - TR.AITEMENTS DES SELLES 

Nous ne donnerons dans ce paragraphe, que les  valeurs pondera- 

les  obtenues par traitement au par tamisage moléculaire des selles ; l'ana- 

lyse qualitative e t  quantitative des fractions SF et  SG obtenues sera abor- 

dée dans les  paragraphes suivants. 

Nous avons, à partir d'un poids donné de selles brutes, obtenu des 

rendements variables en fractions S . Le pourcentage d'eau dans les  selles 

n'est pas constant. Nous pouvons dire néanmoins, que les fractions S (sel- 

les  traitées) représentent 3 ,5  à 8 p. 100 du poids brut des selles. 

Lorsque le traitement des selles es t  complété par une dialyse, 

nous obtenons des fractions SD qui représentent environ 1 à 2,5 p. 100 du 

poids des selles brutes. Environ 60 à 75 p. 100 des fractions S sont dialy- 

sables. 

B - TAMISAGE MOLECULAIRE 

Par  tamisage moléculaire sur divers types de Séphadex, nous avons 

séparé deux fractions absorbant à 253 mn : SG 1 et SG 2. 

La fig. 7 (p. 47) représente le diagramme obtenu su r  Séphadex 

G 150. 

Pour 1 g de fraction SF injectée, on obtient en moyenne sur  Sépha- 

# 





dex SG 150,  240 mg de fraction SG 1 ,  130 mg de fraction appelée "inter- 

pic" ca r  elle correspond aux éluats compris entre les fractions SG1 e t  

SG2, et environ 450 mg de fraction SG2.  Le poids de SG2 est  approxi- 

matif ca r  cette fraction se  lyophilise mal, elle donne un matériel t rès  co- 

loré en brun verdâtre. Les fractions SG l e t  "inter picM , elles, donnent 

une poudre presque blanche. 

l Nous avons recherché des oligosaccharides spécifiques du lait de , 

Femme dans les selles de nourrissons allaités par leur mère (SF). 

Le chromatogramme 1 de la fig. 8 (p. 49) montre que, parmi tous 

les oligosaccharides neutres dialysables du lait de Femme, certains sont 

absorbés par le nourrisson alors que d'autres sont rejetés, tout au moins 

en partie, dans les  selles. En particulier, les constituants de masse mo- 

léculaire élevée tels les lacto-N-difucohexaoses (LNDH), l es  1acto-N- 

fucopentaoses (LNP) et  le lacto-N-tétraose et/ou lacto-N-néotétraose 

(LNT) sont rejetés. Les osides de masse moléculaire faible comme les  

fucosido-lactoses (FL) e t  le lactose (Lac) sont, par contre, absorbés par  

B - ELECTROPHORESE 

L'électrophoregramme II de la fig. 8 (p. 49) permet de repérer,  

dans les  fractions SF, certains oligosaccharides du lait. On peut noter 

l'absence de lactaminyl-lactose et  de pentasaccharides a - b e t  c qui sont 

présents dans l'adialysat de la fraction S du lait de Femme ; ils sont 
9 

donc absorbés par les nourrissons. On retrouve essentiellement dans la 

fraction adialysable des selles, des oligosaccharides neutres (1) et, dans 

la fraction dialysable du neuraminyl-lactose (NL) qui donne une tache rose 

I 



LNDH C> 
LNP ç7 'l - - - .  , 

‘NT 6 C3 
LD n I 

ph: 54 4 0 0 ~  15h 

Figure 8 : 

Chromatographie (1) et électrophorèse (II) sur  papier des oligosaccharides libres, dialysables 

(D) e t  adialysables (A), des selles de nourrissons alimentés du lait de Femme. 

TN = mélange des oligosaccharides, neutres e t  dialysables, au lait de Femme. 

LNDH = lacto-N-difucohexaose ; LNP = lacto-N-pentaoses ; LNT = lacto-N-tétraose et/ou 
O 

. . 

lacto-N-nététraose ; LD = lacto-difucotétraose ; F L  = fucosido-lactoses ; Lac = lactose ; 

S = adialysat de la fraction S du lait de Femme ; NL = neuraminyl-lactose. 
9 9 
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à lloxalate d'aniline. 

III - MISE EN EVIDENCE DE PROTEINES 

Nous donnerons successivement les  résultats obtenus par électro- 

phorèse ou par des méthodes immunologiques , lorsque nous avons analysé 

les selles de nourrissons alimentés au lait artificiel ou maternel. 

A - ANALYSE E LECTR.OPHOR.ETIQUE 

Dans la fig. 9 (p. 51) nais avons schématisé les électrophorégram- 

mes obtenus, sur  cellogel, lorsque nous avons fait migrer les fractions 

SDF et SDV. Nous voyons que nous n'avons pu obtenir de bonnes séparations 

mais que les fractions SDF donnent une bande supplémentaire, "Cr', du c6- 

té  de l'anode. Cette protéine migre cependant plus vite que la lactotrans- 

ferrine humaine. 

DESCAMPS (122 ) ayant démontré g i e  la lactotransferrine, associée 

à des glycopeptides, possède un comportement plus anodique sur cellogel, 

que la LTF pure, nous avons pensé que la bande supplémentaire obtenue 

avec les selles de nourrissons alimentés au lait de Femme pouvait ê t re  

due à la présence de lactotransferrine. Les résultats obtenus lorsque nous 

avons fait migrer des fractions SDV additionnées de 1 p. 100 de lactotrans- 

ferrine semblent étayer cette hypothèse car  l'électrophorégramme obtenu 

permet de distinguer la présence d'une bande supplémentaire migrant au 

même niveau que la bande "Cu. 

B - ANALYSE ITVIMIJNOLOGIQUE 

1 - CHEZ LES NOURR.ISSONS ALIMENTES AU LAIT MATER.NEL 

a - Avec le sérum anti-potéines sérwues humaines ASH, ---------------- -------, --------A 

(fig. 10 p. 52) : 



"c" 

SDF 

SDV 
+ 

LTF 

Figure 9 : 

Electrophorèses su r  acétate de cellulose de la lactotransferrine (LTF), de fractions 

de selles de nourrissons alimentés au lait de Vache (SDV) ou au lait de Femme (SDF) 

et  de fractions SDV additionnées de 1 p. 100 de lactotransferrine humaine (SDV + LTF). 

Tampon véronal de pH 8 ,6  ; 110 V pendant 1 h 30 ; Révélation par 1'Amidoschwarz. 



-" 'AS-LF 

Figure 1 0  : 

Mise en évidence des constituants sériques et  lactés des selles de nourrissons alimentés 

au lait maternel (SF) ou artificiel (SV). 

ASH = sérum anti-protéines sériques humaines 

AS-LF = sérum anti-lait de Femme . 
SH = sérum humain - L = lactosérum humain. 



Nous obtenons en général, deux arcs  semblables aux arcs  donnés 

par les IgA (a) et  l'O( 1-antitrypsine (o(1). 

b - Avec le sérum anti-lait de Femme : AS-LF (fig. 10  p. 52). .......................... 
Un mélange de fractions SF donne plusieurs a rcs  dont (a), (c) e t  

(6( 1) que nous avons tenté d'identifier avec des antisérums spécifiques. 

J 

c - Avec le sérum anti I g A  AS-'gA_ ---------------- -L--- 
Nous obtenons en immunoélectrophorèse , un arc  identique à l 'arc 

(a) avec tous les échantillons SF analysés. La présence d'Tg A dans toutes 

les féces de nourrissons alimentés naturellement est  confirmée par la tech- 

nique d'immunodiffusion double. 

d - Avec le sérum anti- d 1 a n t i t r ~ s i n e  ( A S - a )  : ....................... 
Un mélange de fractions SF forme un a rc  de précipitation ( 0( 1) dans 

la zone 0( , lorsqu'il est  analysé en immunoélectrophorèse contre l'anti- 

sérum AS-@. 

e - Avec le sérum anti-Iactotransferrine humaine AS-LTF : ---------------------------------2 

o(- E n immunoé1ectrophorèse 

. Sur gélose (fig. 11, p. 54) : ---------- 
Nous obtenons un a r c  identique à l 'arc [c) formé avec l'antisénim 

ASLF. Cet a rc  présente quelquefois une bifidité. 

La technique de fente courte nous a permis de montrer qu'il y a 

raccordement entre l 'arc bifide obtenu avec les fractions SG1 e t  la ligne 

de précipitation formée par la lactotransferrine du lait. 

. Sur cellogel (fig. 12, p. 55) : ----------- 
L'immunoélectrophorèse donne deux arcs  nets. L'un se forme au ni- 

veau de la bande "Cl1 que nous révélons par une électrophorèse parallèle, 



L'T F 

A - L T  F 

Figure 11 : 

Immunoélectrophorèses en gélose : 

- Mise en évidence de la lactotransferrine dans les  selles de nourrissons 

alimentés au lait de Femme (SF SF2). 1 ' 
- Identité avec la lactotransferrine isolée du lait de Femme (LTF). 

! h!:: [  
A.- LTF = Sérum anti-lactotransferrine humaine. 

-1 
'-1 



A LTF 

LTF 

k 

Figure 1 2  : 

* 

b 

Electrophorèse et immunoélectrophorèse, sur acétate de cellulose, de la lactotrans- 

ferrine isolée du lait de Femme (LTF) e t  de fraction (SF) de selles de nourrissons 

. 

allaités par  leur mère. 



l'autre migre moins rapidement e t  s e  situe au niveau de la lactotransfer- 

rine p i r e  . 

- En immunodiffusion double (fig. 1 3  p. 51) ------------------ 
Nous avons pu constater que certaines fractions donnent un seul a r c  

quand elles diffusent à la rencontre de l'antisérum A. LTF, alors que d'au- 

t res  forment deux lignes de précipitation. Les fractions SG1 obtenues à par- 

tir de ces deux types de selles nous ont permis d'obtenir des a rcs  de pré- 

cipitation t rès  nets. Les images d'immunodiffusion dauble montrent qu 'un 

des constituants des selles donne un a rc  qui s e  raccorde exactement avec 

celui obtenu avec la LTF. Il y a donc réaction d'identité totale de type 1 

selon OU CHTER LONY (123 ). L'autre composant donne une réaction de 

type TV ; on voit en effet qu'il se  forme, au niveau du raccordement, un 

éperon qui indique, par  sa position, que ce deuxième composant des selles 

a perdu un déterminant antigénique de la lactotransferrine du lait, mais 

possède.encore au moins un déterminant commun avec cette glycoprotéine. 

. , r -  Etude statistiquce- 

L'analyse d'échantillons SF provenant de 25 nourrissons différents 

allaités par  leur mère,  a toujours permis de mettre en évidence un seul 

au deux constituants réagissant avec le sérum AS-LTF. 

2 - CHEZ LES NOUR.R.ISSONS ALIMENTES AU LAIT DE VACHE 

a - Avec le sérum anti-potéines s é rkues  humaines ASH, ,,,---,-,,,,---, ,----,,, --------A 

(fig. 10 p. 52) : 

L'immunoélectrophorèse ne permet de mettre en évidence qu'un seul 

a r c  qui doit etre dû à l'O( 1-antitrypsine. 

b - Avec le sérum anti-lait de Vache (ASLV) 

Les fractions SV et  SDV (selles simplement traitées ou dialysées) 



LTF 

L T F  
i 

LTF 

A-LTF 

Fimre  13 : 

Immunodiffusion double en gélose, de la lactotransferrine humaine (LTF) e t  de 

fractions (SF ou SG1) de selles de nourrissons alimentés au lait de Femme. 

- Mise en évidence d'un seul (S F et  S G ) ou de deux a rc s  (S F et  S G ) 1 1 1  2 2 1 
' de précipitation avec un sérum anti-lactotransferrine (A-LTF). 

- Réaction d'identité, partielle (1) ou totale (2), entre les  constituants des 

selles e t  la lactotransferrine isolée du lait de Femme. 



n'ont donné aucun a rc  de précipitation, en immunoélectrophorèse comme 

en immunodiffu sion. 

c - Avec le sérum anti-lactotransferrine de Vache ................................... 
Nous avons pu confirmer l'absence de cette lactotransferrine dans 

les selles de nuurrissons alimentés au lait en poudre. Ce résultat nous a 

i 
amené à rechercher la lactotransferrine bovine dans le lait en poudre e t  

nous avons remarqué que des solutions concentrées de fractions protéini- 

ques de lait Galliazyme n'ont pas donné d'arc de précipitation avec cet anti- , 
sérum. I 

d - Avec le sérum anti-lait de Femme .......................... 
Un mélange de fractions SV donne deux arcs  de précipitation (fig. 10 

p. 52) ; l 'arc (a) et  l 'arc appelé (0( 1). L'absence de l'arc C de la lactotrans- 

ferrine est  confirmée par l'analyse contre llantisérum spécifique de cette 

protéine. 

e - Avec le sérum anti Ig& ---------------- 
6( - En immunoélectrophorèse 

Certains échantillons SV donnent un a rc  de précipitation ; d'autres 

ne donnent pas de réaction de précipitation. 

- En immunodiffusion double p - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
1 0  échantillons différents de selles (SV) ont été analysés. Ils don- 

nent une réaction de précipitation, mais les images obtenues sont plus ou 

moins nettes ; il semble donc que les féces des nourrissons alimentés a r -  

tificiellement contiennent des taux variables d' Ig A. 

f - Avec le sérum anti- cl anti-trypsine ----------------- ----- 
Un mélange de fractions SV a donné un a r c  de précipitation sembla- 

ble a l 'arc ( b( i). 



3 - CONCLUSIONS 

La principale conclusion que nous pouvons t i rer  à la mite de I1ana- 

lyse immunologique des selles de nourrissons, es t  qu 'il existe, chez les 

enfants nourris au lait maternel, de la lactotransferrine humaine, alors 

qu'on ne peut déceler cette glycoprotéine chez les nourrissons alimentés au 

lait artificiel. 

$ 

Dans les selles de nourrissons alimentés artificiellement et natu- 

rellement, on retrouve de 110( 1 antitrypsine et  des IgA. ïi semble néan- 

moins que le  taux dlIgA est  moindre dans les féces de nourrissons alimen- 

tés au lait en poudre. 

IV - ETUDE QUANTITATIVE DE LA "COPROLACTOTRANSFERRINE" 

Après avoir mis en évidence l'existence de lactotransferrine dans 

les selles de nourrissons alimentés au lait de Femme, nous avons voulu 

doser ce composé, appelé llcoprolactotransferrinen. 

1 - Pour déterminer la teneur en lactotransferrine de divers échan- 

tillons de selles d'enfants nourris au lait de Femme. 

2 - Pour suivre les enrichissements en ltcoprolactotransferrinell 

lors des différents fractionnements effectués sur les fractions SF. 

3 - Pour pouvoir déterminer s'il y a un rapport entre lactotrans- 

ferrine ingérée e t  'lcoprolactotransferrinell. 



A - MISE AU POINT DU DOSAGE PAR IMMCJNODIFFUSION DOUBLE 

1 - VER.IFICATION DE LA PROPORTIONALITE 

Les mesures des anneaux de précipitation obtenus à partir de diver- 

ses  solutions (0,25 à 2 p. 1000) de lactotransferrine humaine a p r b  24 h, 

48 h e t  72 h dediffusion, ont permis de montrer qu'après 48 h, les diamè- 

t r e s  des cercles obtenus pour les solutions les plus concentrées ne varient 
$ 

plu S. '> 

i, 
La courbe étalon représentée sur la fig. 14 (p. 61) montre que la I 

technique de dosage est  satisfaisante car  nous obtenons une droite en no- 

tant le carré  du diamètre mesuré en ordonnée e t  en abscisse, la concentra- 

tion de la solution d'antigène. Il y a donc bien proportionalité entre l 'aire 

déterminée par l'anneau de précipitation et la concentration en lactotrans- 

fe rrine. 

La fig. 14  (p. 61) permet également de voir que les plaques d'anti- 

corps que nous préparons peuvent étre également utilisées pour un dosage 

par électro-immunodiffusion car ,  là aussi, nous avons vérifié la propor- 

tionalité de la méthode. Néanmoins, cette technique étant plus longue, nais  

avons préféré utiliser par la suite l'immunodifîu sion simple. 

2 - APPLICATION AU P7 - P8. 

Nous avons employé la méthode de dosage par immunodiffusion sim- 

ple pour déterminer, à titre d'essai, le pourcentage de lactotransferrine 

dans une fraction du lactosérum appelée P7 - P8. Cette fraction donne un 

rendement d'environ 60 p. 100 en lactotransferrine lorsqu'elle est purifiée 

sur  CM-cellulose. Le pourcentage en lactotransferrine de la fraction P7 - P8 

que nous avons déterminé par immunodiffusion simple est  de 62 p. 100, ce 

qui nous permet de dire que cette méthode est  fiable. 



Diffusion : 48 h. 

/ 
Electrophorèse : 2 h, 25 V 

J 

Courbe d'étalonnage pour le  dosage immunologique de la lactotransferrine . 
2 

A - proprotionalité entre la concentration en lactotransferrine (C) et  le car ré  du diamètre (D ) de l'anneau 
,.:-y. 

) de précipitation obtenu par  immunodiffusion radiale simple. 
,' , * 

\-' 
B - proportionalité entre (C) e t  l e  logarithme de la hauteur (H) du pic de précipitation obtenu par  électro- 

immunodiffu sion. 



B - APPLICATIONS 

1 - ANALYSE DES SELLES TRAITEES (SF) 

Lorsque nous avons analysé des solutions à 10 p. 100 de fractions 

SF par la méthode de MANCINI (124), nous avons souvent constaté I1appa- 

rition de deux anneaux de précipitation. Seule la mesure du diamètre de  

l'anneau interne (qui est  toujours plus net) a été prise en considération afin 

d'éviter les  e r reurs  de dosage par excès. 

a - Etude statistkug ----------- 
Dans un premier temps, nous avons déterminé le pourcentage en 

"coprolactotransferrine" de vingt échantillons provenant de différents nour- 

rissons alimentés au lait maternel. Comme nous l'indique la fig. 15 B 

(p. 63), les  pourcentages en "coprolactotransferrinel', exprimés par rap- 

port à un poids sec de fraction SF, varient de 0,2 à 2 p. 100. Nous voyons 

que la majeure partie des échantillons analysés (70 p. 100) donne un pour- 

centage de 1 2 0,3  p. 100. Les valeurs les plus faibles (0,2 e t  0 ,4  p. 100) 

correspondent à 3 échantillons de nouveaux-nés âgés de 2 à 4 jours, qui ne 

prennent guère plus de 20 à 50 g de lait maternel par tétée. 

b - Etude cinétique 

Nous avons dosé la "coprolactotransferrine" d'un nourrisson alimen- 

té au sein en recueillant hebdomadairement ses  selles. La fig. 15 A (p. 63) 

montre que le pourcentage en llcoprolactotransferrine" qui es t  de 0,4 p. 100 

pour la première semaine, augmente jusqu'à 2 ,4  p. 100 la l l è m e  semaine. 

La valeur moyenne obtenue es t  de 1 p. 100. 

2 - ANALYSE DES FRACTIONS OBTENUES PAR TAMISAGE MOLE- 

CULAIRE (SG) 

Dans le  tableau VI (p. 64) nous avons fait figurer les rendements e t  

enrichissements en "coprolactotransferrine" déterminés en analysant, par 



1 2  3 4 5 6 7  8 9 10 11 12 semaines 

@2 1 13 2 % LTF 

Figure 15 : 

A .- Pourcentage de lactotransferrine dans les  fractions SI? des selles 
/ d'un nourrisson âgé de 1 à 1 2  semaines. 

B - Etude statistique du pourcentage de lactotransferrine dans les selles 

de vingt nourrissons alimentés au lait maternel (en ordonnée N = nombre d'é- 

chantillons SF ayant la teneur en lactotransferrine figurée en abcisse). 



TABLEAU VI J 

Fractionnements de 1 g de fraction SE' de selles sur divers types de Sephadex. 

: Type de : Pourcentage : Poids (en mg) des fractions 6luées : Enrichissemt: R.endement : 

: Sephadex :de ~~coprolac----------------------------------------. . en wcoprolac-: en "coprolac-: 

: utilise : totransferrine? SG 1 : "Inter-pic" : SG 2 : totransferrinetotransferrine'! 

: dans la frac- : : (pic 1/ frac- :pour la frac- : 

: tion injectée : 



immunodiffusion radiale, les fractions SG1 obtenues en fractionnant les  sel- 

les SF sur  divers types de Séphadex. 

Les rendements sont respectivements de 45, 89 et  98 p. 100 pour 

les Séphadex de type G75, G100, G150. Ces valeurs, nous permettent de  di- 

r e  que le Séphadex G150 est le mieux adapté à ce type de fractionnement. 

$ 
Cependant, ces rendements déterminés à partir des dosages immunologiques 

sont erronés ; en effet, la fraction appelée "inter-picM renferme, elle aussi, 

de la "coprolactotransfe rrineT' , il e s t  donc impossible d'obtenir un rende- 

ment avoisinant 100 p. 100 pour le pic 1. 

La méthode immunologique nous permet néanmoins de noter un enri- 

chissement net en "coprolactotransferrine", que nous évaluons à 400 p. 100, 

puisque la fraction SG1 obtenue sur Séphadex G150 donne, en solution à 2,s  

p. 100, un anneau de précipitation de diamètre voisin de celui obtenu avec 

une solution à 10 p. 100 de fraction S. 

3 - RAPPORT ENTRE LACTOTRANSFERRINE INGEREE ET 

"COPR.OLACTOTR ANSFERR INE" 

Nous avons essayé de déterminer le pourcentage de lactotransfer- 

rine présente dans les selles d'un jeune enfant nourri au sein,  et d'un nour- 

risson alimenté avec un biberon de lait en poudre additionné de Zactotrans- 

ferrine humaine. 

a - Chez un nourrisson alimenté au sein ............................ 
Deux séries d'expériences ont été effectuées sur  3 jours ; l'une lors- 

que le nourrisson était âgé de 7 semaines, l'autre lorsqufil avait 11 semai- 

nes. Pendant 3 jours, la quantité de lactotransferrine ingérée par l'enfant 

est  déterminée en totalisant la prise de lait de chaque têtée e t  en nous fon- 

dant sur un taux de 1,s g de lactotransferrine par litre de lait. La quantité 
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de "coprolactotransferrine" est ,  elle, calculée à partir du poids de la tota- 

lité des selles et  du pourcentage, déterminé par immunodiffiision, de "CO- 

prolactotransferrine" dans les fractions SF. 

Le tableau VI1 (p. 67) rassemble les diverses valeurs obtenues lors 

de la première expérience. Nous voyons qu'une faible partie de la lacto- 

transferrine ingérée est  rejetée dans les selles ; on peut évaluer ce pour- 

centage à 2,2 p. 100 lorsque le nourrisson est âgé de 7 semaines. 

Nous avons refait cette expérience chez le même bébé, mais un 

mois plus tard. La quantité de lait ingérée durant 3 jours atteint alors 

2 195 g, soit 2,7 g de lactotransferrine ingérée. La quantité de "coprolac- 

totransferrine", 23 mg, est  moindre que dans la première expérience mal- 

gré la teneur assez élevée en lactotransferrine des fractions SF recueillies, 

car  les selles sont beaucoup moins abondantes (= 2 g). Le pourcentage de 

lactotransferrine retrouvée dans les selles, est calculé à partir de ces va- 

leurs, il est  de 0 ,8  p. 100. 

b - Chez un nourrisson alimenté au lait artificiel additionné 

de lactotransferrine humaine. .................... 
Un enfant de 3, 650 kg, %gé de 8 semaines, et  alimenté au lait 

Gloria depuis sa naissance, a reçu pendant deux jours consécutifs (Jl e t  

52) 800 mg de lactotransferrine humaine. Cette ration de lactotransferrine 

a été simplement répartie et  dissoute dans chacun de ses  biberons. 

La totalité des selles du nourrisson est recueillie la veille de l'ex- 

périence,au jour Jl e t  52 et les deux jours suivants l'ingestion de lacto- 

transferrine (53 e t  54). 

Dans l e  tableau VI11 (p. 68) nous avons reporté les résultats obte- 

nus lorsqu'on a dosé la "coprolactotransferrine" des fractions SD. On peut 

voir que, si les selles de nourrisson ne contiennent habituellement pas de 



TABLEAU VI1 

Bilan sur la quantité de lactotransferrine (LTF) ingérée e t  de llcoprolactotransferrinell 

(llCLTF") rejetée par un nourrisson figé de 7 semaines e t  alimenté au sein. 

: Poids de : Quantité de : Poids des : Pourcentage : Quantité de : 

: lait ingéré : LTF ingérée : fractions SF : de "CLTF" : llCLTF" dans: 

: Jour : dans les frac: les fractions : 

: tions SF : SF 

: (en g) : (en g) : (en g) : ( e n p . 1 0 0 ) :  (enmg) : 

J1 830 1 2,4 1 24 

52  805 1 2,6 0, 8 20,8 : 

------------------------------------------------------------------------------. 
5 3  : 1 025 1 , 2  3,6 O,7 25,2 : 

: Total : 2 660 3,2 8,6 



Quantité de coprolactotransferrine ("CLTF") rejetée par un nwrrisson, âg6 de 8 semaines, alimenté 

au lait artificiel additionné de lactotransferrine humaine (LTF). 

: Quantité de LTF : Poids des fractions : Pourcentage de : Quantité de flCLTFfl : 

: ingérée (en g) : SD (en g)  : l1CLTFl1 dans les : dans les fractions : 

Jou r : fractions SD : SD (en mg) 

: (en p. 100) 

r==========3===================x====================================x================- - 
J O  O 0,3 O O 

J 1  0, 8 O ,  27 3,2 9 



"coprolactotransferrine" (J O), on retrouve ce composé dans les  selles de 

l'enfant l e  jour oii il absorbe de la lactotransferrine (J 1 et J 2) et le  lende- 

main. Au jour J 4, soit 48 h après la dernière ingestion de LTF on ne trou- 

ve plus de traces de "coprolactotransferrine". Lorsqu'on calcule le pour- 

centage de lactotransferrine rejetée par rapport à la dose ingérée, on trou- 

ve une valeur de 2,7 p. 100 qui est  proche de celle que nous avons détermi- 

née chez un nourrisson de 7 semaines allaité par sa mère (tableau VII, p. 
l 

67). 

1 



CONCLUSIONS E 
$ 1 - Les résultats que nous avons acquis lors  de la recherche, dans 

l e s  selles du nourrisson, de constituants lactés pouvant jouer un r61e dans 

sa protection intestinale nous amènent à souligner les points suivants : 

- Dans les selles de nourrissons alimentés au lait artificiel 

Les méthodes immunologiques que nous avons utilisées, ne na is  ont 

permis de mettre en évidence aucune protéine spécifique du lait de Vache. 

Cette absence d'arc de précipitation avec un anti-lactosérum de Vache a 

déjà été constatée par ROULET e t  Von MURALT (125). En recherchant 

dans un lait en poudre, des protéines du lait de Vache, naus n'avons p i ,  
l 

d'ailleurs, identifier que l7 0( -lactalbumine par immunoélectrophorèse. 

D'autres protéines telles que la lactotransferrine bovine, semblent perdre, 

au cours des procédés de préparation des laits en poudre (dilution, atomi- 

sation, lyophilisation.. . . ) leur capacité de réagir avec les anticorps cor- 

respondants. Il serait intéressant de voir si cette transformation, qui se  

traduit sans doute par la perte des sites spécifiques de la fixation anti- 

gène -anticorps, ne s'accompagne pas dvune dégradation du site de fixa- 

tion du fer dans le  cas de la lactotransferrine de Vache. 

Les seules protéines que nous ayions pu identifier dans un mélan- 

ge de selles de nourrissons alimentés artificiellement sont les IgA e t  

1' 0('1-antitrypsine. L'analyse de plusieurs échantillons de ces selles nous 

a montré que le  taux dlIgA est variable ; cette conclusion e s t  en accord a- 

vec les  constatations de MURALT e t  ROULET (126) qui n'ont pi mettre en 

évidence l 'arc des immunoglobulines Ig A que dans 7 cas sur 13, avec la 



technique d ' immunoélectrophorèse. Ces auteurs ont révélé également, 

dans 3 échantillons de féces, 3 arcs  de précipitation dus à des protéines 

sériques qu'ils n' ont pi identifier. 

- Dans les selles de nourrissons alimentés au lait maternel. 

Il existe, dans les selles de nourrissons alimentés au lait de Fem- 

me, des oligosaccharides spécifiques de ce lait. On sait que ces oligosac- 

charides sont des "L B Factors", c'est-à-dire qu'ils ont la propriété de fa- 

voriser la croissance des Lactobacillus bifidus. La présence de certains de 

ces oligosaccharides dans les selles permet d'affirmer qu'ils ne sont pas, 

en totalité, attaqués par des glycosidases dessucs digestifs, ni absorbés au 

niveau de la paroi intestinale et  qu'ils peuvent, à priori, exercer in vivo 

leur. activité LBF au niveau de l'intestin. 

Les protéines que nous avons mises en évidence dans les  selles de 

nourrissons alimentés par leur mère, sont les Ig A, 1' o( 1-antitrypsine, 

e t  la lactotransferrine. 

Nous avons remarqué que la présence des IgA est facilement mise 

en évidence, aussi pensons-nous qu'il y a ,  dans les selles d'enfants nourris 

au lait maternel, une plus grande quantité d'@A que dans los fécei de nour- 

rissons alimentés artificiellement. Une partie de ces Ig A, qu'on retrouve 

également dans les selles d'enfants nourris au biberon, aurait une origine 

endogène (sécrétion intestinale du nourrisson, ou, comme le  pensent 

MUR-ALT e t  R.OULET -127-,  passage des IgA du sang au travers de la pa- 

roi intestinale) et  une autre partie, spécifique des nourrissons alimentés 

au sein, serait d'origine exogène car  elle proviendrait du lait maternel in- 

géré: 

La présence de lactotransferrine humaine dans les selles d'enfants 

nourris au lait maternel a retenu notre attention. L'analyse qualitative et  



quantitative des selles nous permet de noter certains éléments concernant 

Ie taux, l'origine et  les méthodes de pirification de ce composé. 

2 - L'étude quantitative de la "coprolactotransferrine" nous permet 

de préciser les points suivants : 

b 
La Lactotransferrine a p étre mise en évidence dans tous les  échan- 

tillons des selles que nous avons analysés. Le taux de llcoprolactotransfer- 

rine'' dans les  fractions S des selles, varie de 0,7 à 1 , 3  p. 100 chez des 1 

nourrissons $gés de 4 à 7 jours. 

Malgré les difficultés rencontrées pour déterminer précisément la . 
quantité de LTF ingérée par un nourrisson alimenté au sein e t  pour recueil- 

lir quantitativement ses  selles, nous avons pu calculer le rapport entre la 

quantité de lactotransferrine absorbée e t  rejetée. Ce rapport est le même 

chez un nourrisson du même $ge, dont on a additionné le biberon de lait 

en poudre d'une quantité donnée de lactotransferrine. Ce résultat na i s  per- 

met de confirmer lforigine lactée de Za llcoprolactotransferrine". 

On peut enrichir les fractions S, obtenues à partir de féces de nour- 

rissons alimentés au lait de Femme, par passage sur Séphadex G 150. 

Cette méthode permet d'obtenir des fractions contenant environ 4 p. 100 

de "coprola~totransferrine'~. Le fait qu'on caractérise par des techniques 

immunologiques, la lactotransferrine dans tout le premier pic de gel fil- 

tration, mais également dans les éluats précédant la sortie du second pic, 

nous fait penser que la 'fcoprolactotransferrine" n'est pas une entité t r è s  

homogène, mais qu'elle est  constituée d'un mélange de constituants déri- 
I 

vants de la lactotransferrine du lait. C'est en partie pour vérifier cette hy- 

pothèse qui se  fonde également sur  la mise en évidence de deux composés 

réagissant avec les anticorps anti-lactotransferrine, que nous avons tenté 

d'isoler la c~~rolactotransferr ine.  



IIème PARTIE 

. 1 

ISOLEMENT DE LA " COPROLACTOTRANSFERRINE " 

PAR CHROMATOGRAPKIE D'AFFINITE 



La méthode de tamisage moléculaire nais  permet d'obtenir des 

fractions ne contenant que 4 p. 100 de "coprolactotransferrine". Les au- 

t r e s  techniques que nous avons utilisées pour pirifier la "coprolactotrans- 

ferrine',' telles le passage sur  C. M. et  D. E. A. E. -Sephadex, la précipita- 

tionau sulfate d'ammonium, ou llélectrophorèse préparative en veine liqui- 

de, ne na i s  ont pas donné de meilleurs résultats. Nous avons alors utilisé 

une méthode fondée sur  sa propriété de former des complexes avec les anti- 

corps anti-LTF. Cette méthode es t  la chromatographie d'affinité. 

Après l'énoncé du principe de la chromatographie d'affinité, naus 

décrirons le  matériel, les techniques dlinsolubilisation des anticorps, et 

les  conditions de fixation et  d'élution de l'antigène. 

1 - PRINCIPE DE LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

La chromatographie d'affinité est  une méthode d'isolement de molé- 

cules biologiques fondée sur  l'affinité qui existe entre certaines molécules 

qui peuvent s'unir par des liaisons ioniques, hydrogène ou de type Van Der 

WAALS. Cette affinité réversible est  dite '%iospécifique" ; elle ne se  mani- 

feste qu'entre composants ayant une structure tertiaire rigoureusement com- 

plémentaire comme un antigène et  un anticorps, l'analogue d'un substrat 

une enzyme, et une enzyme et son effecteur. 



Utiliser la chromatographie d'affinité consiste à t i rer  partie de  cet- 

te union spécifique e t  réversible entre deux molécules pour isoler l'une d'el- 

les. En effet, comme nous le  voyons fig. 16 (p. 76), si on insolubilise un 

anticorps, par exemple, on obtient un matériel capable de fixer spécifique- 

ment l'antigène correspondant. On peut, par lavage, éliminer les protéines 

du mélange à p r i f i e r ,  alors que l'antigène reste fixé au support insoluble ; 

il n'est élu6 que dans une étape ultérieure, dans des conditions de pH ou de 

force ionique permettant de dissocier le complexe antigène-anticorps. , 

Nous décrirons successivement les fractions contenant l'antigène 1 
(la "coprolactotransferrine") , les méthodes de préparation des anticorps, 

et  les agents insolubilisants que nous avons utilisés. 

A - FR.ACTIONS CONTENANT L' ANTIGENE 

Le matériel utilisé pour isoler la "coprolactotransferrine" consiste 

en un mélange de fractions SG 1 ou "inter-pic" contenant environ 4 p. 100 

de "coprolactotransferrine". La préparation de ces fractions, obtenues par 

tamisage moléculaire, a été décrite précédemment (p. 38 ). 

B - PR.E PAR.ATION D E S  FR.ACTIONS ENR.ICHIES E N  ANTICOR.PS 

Les immuno-adsorbants sont préparés généralement à partir de frac- 

tions enrichies en anticorps. En effet, l'insolubilisation d'un sérum complet 

peut amener des fixations non spécifiques sur  des protéines autres que les 

anticorps. 

Pour préparer, à partir d'antisérums de Lapin, des fractions riches 

en anticorps anti-lactotransferrine, nous avons employé deux méthodes dif- 

férentes : l'une d'elles es t  classique, c'est la précipitation au sulfate d'am- 

monium des immunoglobulines, l'autre est  fondée sur la chromatographie 



1 - Insolubilisation de llanticorps : 

3 - Lavage de llimmunoadsorbant : 

4 - Elution de l'antigène : 

Figure 16  : 

Schémas représentant l es  différentes étapes de llimmuno-adsorption. 



d'affinité puisqu'elle fait appel à l'emploi d'antigène insolubilisé pour iso- 

l e r  les anticorps homologues. 

1 - PR.ECIPITATION AU SULFATE D'AMMONIUM 

Nous avons appliqué la méthode de CAMPBELL (128 ) pour obtenir 

des fractions riches en anticorps. A 50 ml de sérum nous avons ajouté, 

goutte à goutte et  sous agitation, 25 ml d'une solution saturée en sulfate 

d'ammonium. Le pH est  ajusté à 7,s  avec de la soude 2 N et  l'agitation est  

poursuivie, à température de la pièce,pendant 2 h. Nous laissons le précipi- 

té se  déposer pendant une nuit à + 40 C, puis nous le  recueillons après une 

centrifugation de 30 mn à 3 000 t/mn. Ce précipité, dissous dans 25 ml de 

sérum physiologique, est  purifié par une ou deux autres précipitations au 

t iers de saturation en sulfate d'ammonium. 

2 - IMMUNO-ADSORPTION 

Pour essayer d'isoler des anticorps anti-lactotransferrine, nous a- 

vons utilisé la technique de WESTON et  AVRAMEAS ( 129). 

Nous avons préparé un irnmuno-adsorbant constitué de 60 mg de 

lactotransferrine greffée sur du Biogel P-300 par l'intermédiaire du glu- 

taraldehyde selon le protocole décrit p. 88 . Cet immuno-adsorbant e s t  

ensuite mis en présence de 20 ml de sérum anti-lait (AS-LF), pendant 30 

minutes à la température ambiante. Les eaux de lavage sont rassemblées, 

elles constituent la fraction LI ; les éluats obtenus dans les conditions dé- 

crites p. 90 sont rassemblés, ils forment la fraction EI. 

3 - CONTROLE DES ANTICORPS OBTENUS 

Pour controler que les fractions obtenues par ces deux méthodes 

contiennent des anticorps anti-lactotransferrine, nous les avons tout d'abord 

analysées en électrophorèse sur acétate afin de voir si elles sont riches en 



protéines migrant dans la zone des immunoglobulines. 

Ensuite, nous avons vérifié, par la méthode de OU CHTER LONY, 

que ces fractions contiennent des anticorps possédant la propriété de pré- 

cipiter, en milieu gélosé , avec la lactotransfe rrine. 

Enfin, nous avons voulu déterminer l e  rendement de la méthode au 
l 

sulfate d'ammonium et avons été amenée à doser les anticorps anti- 

lactotransferrine dans les sérums de départ et dans les culots de précipita- 

tion. Nous avons alors employé une méthode de dosage d'anticorps dérivée 

de celle de HEIDELBERG et KENDALL (130) en déterminant les points dté- 

quivalence par pesée des précipités antigène-anticorps ou par mesure, en 

ultra-violets, des solutions, dans la soude 0 , l  N, des complexes formés. 

Les titres(que nous exprimerons en mg de lactotransferrine fixée par ml  

dlantisérum ou de solution d'anticorps) sont en relation directe avec le taux 

d'anticorps, ~a isqu ' i l s  sont déterminés dans la zone d'équivalence où tous 

les sites de fixation des anticorps sont liés à un déterminant antigénique e t  

réciproquement. 

C - UN AGENT INSOLUBILISANT : LE GLUTARALDEHYDE 

Les différentes méthodes d'insolubilisation que nous avons utilisées 

sont décrites dans le  paragraphe suivant. Deux d'entre elles nécessitent 

l'emploi de glutaraldehyde (CHO - (CH2)3 - CHO ) . Comme l'insolubilisa- 

tion des anticorps dépend de la qualité de la préparation du glutaraldéhyde, 

nous décrirons, dans ce paragraphe, le moyen de caractériser et dté2imi- 

ner les produits de dégradation de l'aldéhyde glutarique. 

1 - ETUDE DU GLUTARALDEHYDE COMMERCIAL 

Le glutaraldéhyde que nous avons employé provenait de chez MERCK. 

Comme toutes les préparations commerciales, cette solution à 25 p. 100 



se  conserve mal même en flacon brun à + 4°C ; elle se  colore rapidement 

en jaune. 

Afin de caractériser la dégradation des solutions de glutaraldéhyde , 

naus en avons tracé le spectre d'absorption entre 210 et  320 mm car ,  selon 

FAHlMI et DROCHMANS (131), le glutaraldéhyde absorbe à 280 mm alors 

que ses  produits de dégradation photochimique et d'oxydation donnent un 

maximum d'absorption à 235 mm. 

La fig. 17 (p. 80) montre les courbes d'absorption dans l'ultra- 

violet de deux lots de gluraraldéhyde commercial (?) Ces courbes montrent 

deux maxima d'absorption : l'un à 235 mm, l'autre à 280 mm. Nous voyons 

que l'importance relative des deux sommets dépend de la durée de conser- 

vation du glutaraldéhyde. La préparation la plus ancienne (B) donne, en ef- 

fet, un pic majeur à 235 mm qui traduit un état de dégradation prononcé. 

2 - LE GLUTAR.ALDEHYDE TRAITE AU CHARBON ACTIF 

~ous 'avons ajouté 20 g de charbon actif (=) à 200 ml de solution com- 

merciale à 25 p. 100 de glutaraldéhyde. Après un contact de quelques minu- 

tes, la solution est  filtrée sur Buchner. 

La courbe d'absorption de la solution obtenue (courbe C, fig. 17,  

p. 80) montre que la plupart des substances étrangères absorbant à 235 mm 

sont éliminées. 

III - INSOLUBILISATION DES ANTICORPS 

Nous avons employé, pour insolubiliser les anticorps anti-lactotrans- 

ferrine, une méthode physique e t  des méthodes chimiques permettant de lier, 

par covalence, les protéïnes : 

soit entre elles avec le glutaraldéhyde (protéines réticulées), 

soit sur un support de polyacrylamide ou de Sépharose (protéines I 
greffées). 

.--------------------------------------------------------------------------------------------- 

(x) Glutaraldéhyde à 25 p. 100 - MERCK - R.éf. 4 239. 
(mc) Charbon actif MERCK - Réf. 2 186. 

-- 



Figure 1 7  : 

Courbes 'd'absorption dans l'ultra-violet : 

A : : du glutaraldéhyde commercial MERCK, juste après réception. 

B : * - O  : du glutaraldéhyde commercial MERCK conservé plus d'un 

mois à + 4" C 

C : + + : du glutaraldéhyde traité au charbon actif. 



A - METHODE PHYSIQUE 

1 - PRINCIPE 

CARREL e t  BARANDUN (132) ont récemment obtenu un immuno- 

adsorbant convenable en enserrant des anticorps dans un gel de polyacryla- 

mide. ns ont établi les  pourcentages dlacrylamide et de N-N' méthylène- 

bis-acrylamide qu'il faut respecter pour obtenir des mailles assez lâches 

pour permettre la formation du complexe antigène-anticorps durant l'étape 

de fixation. 
1 

2 - MODE OPERATOIRE 

A 30 mg d'anticorps, on ajoute 5 ml d'une solution composée com- 

me suit : 

Acrylamide (XI 7,5 g 

Bis (N, NI -Méthyléne bisacrylamide) ") 2 , 5 g  

Eau qsp 100 ml. 

. Après addition de 0,2 ml d'une solution aqueuse de riboflavine (-1 

à 0,03 p. 100, on laisse le mélange sous azote pendant 10 mn, p i s  on l e  

place 2 h devant une lampe fluorescente. La polymérisation peut également 

être activée par addition d'un grain de persulfate d'ammonium. Le gel ob- 

tenu es t  dispersé en petites particules, wis lavé avec du tampon Tris- 

Na Cl, 0 , l  M, pH 7,5 avant dlétre monté en colonne pour l'étape de fixation 

e t  d'élution décrite p.91 

B - METHODES CHIMIQUES 

1 - PROTEINES RETICULEES 

.--------------------------------------------------------------------------------------------- 
(x) Acrylamide : EASTMAN ORGANIC CHEMICALS (en France chez TOUZART 

et MATIGNON). 

(xx) Bis : EASTMAN ORGANIC CHEMICALS. 

(xxx) Riboflavine (Vitamine B2) : TOUZART et MATIGNON - 3 rue Amyot - 
Paris Vème. 



a - Princke- ------ 
Par formation de liaison covalente entre molécules de protéines 

on peut obtenir un réseau insoluble. L'emploi de réactifs bifonctionnels per- 

met de former facilement des immuno-adsorbants propices à la chromato- 

graphie d'affinité. Parmi ces réactifs, l e  glutaraldéhyde est  le plus souvent 

employé, notamment selon le protocole décrit par AVRAMEAS et al. (133). 

b - Mode opératoire 

A 250 mg d'anticorps dissous dans 5 ml de tampon phosphate 0,l M 

pH 7, on a joute, sous agitation magnétique, 1 ml de glutaraldéhyde à 2,5  

p. 100 dans ce tampon. La polymérisation commence instantanément, elle 

est  complète après un repos de 3 h à la température du laboratoire. La pré- 

paration de llimmuno-adsorbant se poursuit en le dispersant dans 5 ml d'eau 

puis en l'homogénéisant dans du tampon phosphate 0,2 M pH 7,3. Les fines 

particules obtenues sont ensuite lavées avec une solution tampon glycine- 

HCI 0 , l  M pH 2,8, puis Dar 500 à 750 ml de tampon phosphate. L1imrnuno- 
- 

adsorbant est  pret à l'emploi lorsque le  surnageant obtenu - après centrifuga- -- -. 

tion lors du dernier lavage, a une densité optique à 280 nm, inférieure à 0,04. 

2 - PROTEINES GREFFEES 

Les immuno-adsorbants de ce type sont constitués d'un support va- 

riable, sur lequel on greffe, par liaison covalente, la protéine à insolubi- 

liser. Contrairement à ce qui se passe dans le cas des protéines réticulées, 

la protéine insolubilisée est  homogène e t  llimmuno-adsorbant obtenu peut 

é tre  utilisé en colonne. De plus, la protéine n'est impliquée que par une 

seule liaison dans la structure qui permet son insolubilisation. Elle consti- 

tue donc un meilleur "appât1' pour la protéine complémentaire qui doit se  

fixer sur elle lors  de l'immune-adsorption proprement dite. 

Personnellement, nous avons utilisé trois supports différents ; nous 



décrirons successivement la préparation de ces trois types d'immuno- 

adsorbants. 

a - L'EnzyacryZ-polythiolactone ------ 
Oc - P r i n c i p ~  

L' "Enzyacryl polythiolactonef' dont la formule est  donnée fig. 18 

(p. 84) est un polymère qui, sur  ses groupements thiolactone, peut fixer 

des protéines, soit par leurs groupements hydroxyls aliphatiques ou phéno- 

liques, soit par leurs groupements aminés (fig. 19 - p. 85). 

Ce polymère a l'avantage de ne pas nécessiter de préactivation ; 

nous décrirons donc brièvement le mode d'emploi que nous avons suivi en 

soulignant que ce support a été commercialisé pour insolubiliser des enzy- 

mes, mais qu'il n'a pas encore été employé eii vue d'une fixation réversi- 

ble d'un antigène. 

/3 - Mode opératoire- 

30 milligrammes d'anticorps dissous dans 40 ml de tampon phospha- 

te 0 , l  M pH 6 sont a joutés à une suspension de 80 mg dlEnzacryl- 

Polythiolactone dans 10 ml du meme tampon. La suspension est laissée 

5 h sous agitation à O°C, p i s  est centrifugée. Le précipité est lavé 3 fois 

par 10 ml de tampon acétate 0 , 2  M pH 5, p i s  avec le même tampon addi- 

tionné de saccharose et  de chlorure de sodium 1 M. Après les différents la- 

vages, le précipité est  suspendu dans 10 ml de tampon phosphate 0,05 M 

pH 7,6. 

b - Le Sépharose activé par le bromure de cyanogkn. 

04- Principe 

Le Sépharose qui est un dextrane, une fois activé par le bromure de 

! cyanogène, peut, comme nous le voyons sur  la fig. 20 (p. 86), acquérir des 

groupements amines où vont se  l ier,  par covalence, les fonctions hydroxyles 

de la protéine à insolubiliser. .............................................................................................. 

(x) Enzacryl - Polmiolactone : KOCH - bIGHT Laboratoires LTD (en France 
SOCHIBO, 3 rue Carnot - 92 - BOULOGNE1 



Or, 
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Figure 19  : 

Mode d'insolubilisation d'enzymes su r  llEnzacryl-Polythiolactone - 
Condensation sur  les  fractions hydroxyIs ou sur  les  fractions amines. 



Activation : 

Couplage : 

C1 O-C 

O H  

Figure 20 : 

i- O-C-O-N H, 

t O /-j Carbamate 
inerte 

Imidocarbonate réactif 

O H  
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Carbamate substitué 

Mécanisme de l'activation d'un support d'agarose par le bromure de cyanogène l 
et du couplage d'une protéine (P) (d'après AXEN e t  ERNBACK - 134 -). 1 



Nous avons employé la méthode préconisée par CUATRECASAS (135) 

pour fixer des anticorps anti-lactotransferrine à du Sépharose 4 B. Nous dé- 

crirons successivement les différentes étapes de cette technique : 

(1) - Activation du Sépharose par le bromure de cyanogène 

(2) - Fixation de la protéine 

(3) - Contrble de la substitution du support. 

f l  - Mode opératoire 

(1) - Activation -------------- 
Sous une hotte bien ventilée, on a joute à une suspension de 10 ml de 

Sépharose 4 B dans 10 ml d'eau, 1 , 5  g de bromure de cyanogène. La réac- 

tion doit se faire à 20" C et  à pH 11. De la soude 4 N est  ajoutée, sous l e  

contrble d'un pH-stat, pour neutraliser le dégagement de l'acide bromhydri- 

que produit par la condensation des ions cyanure sur les fonctions -OH du 

Sépharose. Au baut de 10 mn, la réaction est  terminée ; on verse le Sépha- 

rose activé dans un petit Büchner contenant de la glace pilée. 

(2) - Fixation ------------ 
Avant de fixer la protéine, on lave le Sépharose par 150 ml de tam- 

pon borate 0 , l  M pH 6,5 froid. On mélange ensuite la protéine, dissoute 

dans 10 ml de ce même tampon,au Sépharose lavé. Ce mélange est  trans- 

vasé dans un bécher pour pouvoir le mettre ensuite sous agitation, pendant 

toute une nuit à 4" C. Il es t  à noter que cette étape (lavage e t  fixation) doit 

Atre la plus courte possible ; il ne doit pas se  dérouler plus de 90 sec. en- 

t r e  le moment où la réaction d'activation s'arrête, et  celui où le Sépharose, 

mélangé à la protéine, est  mis à 4°C. Le Sépharose est  ensuite lavé sur  

Biichner, p i s  en colonne suivant le protocole de la p.92 

(3J - Contr6le de substitution - -------a---------------- 
CUATRECASAS (136)  préconise un contrôle simple pa i r  vérifier si 

la protéine additionnée au Sépharose a bien été fixée. A 0,5 ml d'une suspen- 



sion de Sépharose dans de l'eau distillée, on ajoute 1 ml d'une solution sa- 

turée de borate et  3 gouttes d'une solution aqueuse de T N B S (2, 4, 6 tri- 

nitrobenzène sulfonate) à 3 p. 100. La coloration que prend le Sépharose 

après deux heures indique s'il  es t  substitué par la protéine et quel es t  le 

type de fonction de cette protéine qui a réagi. 

c - Le Biogel activé ga r  leduraraldéhybe_ ------- ------ --- ------ 
04 - Principe 

Nous avons employé le procédé de TERNYNCK et AVRAMEAS (137). 

La première étape consiste en une activation du Biogel par l e  glutaral- 

déhyde. Une des fonctions aldéhydiques de cet agent bifonctionnel est  liée 

par covalence aux billes de polyacrylamide. Sur l'autre pourra etre fixée 

la protéine qu'on veut insolubiliser ainsi que le montre la figure 21 (p. 89). 

f i  - Mode opératoire 

(1) - Activation -------------- 
20 ml de Biogel P 300 hydraté et  lavé sont suspendus dans 100 ml 

d'une solution de glutaraldéhyde à 6 p. 100 dans un tampon phosphate 0 ,1  M 

à pH 7. Après un contact d'une nuit à 37" C,  on lave abondamment le mé- 

lange avant d'y fixer la protéine. 

i2) - Fixation de la protéine ........................ 
On ajoute par ml de gel activé 1 à 2 mg de protéine dissoute dans 

1 ml de tampon phosphate. Après agitation à la température du laboratoire , 

pendant une nuit, l e  gel es t  de nouveau lavé jusqu'à ce que la densité opti- 

que à 280 nrn des eaux de lavage soit inférieure à 0,05. 

Pour éviter que les fonctions aldéhydiques du glutaraldéhyde qui ne 

seraient pas bloquées, puissent contracter des liaisons de covalence avec 

les  protéines du mélange à purifier, on suspend le gel dans un volume de 

solution de lysine à 0 , l  M e t  à pH 7,4, pendant 18 heures. Après lavage 

par du sérum physiologique, quelques ml de tampon glycocolle-HCL 
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Figure 21 : 

Schémas représentant le principe de l'isolement de la 

(LTF) des selles, par chromatographie d'affinité sur des anticorps homo- 

logues insolubilisés par la méthode de TERNYNCK et AVRAMEAS (138). 



0,2 M e t  pH 2,8  e t  d'une solution de phosphate disodique 0 ,2  M, le gel 

est pret pour la chromatographie d'affinité. 

IV - FIXATION ET ELUTION DE L'ANTIGENE 

L'étape de fixation spécifique de l'antigène su r  I'immunoadsorbant 

est réalisée soit en "batch" (pour les  protéines insolubilisées par le  gluta- 

raldéhyde e t  sur Z'Enzacryl), soit en colonne(pour les  protéines enchassées 

dans un gel de polyacrylamide ou insolubilisées par la méthode au bromure 

de cyanogène), 

A - PROCEDES E N  "BATCH" 

1 - FIXATION 

10  ml de tampon phosphate 0,2 M contenant l'antigène à fixer sont 

ajoutés à 200 mg ou 10 ml d'immune-adsorbant . Le mélange es t  placé sous 

agitation douce pendant 30 mn à la température du laboratoire pour permet- 

tre la formation de liaisons entre l'antigène et  l'anticorps insolubilisé. 

2 - LAVAGE 

L1immuno-adsorbant es t  ensuite lavé par du tampon phosphate addi- 

tionné de chlorure de sodium (4,25 g/l) afin d'éliminer tous les  composés 

qui ne sont pas fixés spécifiquement aux anticorps. Toutes les eaux de la- 

vage sont rassemblées, dialysées e t  lyophilisées ; elles constituent la frac- 

tion appelée LI (lavage immuno-adsorbant). 

3 - E LUTION 

Pour détacher les  antigènes de l'immuno-adsorbant on le met 5 mn 

sous agitation en présence de 5 ml de tampon glycocolle-HCl O ,  1 M pH 2,8 

Une centrifugation de 1 5  mn à 10 000 t/mn permet de récupérer l'immuno- 

adsorbant qui es t  traité une seconde fois par le tampon d'élution. Les deux 

éluats rassemblés e t  neutralisés sont passés sur  un filtre millipore de 0,45 . Y 



- Dialysés e t  lyophilisés, ces éluats forment la fraction EI 1. Le deuxième 

Bluat E I  2 es t  obtenu en lavant plusieurs fois l'immune-adsorbant par 10  ml 

de la solution de chlorure de sodium tamponnée. Ce tampon permet de pour- 

suivre l'élution sans dégrader I'immuno-adsorbant qui es t  de nouveau pret  

à l'utilisation lorsque la densité optique du surnageant de l'ultime centrifu- 

gation es t  nulle à 280 nm. 

B - PROCEDES EN COLONNE 

1 - COLONNE DE POLYACRYLAnTIDE 

a - Fixation de l ' an t igm -------------- 
La colonne (29 x 1 cm) de chromatographie,que nous avons montée 

avec I'immuno-adsorbant constitué du gel de polyacrylamide (p. 82) mé- 

langé à 1 g de Biogel P2 (50 - 100 meshs),permet d'obtenir un débit de 

35 ml/h. Pour réaliser la fixation, on injecte la solution contenant l'anti- 

gène à isoler au sommet de la colonne. 

' b= ~ a v a g e d e  l'immune-adsorbant 

On lave ensuite la colonne avec du tampon TRIS-NaCI 0 , l  M pH 7,5 

jusqu'à ce que la densité optique à 280 nm des eaux de lavage soit inférieu- 

r e  à 0,Ol. 

c - Elution de l'antigène ------------- --- 
Un éluant préconisé par de SAUSSURE e t  DANDLIKER (139) e s t  uti- 

l isé pour décrocher l'antigène ; il s'agit d'une solution 3 M de thiocyanate 

de sodium qui permet la dissociation du complexe antigène-anticorps à pH 6. 

2 - COLONNE DE SEPHAROSE 

a - Fixation de llantig&inz -------------- 
10 ml de Sépharose 4B  substitué (p. 88 ) sont introduits dans une 

colonne de 15 x 1 cm. Le débit étant réglé à 16 ml/h, on lave le Sépharose 



pendant une nuit avec du tampon borate 0,l M pH 8,5 NaCl 1 M, pendant 

24 h avec un tampon acetate pH 4,l molaire en NaCl, puis avec de l'acéta- 

te de sodium 0,01 M. Après ce lavage intensif l'effluent doit avoir une den- 

sité optique de O à 280 nm. On peut alors ajouter l'antigène (dissous dans 

un tampon phosphate 0,l M pH 6,5) au sommet de la  colonne. 

b - Lavage de l'immunoadsorbant 

Le lavage par du tampon phosphate 0,l M pH 6,5 est  poursuivi jus- 

qu'à ce que les eaux récupérées (LI) n'absorbent plus à 280 nm. 

c - Elution de Ifantig&~ee ------------- 
On élue les  protéines fixées par une solution d'acide acétique à pH 3 

ou par un tampon glycocolle-HC1 pH 2,8. Les éluats dialysés e t  lyophilisés 

constituent la fraction E 1. 



Nous exposerons successivement : 

1 1 - Les résultats concernant la préparation de fractions enrichies , 

en anticorps. 

II - L'étude critique des différentes techniques d'immune-adsorption 

utilisées. 

III - L'application de la chromatographie d'affinité à l'isolement de la 

"coprolactotrhnsferrine". 

1 - PREPARATION DE FRACTIONS ENRICHIES EN ANTICORPS 

A - PRECIPITATION AU SULFATE D' AMMONIüM 

1 - RENDEMENT PONDERAL 

En suivant l e  protocole décrit p. 78 , nous obtenons, à partir de 

50 ml de sérum anti-lactotransferrine (A, LTF) deux fractions (C).et  (S). 

La fraction (C) est constituée du précipité obtenu au tiers de saturation en 

sulfate d'ammonium, elle pèse 575 mg. La fraction (S) représente le  sur- 

nageant. 

2 - ANALYSE ELECTROPHORETIQUE 

La fig. 22 (p. 94) représente les électrophorégrammes obtenus lors- 

qu'on fait migrer les  fractions (C) e t  (S), diluées dans 50 ml d'eau, sur  ban- 
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Figure 22 : 

Electrophorèses sur acétate de cellulose (1 h 30, 7 V/ cm, tampon Lauvell, pH 8,6) 

- du sérum de lapin anti-lactotransferrine humaine (A-LTF) 

- des fractions obtenues par précipitation au sulfate d'ammonium 

(S = surnageant ; C = culot, p. 93) 

- de la fraction isolée par immunoadsorption (EI, p. 97) à partir d'un 

sérum anti-lait de Femme. 



de d'acétate de cellulose. On peut constater que la fraction (S) est t r è s  ri- 

che en albumine, elle ne contient pratiquement pas d'immunoglobulines. 

La fraction (C) es t  composée surtout de protéines migrant au niveau des 

immunoglobulines ; on trouve également un peu d'albumine e t  des 0(2 glo- 

bulines. 

3 - ANALYSE IMMUNOLOGIQUE 

a - Immunodiffusion double ------------------- 
Les fractions (C) et  (S) sont mises à difîuser contre une solution de , 

lactotransferrine. La fraction (C) donne un a r c  net, tandis que le  surnageant 

de centrifugation (S) ne donne qu'un a rc  t rès  faible. Le surnageant semble 

donc ne contenir que peu d'anticorps capables de précipiter avec la lacto- 

transferrine. 

b - Dosage des anticorps 

La fig. 23 (p. 96) représente les courbes de précipitation obtenues, 

selon le procédé décrit p. 79 , lorsque nous avons déterminé le titre du sé- 

rum A, LTF et de la fraction (C). Nous voyons, sur la courbe A, que 1 ml 

d'antisérum peut précipiter au maximum 2,5 mg de LTF. La totalité de 

l'antisérum précipité au sulfate d'ammonium aurait donc pu s'unir à 125 mg 

de lactotransferrine. 

La cwrbe B permet de dire que 5 mg de la fraction (C) peuvent pré- 

cipiter 1 mg de lactotransferrine, les 575 mg de fraction (C) pourraient 

donc précipiter 115 mg de lactotransferrine. 

Ces résultats nous permettent d'affirmer que,par précipitation au 

sulfate d'ammonium, nous obtenons une fraction qui renferme pratiquement 

tous les anticorps anti-lactotransferrine. 

B - IMMUNOADSOR PTION 

1 - RENDEMENT PONDERAL 

En appliquant la méthode d'immune-adsorption selon le procédé décrit 
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B - dans une fraction obtenue par précipitation, au sulfate d'ammonium, 

du sérum A-LF (C : p. 93). 



p. 78 , pour isoler les anticorps anti-LTF d'un antisémm anti-lait de Femme 

(AS-LF), nous avons obtenu deux fractions. L'une est  appelée LI, elle repré- 

sente la fraction d'antisérum qui ne s'est pas fixée sur la lactotransferrine 

insolubilisée ; l'autre dénommée EI est  constituée du matériel fixé s u r  l'im- 

munoadsorbant. 

Nous avons récupéré 19  mg de fraction EI et 310 mg de fraction LI, 

à partir de 20 ml d'AS-LF. 

2 - ANALYSE ELECTROPHORETIQUE 

La fraction EI est  étudiée en électrophorèse sur bande d'acétate de 

cellulose. Elle est  constituée en majeure partie de protéines migrant dans 

la zone des immuiloglobulines et ,  comme on peut le  voir sur  la fig. 22 (p. 94) 

elle est beaucoup plus pure que la fraction (C) obtenue par précipitation au 

sulfate d'ammonium. L'absence de lactotransferrine dans la fraction EI 

nous permet de dire que, lors de l'élution des immunogIobulines, la lacto- 

transferrine ne se  décroche pas du Biogel ; l'immunoadsorbant peut donc 

Atre réutilisé. , 

3 - ANALYSE IMMüNOLOGIQUE 

Les deux fractions LI et EI, dissoutes dans 20 ml de NaCl 0,15 M, 

sont analysées selon la technique de dlOUCHTERLONY ; elles donnent les  

images de précipitation schématisées sur la fig. 24 (p. 98). 

En présence d'une solution de lactotransferrine à 1 p. 100, la frac- ~ 
tion EI donne un a rc  de précipitation tandis que la solution LI ne donne aucun 

arc. Ceci indique que les eaux de lavage LI, contrairement à lléluat EI,  ne 

contiennent pas d'anticorps anti-lactotransferrine. 

La fraction LI, mise à diffuser contre une solution de lactosérum à 

7,5 p. 100, donne plusieurs arcs  de précipitation dont aucun ne se raccorde 

avec l 'arc spécifique de la lactotransferrine obtenu, dans les  mêmes condi- 

tions, avec la fraction EI. 

Nous pouvons donc dire que la fixation des anticorps anti-lactotrans- 1 



AS- LF 

AS-LF 

Figure 24 : 

Etude, en immunodiffusion radiale, des eaux de lavage (LI) e t  de l'éluat 

(EI) lors du passage d'un sérum anti-lait de Femme (AS-LF) su r  un im- 

munoadsorbant constitué de lactotransferrine insolubilisé 

LTF = lactotransferrine 

LF = lactosérum de lait de Femme. 



ferrine sur le Biogel est  bien spécifique e t  totale puisque la fraction LI ne 

contient pas de lactotransferrine alors que dans la fraction EI on caracté- 

rise cette glycoprotéine. 

C - CONCLUSIONS 

Les immunoadsorbants préparés par greffage de protéine sur l e  Bio- 

gel, par l'intermédiaire de glutaraldéhyde , sont satisfaisants car nous a- 1 
vons pu isoler des anticorps presque p r s .  Néanmoins, cette technique 

est  assez longue, délicate, et,en outre, elle ne permet pas d'obtenir de 

grandes quantités d'anticorps; aussi, nous avons préféré utiliser les frac- 

tions (C) ,obtenues par précipitation au sulfate d'ammonium, pour préparer 

nos immunoadsorbants. 

Nous avons effectué une étude critique des différentes techniques de 

chromatographie d'affinité. Nous rapportons les résultats obtenus : 

A - Lors de l'étape d'insolubilisation des anticorps, 

B - Lors de la chromatographie d'affinité proprement dite, en étu- 

diant la fixation de la lactotransferrine , 

C - Lors de l'application à l'isolement de la ~~coprolactotransferri- 

ne" à partir de la fixation SC 1 des selles. 

A - ETUDE DE L'INSOLUBILISATION DES ANTICORPS 

1 - ETUDE QUANTITATIVE 

Des quantités de 30 à 250 mg d'iinmunoglobulirie anti-lactotransfer- 

rine préparées selon le protocole décrit p. 78 , sont insolubilisées par 

les 5 techniques décrites précédemment. 



Dans le tableau iX (p. 101), nous avons rassemblé les  pourcentages 

dlIgG insolubilisées par les  différentes techniques. Ce pourcentage peut ê- 

tre facilement calculé en connaissant la quantité de fractions (C) qu'on uti- 

lise lors de l'insolubilisation e t  le poids des fractions SI (surnageant d1im- 

munoadsorbant) qui restent en solution lo rs  de cette étape. 

Nous pouvons remarquer que l'insolubilisation sur  l1Enzyacryl- 

Polythiolactone et  su r  le Biogel activé par  le glutaraldéhyde est  totale. Les 

trois autres méthodes utilisées nous donnent des taux d'insolubilisation voi- 

sins de 65 p. 100, lorsque nous respectons les proportions (quantité de  pro- 

téines/quantité d'agent d'insolubilisation) préconisées par les  auteurs. 

2 - ETUDE QUALITATIVE 

a - &_gel depglyacrylamide ---- --- 
Le gel de polyacrylamide qui enchasse les  anticorps peut é t re  facile- 

ment dispersé. On le découpe en morceaux qu'on place dans une seringue, 

p i s  on le fait passer au travers d'une aiguille de 0,5 mm de diamètre. 

b - L'Enzacryl-Polythiolactone 

Le précipité insoluble obtenu par action de ltEnzyacryl-Polythiolac- 

tone forme des grains qui s'agglomèrent, durcissent et  sont difficilement 

remis en suspension. 

c - Le Sé2harose a c t i v é ~ a r  le bromure de cyanogène ------ --------- ------------- 
Cet immunoadsorbant se  travaille aussi bien que le Sépharose. Il s e  

préte à une chromatographie d'affinité en colonne. 

d - Les immunoadsorbants f o r m é s l a r  action du glutaraldé- ....................... -------- ------ 
Il;rd! 

Le glutaraldéhyde, employé seul, donne un gel qulon doit réduire en 

fines particules à l'aide d'un homogénéiseur de POTTER. 



TABLEAU IX 

Essais de fixation de lactotransferrine pure (LTF) su r  des immunoadsorbants préparés, selon différentes techniques, 

partir de fractions riches en anticorps anti-lactotransferrine. 

-. . 
: Méthode d7insolubilisation : Quantité d'an: Quantité d'air: Pourcentage : Quantité de : Quantité de : Quantité (en : 

utilisée : ticorps anti- : ticorps inso-: d'anticorps : LTF ajoutée : LTF fixée e t  : mg) d'anti- : 
: LTF utilisée : lubilisée : insolubilisé : : éluée : corps utilisés: 

: pour isoler : 
: (en mg) : (en mg) : e n  p. 100) : (en mg) : (en mg) : 1 mg de LTF : 

: Enchassement dans un gel : 
: de polyacrylamide (p. 82) : 3 O 19  62 15 2,5 7 ......................................................................................................... 
: Fixation sur  lfEnzacryl- : 
: Polythiolactone (p. 84) 30 30 : 100 15 4 7,5 

: Fixation sur  du Sépharose : 
: activé au Br  CN (p. 88) : 150 : 100 6 6 50 1 , 5  : 66 ......................................................................................................... 
: Insolubilisation : - seul : 

au : (p.83) : 250 : 180 72 50 7 : 25 
: glutaraldéhyde .................................... 

: - fixé au : : I 
: Biogel : . çi ' O 

: (p.89) : 3 O 2 9 : 100 15 5 5.7 . 



Le Biogel P 300 activé par le glutaraldéhyde a l'avantage d'etre t rès  

homogène et de ne nécessiter aucune préparation avant d'étre utilisé pour 

Itimmunoadsorption proprement dite. 

B - ETUDE DE L'AFFINITE DES IMTVIUNOADSORBANTS 

Pour vérifier que les  anticorps insolubilisés par différentes techni- 

ques sont encore capables de fixer la lactotransferrine de façon spécifique, 

nuus avons étudié l'affinité de ces divers immunoadsorbants obtenus : 
1 
I 

1 - En présence d'une solution de lactotransferrine pure isolée du ' 

lait ; 

2 - En présence d'une solution de lactosérum humain. 

1 - AFFINITE POUR LA LACTOTRANSFERRINE PURE 

a - Etude qualitative ------- ------ 
Dans la fig. 25 (p. 103) nous donnons, à t i tre d'exemple, la courbe 

obtenue en mesurant la DO à 280 nm des différentes fractions obtenues lors 

dlu lavage e t  de l'élution d'un immunoadsorbant. Cet immunoadsorbant,for- 

mé dtEnzacryl-Polythiolactone substitué avec des anticorps anti-lactotrans- 

ferrine,a été mis en contact pendant 30 mn avec une solution de lactotrans- 

ferrine pure pour permettre la fixation de l'antigène homologue. Nous voyons 

qu'on peut séparer deux fractions ; l'une, appelée LI car  elle es t  constituée 

des eaux de lavage, l 'autre EI car  elle es t  éluée de l'immunoadsorbant par 

passage d'un tampon acide. 

Pour les  5 types d'immunoadsorbants étudiés, le profil d'élution, 

après contact avec une solution de lactotransferrine pure, permet de sépa- 

r e r  deux fractions : LI e t  EI, mais l'importance relative des deux pics es t  

différente. Nous verrons, dans le paragraphe consacré à l'étude quantita- 

tive, qu'il y a en effet, variation de la quantité de lactotransferrine fixée, 

selon la nature de l'immunoadsorbant utilisé. 



tampons 1 , 2 

Figure 25 : 

Profil d'élution d'un immunoadsorbant, formé dlEnzacryl-Polythiolactone 

substitué par des anticorps anti-lactotransferrine, après contact avec une 

solution de lactotransferrine pure : 

LI : eaux de lavage de l'immunoadsorbant 

EI : éluat de l'immunoadsorbant 

Tampon 1 : tampon de glycocolle- HCI pH 2 , 8  

Tampon 2 : tampon de phosphate additionné de Na Cl (voir p. 90). 



b - Etude quantitative 

Nous avons rassemblé dans la deuxième partie du tableau M (p. 101) 

les poids de lactotransferrine miseen contact avec les divers immunoadsor- 

bants et  de lactotransferrine fixée e t  éluée (fractions EI). Nous avons cal- 

culé également, la quantité d'anticorps utilisés pour isoler 1 mg de lacto- 

transferrine en faisant le rapport entre le poids de la fraction EI et  la quan- 

tité d'anticorps insolubilisée pour préparer les différents immunoadsorbants. 

Ce rapport doit en effet nous permettre de préciser la valeur des immuno- 

adsorbants puisque la méthode d'insolubilisation e t  dlimmunoadsorption idéa- 

le serait celle qui permettrait dlisoler l mg de lactotransferrine à partir 

de 5 mg d'anticorps (C) insolubilisés (voir p. 96 e t  97). .. 
Enchassement dans ungel de po l~ac r~ lamide  a - ------------,-- 

Cette méthode dlinsolubilisation chimique nous a permis d'avoir un 

immunoadsorbant valable, puisque à l'aide de 19 mg de fraction (C) insolu- 

bilisée nous avons pu isoler 2 , s  mg de lactotransferrine. 

- Fixation sur ltEnzacryl-Polythiolactone 

L'immunoadsorbant obtenu par cette technique a sensiblement la 

meme affinité pour la lactotransferrine pure que les anticorps enchassés 

dans du polyacrylamide. En effet, il permet d'isoler 1 mg de lactotrans- 

ferrine à partir de 7,5 mg d'anticorps insolubilisés. 

1 - Fixation sur du Sépharose activé par le Br CN 

Bien que nous ayons fait plusieurs essais d'insolubilisation, e t  utili- 

s é  différentes conditions de fixation et  d'élution, c'est avec ce type d'im- 

munoadsorbant que nous avons eu les  plus mauvais résultats. En effet, nous 

avons utilisé, par cette méthode, 100 mg d'anticorps pour ne récupérer que 

1 ,5  mg de lactotransferrine. Lors de llinsolubilisation des anticorps, il y 

a certainement eu blocage des sites F-ab sur lesquels devrait se  fixer la 

lactotransferrine. 



5 - Insolubilisation par le glutaraldéhyde 

Le glutaraldéhyde employé seul nous donne un immunoadsorbant 

d'activité moyenne. En effet, nous n'avons pu par cette méthode isoler, en 

moyenne, que 1 mg de lactotransferrine, à partir de 25 mg de fractions (C). 

Les anticorps réticulés perdent donc les 4/5 de leur capacité de fixer la 

lactotransferrine. La plupart de leurs sites F-ab sont, soit impliqués dans 

les liaisons avec le  glutaraldéhyde, soit masqués à la suite des changements 

de configuration spatiale entrahiés par la réticulation. En outre, les diffé- 

rentes préparations d'immune-adsorbants que nous avons obtenues par ré- 

ticulation des anticorps ne nous ont pas donné des résultats reproductibles. 

Nous pensons que cela peut ê tre  dQ au fait que, lors de nos premiers essais,  

nous n'avons pas vérifié l'état de conservation de la solution de glutaraldé- 

hyde utilisée pour l'insolubilisation (voir p. 80 e t  81). 

Le Biogel P 300 activé par le glutaraldéhyde nous a donné des résul- 

tats t rès  satisfaisants. Comme nous le voyons sur le tableau IX (p. 101) , 

nous avons pu isoler, grâce à cet immunoadsorbant, 1 mg de Iactotrans- 

ferrine en n'utilisant que 5,7 mg de fraction (C) enrichie en anticorps. Il 

est à noter que le glutaraldéhyde utilisé lors  de cette manipulation a été dé- 

barrassé de nombreuses impuretés par passage sur  charbon actif. 

2 - AFFTNITE POUR LA LACTOTRAFTSFERRINE DU LACTOSERUM 

Cette affinité des anticorps insolubilisés pour la lactotransferrine 

du lactosérum a été étudiée en présence de l'immunoadsorbant réticulé par 

l e  glu ta raldéhyde. 

Après avoir mis en présence de l'immunoadsorbant formé de 180 mg 

d'anticorps, 120 mg de lactosérum renfermant environ 35 mg de lacto- 

transferrine, nous avons obtenu deux fractions appelées LI e t  EI. L'étude 

de ces fractions es t  réalisée par immunoélectrophorèse et  par immunodif- 

fusion radiale simple. 



a - La fraction LI ------------ 
Cette fraction constituée des eaux de lavage, contient toutes les pro- 

téines du lactosérum e t  révèle en particulier, l 'arc de la lactotransferrine 

(fig. 26 - p. 107). 

En immunodiffusion radiale simple, elle donne un anneau de préci- 

pitation de diamètre inférieur à celui que forme la même quantité de lac- 

tosérum. ïi y a donc eu perte de lactotransferrine lors  du contact avec l'im- 

munoadsorbant, donc fixation. , 
\ 

b - La fraction EI 
l 
! 

La fraction EI analysée contre un sérum anti-lait (AS-LF) ne donne 

qu'un seul a rc ,  comme nous pouvons le voir sur la fig. 26 (p. 107) : c'est 

l'arc de la lactotransferrine. 

Par  la méthode de MANCINI, la fraction EI donne, à la concentra- 

tion de 2 p. 100, un anneau de précipitation de même diamètre qu'une solu- 

tion de lactotransferrine pure à la même concentration. La fraction EI est 

donc constituée de 100 p. 100 de lactotransferrine. 

Ces résultats nous permettent de dire qu'il y a eu fixation spécifi- 

que de la lactotransferrine sur les anticorps homologues insolubilisés par 

le  glutaraldéhyde. 

C - CONCLUSIONS 

Les résultats obtenus lors de l'étude critique de l'insolubilisation 

des anticorps et  de l'affinité des immunoadsorbants obtenus, nous ont ame- 

née à abandonner la méthode au bromure de cyanogène, qui insolubilise t rès  

bien les anticorps, mais les rend incapables de fixer la lactotransferrine 

même pure. Par contre, les essais effectués avec le gel de polyacrylamide, 

ltEnzacryl-Polythiolactone et surtout avec le glutaraldéhyde (qui n'altère 

en rien la spécificité des anticorps), nous ont incitée à appliquer ces diver- 

ses  techniques à l'isolement de la "coprolactotransferrine". 
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Figure 26 : 

Etude immunologique des fractions LI et EI isolées, par immunoadsorption sur des 

anticorps anti-lactotransferrine insolubilisés par le glutaraldéhyde, à partir de lac- 

tosérum du lait de Femme (LF) 

A - Immunoélectrophorèse contre le sérum anti-lactosérum du lait de 

Femme (AS - LF) 

B - Immunodiffusion radiale simple de la fraction LI et du lactosérum à 

10 p. 100 et de la fraction EI et de la lactotransferrine à 2 p. 100. 

'-/ 



III - APPLICATION A L'ISOLEMENT DE LA COPROLACTOTRANSFERRINE 

A - ANTICORPS ENCHASSES DANS UN GEL DE POLYACRYLAMDE 

50 mg de fraction SG1 (premier pic obtenu lors du passage de sel- 

les traitées, sur du Séphadex 33150) sont injectés au sommet d'une colon- 

ne contenant 19 mg d'anticorps. Les mesures de D. 0. des différentes frac- 

tions collectées permettent de repérer la fin du passage de la fraction LI 

(non fixée) et ,  de mettre en route l'élution par le thiocyanate qui décro- 

che la fraction EIj  comme nous le  voyons sur le tableau X (p. 109) , la 

fraction EI une fois lyophilisée ne nous donne que 1 mg de matériel. Il faut 

donc, par cette technique, utiliser 19 mg d'anticorps pour isoler 1 mg de 

fraction EI. Ce résultat,comparé à celui obtenu lors de la fixation de lac- 

totransferrine pure, nous fait penser que les anticorps enchassés dans le 

polyacrylamide ont moins d'affinité pour la "coprolactotransferrine" des 

fractions SG que pour la lactotransferrine pure isolée du lait. Néanmoins, 

à partir d'une plus grande quantité d'anticorps, cette méthode d'isolement 

pourrait peut-étre fournir des quantités de fraction EI suffisantes pour 

l'étude de la p r e t é  en "coprolactotransferrine" que nous n'avons pu effec- 

tuer. 

B - ANTICORPS INSOLUBILISES SUR L'ENZACRYL-POLYTHIOLACTONE 

50 mg de fraction SG1 sont mis en présence de 30 mg d'anticorps 

insolubilisés par I'Enzacryl-Polythiolactone. Comme nous le  voyons p. 109, 

cet immunoadsorbant qui s'était avéré capable de fixer 5 mg de lactotrans- 

ferrine pure, ne fixe pas les constituants des selles qui précipitent, en mi- 

lieu gélosé , avec les anticorps natifs. L'inexistence de fraction EI es t  bien 

due à une absence de fixation e t  non pas à une mauvaise élution car  les  

eaux de lavage LI, analysées en immunodiffusion radiale, donnent le même 

anneau de précipitation que la fraction SG 1 de départ. 



TABLEAU X 

Essai d'isolement de la "coprolactotransferrine" par immunoadsorption. 

4 . 
: Méthode dTinsolubilisation : Quantité d'anticorps : Quantité de fraction : Quantité de fraction : Quantité d'anticorps : 

.- 

utilisée : insolubilisée : SG ajouge : EI fixée et  éluée : utilisée pa i r  isoler : 

: 1 mg de EI 
(en mg) (en mg) (en mg) (en mg) 

: Enchassement dans un gel : 
: de polyacrylamide (p. 82) : 19 50 1 19 ....................................................................................................... 
: Fixation sur llEnzacryl- : 
: Polythiolactone (p. 84) 30 5 O O ....................................................................................................... . . 
: Insolubilisation au gluta- : 
: raldéhyde 

- seul (p. 83) 180 150 6 3 O ----------------------------------------------------------------------------------------------------. 
- fixé au Biogél 

(p. 89) 120 500 19 6 



C - ANTICORPS INSOLUBILISES PAR LE GLUTARALDEHYDE 

1 - ANTICORPS RETICULES PAR LE GLUTARALDEHYDE 

a - Sé~arat ion des fractions LI et EI  ---- .................... 
L1immunoadsorbant obtenu en insolubilisant 200 mg d'anticorps, est 

mis en présence de 150 mg de fraction SG1. Les eaux de lavage, dialysées 

et lyophilisées,constituent la fraction LI; les éluats obtenus avec le tampon 

glycocolle-HCl pH 2,8 et  avec le tampon PBS (p. 91 ) forment la fraction 

EI. La figure 27 A (p. 111) représente la courbe obtenue en notant la D. O. 

à 280 nm des différentes fractions recueillies lors  du lavage et  de l'élution. 

b - Analyse immunologique des fractions LI e t  EI 

La fraction LI, en solution à 10 p. 100, ne donne pas d'arc de préci- 

pitation contre le sérum AS-LTF avec la technique d' OUCHTER LONY. 

Comme la fraction SG 1, à la meme concentrat ion, donne deux arcs nets, 

on peut dire qu'il y a eu fixation de la "coprolactotransferrine" sur l'immu- 

noadsorbant (fig. 27 B - p. 111). 

La fraction EI donne 6 mg de poudre. L'analyse de cette fraction 

en immunodiffusion radiale double nous montre que la "coprolactotransferri- 

nert est  éluée de l'immunoadsorbant par passage du tampon glycocolle-HC1 

0 , l  M pH 2,8. 

c - Bilan ------- 
Nais pouvons donc dire que, grâce à cet immunoadsorbant, nous 

avons éliminé 96 p. 100 de fraction SG 1 ne contenant pas de trace décelable 

de "coprolactotransferrine". La fraction EI est donc sûrement constibiée u- 

niquement de "coprolactotransferrine" puisque le taux de lactotransferrine 

dans la fraction SG1 de départ se situe aux alentours de 4 p. 100. Néanmoins 

cette méthode a le désavantage de nécessiter beaucoup d'anticorps anti- 

lactotransferrine. Nous voyons en effet sur le tableau X (p. 109) qu'il faut 

30 mg de fraction enrichie en anticorps pour isoler 1 mg de ncoprolacto- 

transferrine". 
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Figure 27 : 

A : Profil d'élution d'un immunoadsorbant formé d'anticorps anti-lactotransferrine 

réticulés par  l e  glutaraldéhyde, après contact avec la fraction SG1 des selles de 

nourrissons alimentés au lait  de Femme (tampons 1 , 2  voir p. 90 - 91). 

B : Analyse en immunodiffusion double, contre un sérum anti-lactotransferrine \, LILLE 

(A - LTF), des fractions SC1 et  LI à 10 p. 100 e t  de lléluat EI  à 1 p. 100. 
3 



2 - ANTICORPS GREFFES SUR DU BIOGEL ACTIVE PAR LE 

GLUTARALDEHYDE 

a - Sé~arat ion des fractions LI et  EI  ---- --------------,,,,-- 
120 mg d'anticorps insolubles s u r  du biogel P 300 activé selon la 

technique décrite p. 89 ,  ont été répartis en quatre fractions. Chacune de 

ces fractions,mise en contact avec 125 mg de fraction SG1, e s t  lavée soi- 

gneusement par  centrifugation, puis éluée par le tampon glycocolle-HCl 

0 , l  M pH 2,8. Les eaux de lavage sont rassemblées, elles forment la  

fraction LI, l es  éluats passés sur membrane millipore et  lyophilisés, cons- 

tituent la fraction EI. . 

b - Analyse immunolo~~igue des fractions 

Les fractions LI et,EI analysées en immunodiffusion radiale double 

e t  simple, donnent les mémes résultats que les fractions séparées s u r  l'im- 

munoadsorbant formé d'anticorps réticulés par le glutaraldéhyde : il n'y a 

pas de trace de "coprolactotransferrine" dans la fraction LI, c'est la frac- 

tion EI qui contient les constituants des selles capables de précipiter, en 

milieu gélosé, avec les  anticorps anti-lactotransferrine. 

c - Bilan ------- 
A partir  de 120 mg d'anticorps e t  de 500 mg de fraction SG 1 ,  nous 

avons isolé 19  mg de fraction EI. La quantité d'anticorps utilisée pour iso- 

l e r  1 mg de cette fraction est  donc, dans ce cas,  de 6 mg ; elle est  5 fois 

moindre que la quantité d'anticorps nécessaire si on utilise le glutaraldéhy- 

de seul, comme nous pouvons le voir su r  le tableau X (p. 109). 



CONCLUSIONS I 
L'étude critique de différentes techniques d'insolubilisation des anti- 

corps anti-lactotransferrine e t  de l'affinité de ces immunoadsorbants pour 

la lactotransferrine nous a permis de t irer les conclusions suivantes : 
. 

1 - La précipitation par le sulfate d'ammonium, d'un sérum anti- 

lactotransferrine est  une méthode satisfaisante pour préparer des anticorps 

devant servir d'immunoadsorbants. 

2 - La méthode physique d'insolubilisation par enchassement dans un 

gel de polyacrylamide a permis d'isoler de petites quantités de lactotrans- 

ferrine. Les résultats obtenus lors de l'isolement de la "coprolactotrans- 

ferrine" devraient @tre confirmés e t  pourraient ê t re  intéressants, à condi- 

tion d'insolubiliser une plus grande quantité d'anticorps. 

3 - La méthode de greffage de protéines sur  du Sépharose activé 

par le bromure de cyanogène, ne se  prête pas à la préparation d'immuno- 

adsorbants formés d'anticorps anti-lactotransferrine. En effet, les anticorps 

sont bien insolubles à 100 p. 100 par cette technique, mais ils perdent la 

propriété de fixer la lactotransferrine. 

4 - La méthode d'insolubilisation par greffage sur l1Enzacryl- 

Polythiolactone a donné des résultats satisfaisants lors des essais avec la 

lactotransferrine pure, mais les anticorps insolubilisés par cette technique 

ne fixent pas la lfcoprolactotransferrine". 

5 - La méthode d'insolubilisation par le glutaraldéhyde nais donne 

un immunoadsorbant moyen car les anticorps réticulés qu'on obtient ont per- 

du les 4/5 de leur capacité de fixer la lactotransferrine. Néanmoins, cette 



méthode simple e t  rapide, nous a permis d'obtenir des fractions p r e s  de 

llcoprolactotransferrine". 

6 - Le mode d'insolubilisation le  meilleur est le greffage des anti- 

corps sur  du Biogel activé par le glutaraldéhyde, puisqulil permet d'obte- 

nir 16,6 mg de 'Tcoprolactotransferrine" à partir de 100 mg de fraction ri- 

che en anticorps alors  que le rendement idéal serait de 20 mg. Les anti- 

corps insolubilisés par cette méthode gardent toute leur capacité de fixer 

la lactotransferrine e t  se  lient également avec la ~tcoprolactotransfcrrine'f. ' 
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E T U D E  D E  L A  " C O P R O L A C T O T R A N S F E R R I N E "  



La chromatographie d'affinité nous a permis d'isoler de la "copro- 

lactotransferrine''. L'étude de cette fraction (EI) s'est orientée dans deux 

voies : 

A - L'étude immunologique de la f'coprolactotransferrine" et  notam- 

ment sa comparaison avec les constituants mis en évidence après hydrolyse 

trypsique de la lactotransferrine du lait. 

B - L'étude de la possibilité de fixation du fer sur la "coprolacto- 

transferrine" car  cette propriété es t  t rès  importante pour expliquer la pro- 

tection intestinale et  l'apport du fer au nourrisson. 



1 - MATERIEL 

A - LA "COPROLACTOTRANSFERRINE" 

La ~'coprolactotransferrine" que nous avons étudiée par des techni- 

ques immunologiques a été isolée par immunoadsorption sur  des anticorps 

anti-lactotransferrine insolubilisés par le glutaraldéhyde (p. 1 IO) 

Les expériences su r  la fixation du fer  ont été effectuées à part i r  de 

"coprolactotransferrine" (EI), mais aussi sur  des fractions de selles de 

nourrissons provenant d'un simple traitement (S, p. 37) ou d'un passage 

su r  Séphadex SG 15 0 (SG 1 ,  p. 46). 

B - HYDROLYSATS TRYPSIQUES DE LACTOTRANSFERRmTE 

Nous avons préparé des hydrolysats trypsiques de lactotransferrine 

native afin de les comparer, par méthodes immunologiques, à la "copro- 

lactotransferrine". 

La lactotransferrine es t  isolée du lait de Femme par le procédé de 

MONTREUIL e t  al. (140) modifié par DESCAMPS (141). 

Pour hydrolyser cette lactotransferrine, nous avons appliqué le pro- 

tocole de HIRS, MOORE e t  STEIN (142) : à 160 mg de lactotransferrine na- 

tive , en solution dans un tampon bicarbonate d'ammonium 0 , l  M pH 7,8, 

on a joute de la trypsine incubée une demi-heure dans de l'acétate de cal- 

cium 0,01 M (rapport enzyme/substrat:1/50). Le mélange es t  ajusté à pH 

8,5 avec de la soude 0 , l  N, puis maintenu à 37°C pendant 24 heures. On 



ajoute de l'enzyme après 4 h,  8 h e t  12 h d'hydrolyse. Des aliquotes de 5 ml 

sont prélevées au temps 0, p i s  après 4, 8, 12  e t  24 h d'hydrolyse. Chaque 

fraction es t  ensuite lyophilisée e t  appelée L4, L8, L12 et L24. 

II - METHODES 

A - ETTJDE NfiIUNOLOGIQUE DE LA "COPROLACTOTRANSFERRINE" 

Nous avons employé les  méthodes immunologiques précédemment 

décrites : immunoélectrophorèse classique (p. 41) et  immunodiffusion dou- 

ble (p. 40). Des solutions à 2 p. 100 de ~'coprolactotransferrine" sont dé- 

posées ; l es  hydrolysats trypsiques de la lactotransferrine sont analysés 

en solution à 5 p. 100. 

B - MISE E N  EVIDENCE DE LA FIXATION DU FER. 

Nous avons utilisé deux types de techniques pour étudier la fixation 

du fer sur  la "coprolactotransferrine" : 

1 - Utilisation de fer radioactif suivie de détection des composés 

radioactifs par comptage en radioactivité ou par auto-radiographie. 

2 - Détermination de la variation d'absorbance à 460 nm après ad- 

dition de sels ferriques. 

1 - EMPLOI DE FER RADIOACTIF 

a - Princbe- ------ 
La lactotransferrine es t  une mé talloprotéine , elle possède un s i te  

de fixation spécifique des ions ferriques. Cette glycoprotéine, mise en pré- 
5 9 5 5 

sence de chlorure ferrique marqué au Fe ou au Fe, devient radioacti- 

ve. Il suffit donc, pour déterminer si la lactotransferrine des selles fixe 

le  fer,  de rechercher si elle es t  devenue radioactive après la fixation du 

fe r  provenant de Fe C 1 
3' 



b- Mode opératoire 

Nous mentionnerons tout d'abord les  conditions employées pour fi- 

xer  l e  fe r ,  puis nous décrirons les  procédés utilisés en vue de repérer si 

la 9'coprolactotransferrine" es t  radioactive. 

O(- m n  du fe r  

Des fractions SF, SG 1 ou EI  de selles de nourrissons sont mises 

en suspension dans une solution de pH 8,6 0 , l  M en citrate de sodium et en 

bicarbonate de sodium ; ces suspensions sont centrifugées à basse vitesse 

afin d'éliminer le matériel insoluble. Les surnageants sont additionnés 

de chlorure ferrique ( 5 5 ~ e  Cl ou 5 9 ~ e  ~ 1 ~ ) ' ~ ) .  Le volume de la solution 
3 

radioactive à ajouter aux fractions contenant un certain pourcentage en "co- 

prolactotransferrine" es t  calculé en admettant que le  composé fixe autant 
+++ 

de Fe que la lactotransferrine (soit 1 ,47 de fer/mg de protéide). 

Détection par comptage de radioactivité ------ 
Les fractions SF ou SG1 additionnées de fe r  radioactif sont soumi- 

ses  à des électrophorèses sur  acétate de cellulose, dans l e s  conditions men- 

tionnées p. 39. Après électrophorèse les  bandes de cellogel sont partagées 

en deux dans le sens de la longueur. Une des parties est révélée à I'ami- 

doschwarz tandis que l'autre es t  soigneusement découpée, s u r  toute sa  lon- 

gueur, en languettes de 0 ,5  cm de hauteur. 0ii immerge ces  languettes dans 

des piluliers contenant du liquide scintillant. La radioactivité de chaque pilu- 

l ier  es t  mesurée grâce à un compteur en scintillation liquide (NüCLEAR - 
CHICAGO - type Unilux). On reporte sur  une courbe le nombre de coups de 

chaque languette en fonction de la place qu'elle occupait sur  la  bande initiale 

(exprimée en cm à part i r  de l'extrêmité catliodique). 

\6- ------ D é t e c t i o n s  ------- au to rad iog - lm 

Les différentes fractions contenant de la "coprolactotransferrine" 

additionnées de f e r  radioactif sont soumises à des électrophorèses, 

ou à des immunodiffusions su r  différents sup- ............................................................................................. 

(XI 593?e Cl- dans citrate de Na à 1 p. 100 O,  66 mc/ml = CEA 
a 

5 5 ~ e  Cl en solution dans tampon citrate 
-- 3 = CEA 



ports (acétate de cellulose pour les fractions SF, gélose et  papier pour les 

fractions SG e t  EI). Les supports sont ensuite mis en contact étroit avec du 

papier sensible (Kodak X-Ray). Après 2 à 3 semaines d'exposition, le film 

est révélé ; la comparaison des images obtenues avec le film et  le support 

coloré à 1'amidosc.hwarz permet de localiser les  protéines radioactives. 

2 - METHODE SPECTROPHOTOMETRIQUE 
, 1 

a - Princ-- ------ 
Une solution de lactotransferrine, mise en présence d'ions ferr i -  \ 

ques, prend une couleur rose saumon, elle absorbe la lumière visible avec 

un maximum d'absorption se  situant à 460 nm. 

. b - Mode opératoire 

On mesure l'absorbante à 460 nm d'une solution à 1 p. 100 de frac- 

tion EI ("coprolactotransferrine") dans du tampon citrate-bicarbonate. A- 

p rès  avoir a jouté 5 à 10 pl de solution de chlorure ferrique à 0,2 p. 100 , 

on laisse la  coloration se  développer toute une nuit. Ensuite, on note l'aug- 

mentation dlabsorbance de la solution à 460 nm. 

Afin de voir si la ~~coprolactotransferrinef' perd également son fer 

en milieu acide, les solutions sont ensuite additionnées d'acide formique 

jusqu'à pH 2. 



RESULTATS E 
Nous envisagerons tout d'abord l'étude immunologique de la "copro- 

lactotransferrine" puis, nous aborderons le problème de la fikation du fer. 

1 - ETUDE IMMüNOLOGIQUE 

A - CONFIXI MATION DES RESULTATS PRECEDEMI'ENT OBTENUS AVEC 

LES FRACTIONS SF ET SG 1 

1 - IMMüNOELECTROPHORESE 

La fraction EI, en solution à 2 p. 100, soumise à des immuno6lec- 

trophorèses en gélose contre les antisérums AS-LF e t  A-LTF, donne deux 

arcs.  L'un se forme près  du puits de dépbt, au niveau de la lactotransfer- 

rine pure, l 'autre s e  forme plus près de l'anode, comme nous pouvons le  

voir sur  la fig. 28 (p. 122). 

2 - IMIVIüNODIFFUSION DOUBLE 

L'immunodiffu sion, réalisée selon la technique d'OU CHTER LONY, 

confirme les  résultats obtenus avec les  fractions SG1. La "coprolacto- 

transferrine" forme deux a rcs  avec l'antisémm A-LTF. L'un des a r c s  s e  

raccorde avec celui de la lactotransferrine, il y a réaction d'identité tota- 

le ; l'autre a r c  ne montre qu'une identité partielle avec la lactotransferri- 

ne (voir p. 57 e t  fig. 28 - p. 122). 

B - RAPPORT ENTRE LACOTRANSFERRINE DEGRADEE ET "COPRO- 

LACTOTRANSFERR INE" 

Nous donnerons tout d'abord les  résultats obtenus avec les hydroly- 
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Figure 28 : 

Mise en évidence de deux constituants réagissant avec le sérum anti- 

lactotransferrine humaine (A-LTF) dans la llcoprolactotransferrine", 

(EI), isolée par chromatographie d'affinité, à partir  de selles de nour- 

rissons alimentés au lait  de Femme. 



sats trypsiques de la  lactotransferrine, puis avec une préparation de lacto- 

transferrine dénaturée par  un sejour de plusieurs jours, en solution à pH 4. 
- 

1 - HYDROLYSE TRYPSIQUE 

a - Irnmunoélectro_phorèses - 
-me--------- ------ 

Les images obtenues lorsqu'on analyse les  hydrolysats trypsiques 

(L4, L8, L12, L24) de lactotransferrine, ne sont pas toujours nettes, mais 

subsistent toujours des fractions de la molécule capables de précipiter avec 

les anticorps ànti-lactotransferrine. Une hydrolyse de 1 2  h donne, par  exem- 

ple, deux a rc s  : l'un au niveau de la lactotransferrine native correspondant 

sans doute à la molécule non dégradée ; l'autre plus près de l'anode qui tra-  

duit une attaque protéolytique d'une partie de la lactotransferrine. 

b - Irnmunodiffusion double ------------------- 
Les a rcs  obtenus par la méthode d'OUCHTERLONY permettent de 

suivre, ainsi que nous l e  voyons fig. 29 B (p. 124), l'apparitiond'un a r c ,  

donnant une réaction d'identité partielle avec la lactotransferrine native, 

au fur et à mesure de l'hydrolyse. 

La fig. 30 B (p. 125) nous montre que les  deux arcs  t rès  nets d'un 

hydrolysat trypsique de 12  h (L12) s e  raccordent avec les a rcs  formés par  - 
la  "coprolactotransferrine" (EI) isolée des selles de nourrissons. 

2 - LACTOTRANSFERRINE "VIEILLIE" 

La fig. 29 A (p. 124) montre les  deux a rcs  formés, en immunoélec- 

trophorèse, par une préparation de lactotransferrine qu'on a laissé vieillir 

(LTFv). 

Ces deux a rc s ,  comme nous le voyons sur  la fig. 30 A (p. 125) don- 

nent, en immunodiffusion double, une réaction d'identité totale avec les  deux 

constituants des fractions S G 1  des selles. L'arc le  plus externe correspond 
2 

à la Iactotransferrine non dégradée (arc 2 p. 57), il nlexiste,pas dans cer-  

tains échantillons de selles (S G1) ; l 'arc interne, lui,ne donnant qu'une 
1 

réaction d'identité partielle avec la lactotransferrine native, es t  dB à la 

lactotransferrine dégradée. 



A = Mise en évidence, par immunoélectrophorèse, de l'apparition d'un deu- 

xième a rc ,  contre le sérum A-LTF, lors  du vieillissement d'une préparation de lac- 

totransferrine (LTF, LTF ). 
v 

-124 - 

B - Analyse, en immunodiffusion double, des constituants, réagissant avec 

L T  F 

L T  F v  

le sérum A-LTF, après une hydrolyse trypsique de 4, 8, 1 2  et 24 h (L  
4, 

L ) de la lactotransferrine du l a i t  de femme (LTF). 
24 
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A - Réaction d'identité entre les  constituants d'une préparation ancienne de lacto- 
transferrine du lait (.V .) et la "coprolactotransferrine" (EI) isolée, par chromato- 
graphie d'affinité, des selles de nourrissons alimentés au lait maternel. -- 

B - Réaction d'identité entre les  deux constituants de la ~~coprolactotransferrine" 
(EI) e t  ceux d'un hydrolysat trypsique de 12 h (L  12) de la lactotransferrine isolée 
du lait (LTF). 



II - ETUDE DE LA FIXATION DU FER 

Nous donnerons tout d'abord, les résultats acquis grâce à l'emploi 

de fer radioactif ; nous envisagerons ensuite l'analyse spectrophotométrique 

de la fixation du fer. 

A - EMPLOI DU FER RADIOACTIF 

1 - COMPTAGE DE LA RADIOACTIVITE 1 

Sur la fig. 31 (p. 127) nous avons tracé les courbes obtenues lorsqu' j 
I 

on compte la radioactivité en divers points de bandes de cellogel (voir p.119 ) 
Sur ces bandes, on a fait migrer différentes solutions auxquelles on a ajou- 

té du fer radioactif : solution de lactotransferrine isolée chi lait (LTF), d'al- 

bumine (Al b) qui nous se r t  de témoin pour vérifier la spécificité de la  fixa- 

tion du fer,  solutions de fractions SDF provenant de selles de nourrissons 

alimentés au lait de Femme et  de fractions SDV additionnées de LTF. La 

comparaison de ces courbes avec les  électrophorégrammes obtenus après 

coloration à l'amidoschwarz nous amène à noter les  points suivants : 

- La lactotransferrine donne un pic radioactif au niveau de la bande 

6 - 6,5. 

- Le témoin albumine qui migre au niveau de la bande 10, ne fixe 

pas de fer ,  c a r  il n'y a pas de maximum de radioactivité dans cette zone. 

- fks selles d'enfants nourris au lait de Femme (SDF) donnent 2 

pics de radioactivité ; l'un au niveau de la bande 4,s - 5 correspondant au 

trait  de dép6t où reste une partie, mal solubilisée, des fractions SF ; l'au- 

t r e  au niveau de la bande 7,5 - 8, où se  situe la protéine ('tC'r) colorée à 

ltAmidoschwarz (voir p. 51). 

- Les fractions SFV (selles de nourrissons alimentés au lait artifi- 

ciel), additionnées de 1 , 2  p. 100 de LTF, donnent, à peu près ,  la mëme 

répartition de radioactivité que les  fractions SDF. 



SDF 1 

Figure 31 : 

1 Courbes de radioactivité obtenues, après électrophorèse su r  acétate de cellulose, 

de diverses solutions additionnées de chlorure ferrique radioactif. 

1 - La&transferrine isolée du lait de Femme (LTF), 0 2 - Albumine humaine (Alb), , -- -2' LILLE 

3 - Selles de nourrissons, alimentés au lait de Femme, traitées et dialysées (SDF) 
4 - Selles de nourrissons alimentés artificiellement, additionnées de 1 , 2  p. 100 

de lactotransferrine humaine. 

I En ordonnée es t  reporté le nombre de coups par minute, de chaque bandelette de cello- 
1- -. gel ; en abcisse, la distance $11 cm)qui separe la bandel-ette de cellogel de la cath~de,- 



On peut donc dire qu'il y a eu fixation de fer  sur un constituant 

"CH mis en évidence spécifiquement dans les selles de nourrissons alimentés 

au lait de Femme. De plus, la fixation du fer sur ce constituant est  spéci- 

fique ca r  l'albumine n'est pas radioactive dans les conditions que nous a- 

vons employées. Le fait que ce constituant migre de la même façon que la 

lactotransferrine additionnée de selles d'enfants nourris au lait de Vache, 

nou s fait penser qu'il s'agit de la "coprolactotransferrine" ; les autoradio- 

graphies ont été réalisées pour répondre à cette question. 

2 - AUTORADIOGRAPHIES 

a - Electro_phorèses ------- ------ 
Les autoradiographies d'électrophorèses sur papier présentées fig. 

32(p. 129) montrent qu'il existe, dans les fractions SG1 des selles de nour- 

rissons alimentés au lait de Femme, un constituant qui fixe le fer radioactif. 

Ce constituant migre plus vite vers l'anode que la lactotransferrine isolée du 

lait. 

b - Immunoéle~trophorèses 

Dans la fig. 31 (p. 129), nous avons reporté un exemple parmi les 

autoradiographies que nous avons obtenues. On peut voir que la lactotrans- 

ferrine du lait donne un arc  radioactif plus ou moins caché par la présence 

d'une tache au niveau du puits de dépbt. Cette tache correspond sans doute 

au complexe que forme la lactotransferrine avec la gélose. Les fractions 

SG 1 et  EI donnent un arc  radioactif identique à l 'arc (c) révélé par le  réac- 

tif à 1'Amidoschwarz (voir p. 54) 

c - Immunodiffusion double ------------------- 
GrSLce à la technique de OUCHTERLONY nous avons pu montrer que 

les fractions SG1 e t  EI forment deux arcs  avec un sérum anti-lactotransfer- 

rine. L'image obtenue en autoradiographie montre que les deux arcs  sont 

également révélés ; il y a donc eu fixation de fer radioactif sur les deux 



Figure 31 

A - Autoradiographie (A) e t  révélation à ltAmidoschwarz (R), après élec- 

trophorèse sur papier, de la lactotransferrine (LTF) et  de fractions de selles de 

nourrissons (alimentés au lait maternel) purifiées sur Séphadex SG 150 et marquée% 
59 

au Fe. 

B - Schéma de l'autoradiographie obtenue après immunoélectrophorèse de 
59 

Zactotransferrine (LTF) et  de "coprolactotransferrine" (EI) marquées au Fe. 



constituants de la "coprolactotransferrineM. 

B - METHODE SPECTROPHOTOMETRIQUE 

Les fractions EI ont pu être analysées par cette méthode car  elles 

donnent des solutions incolore S. 

Nous avons pu constater qu'une solution à 1 p. 100 de "coprolacto- 

transferrine" prend une coloration rosée en présence de chlorure ferrique. 

Lors de l'addition progressive d'acide, la solution se décolore, puis s e  trou- 

ble vers pH 2,5, ca r  la "coprolactotransferrine" précipite. Cependant, nous ' 

n'avons pu tracer le  spectre d'absorption car  les quantités de ftcoprolacto- 

transferrinetr dont nous disposions étaient trop faibles, et  d'autre part, la 

tfcoprolactotransferrine" isolée par chromatographie d'affinité, est légère- 

ment insoluble après lyophilisation. 



CONCLUSIONS E 
L'étude de la 'lcoprolactotransferrinefl isolée chromatographie 

d'affinité nous permet de confirmer les résultats précédemment acquis lors 

de l'analyse de diverses fractions de selles et de souligner les points sui- 

vants : 
i 

1 - La "coprolactotransferrine" est  immunologiquement semblable à 

la lactotransferrine du lait soumise à une hydrolyse trypsique ménagée. C f  

est l'action des enzymes protéolytiques du tube digestif du nourrisson qui 

transforme in vivo, la lactotransferrine en ' '~oprolactotransferrine~~. 

2 - Malgré la dégradation qu'elle subit in vivo,dans le tractus diges- 

tif, e t  in v i t r ~ ,  dans les selles durant le  laps de temps qui slécaule avant 

qu'elles ne soient traitées, la lactotransferrine est  encore capable de fixer 

le fer. La fixation d'ions ferriques s'accompagne de l'apparition d'une colo- 

ration rosée ; en milieu acide, il y a décoloration des solutions de "copro- 

lactotransferrine". 

Ces résultats montrent que la "coprolactotransferrinel' est capable 

de fixer spécifiquement et réversiblement le fer. 



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  

D I S C U S S I O N  



1 L'étude des selles de nourrissons nous a permis de caractériser, 

chez le jeune enfant allaité par sa mère, des constituants auxquels on attri- 

bue un rBle dans la protection de la muqueuse intestinale : des oligosaccha- 

rid s s écifiques du lait de Femme, de la lactotransferrine, des Ig A e t  de f 
1' 01 - antitrypsine. Ces deux derniers constituants existent également dans 

les selles de nourrissons alimentés au lait en poudre. 

2 Nos résultats nous permettent d'affirmer l'origine exogène e t  lactée 

de la "coprolactotransferrine~ ; en effet, 

o( - La 'fcoprolactotransferrine~f n'existe pas dans les selles de 

nourrissons alimentés au lait en poudre. 

0- La ''coprolactotransferrine" se retrouve, en partie, dans 

les selles de jeunes enfants dont le biberon est  supplémenté en lactotrans- 

ferrine humaine. 

f- La ~'coprolactotransferrine~~ est immunologiquement iden- 

tique aux constituants mis en évidence après hydrolyse trypsique ménagée 

de la lactotransferrine isolée du lait de Femme. 

3 L'application de diverses techniques de chromatographie d'affinité 

nous a permis d'isoler la ffcoprolactotransferrine" en utilisant, notamment, 

des anticorps insolubilisés par le glutaraldéhyde. La 'fcoprolactotransferri- 

ne" ainsi obtenue est  partiellement dénaturée , mais elle est  encore capable 

de fixer spécifiquement et  réversiblement le fer. 



4 Nous apportons donc la preuve qu'une partie de la lactotransferri- 

ne présente dans le lait de Femme ingéré est  capable de résister aux pH et 

aux enzymes protéolytiques du tractus digestif du nourrisson. En effet, la 

fraction de la molécule impliquée dans le site de fixation du fer est  encore 

fonctionnelle dans la lactotransferrine isolée des selles. De plus, la déna- 

turation que nous avons constatée (par modification des vitesses de migra- 

tion électrophorétique e t  de diffusion et  parla perte d'un déterminant anti- 

génique) est  peut étre due, en partie, à l'action des enzymes protéolytiques 

présentes dans les selles ; la lactotransferrine, au niveau de l'intestin, est , 

sans doute moins dégradée que la '~coprolactotransferrine~. Cette résistance' 

de la lactotransferrine peut s'expliquer de deux façons : 

- Le fer  fixé sur  la Iactotransferrine du lait, protège cette 

glycoprotéine. Ce fait a été démontré in vitro par SPIK ( 143), notamment, 

qui a constaté que la lactotransferrine saturée résiste mieux que I'apo- 

lactotransferrine , aux hydrolyses protéolytiques. 

- La lactotransferrine peut former un complexe avec les  IgA . 
et 1' 0( antitrypsine qui inhibent tous deux la trypsine (SHIM et  al. - 144- 

1 
COUNITCHANSKI et al. - 145). Associée à ces deux protéines, la Iactotrans- 

ferrine qui n'est pas, selon SPIK (146), un inhibiteur trypsique pourrait acqué- 

rir une plus grande résistance vis- à-vis des enzymes . 

5 Ayant apporté la preuve que la lactotransferrine est  présente dans l'in- 

testin du nourrisson e t  qu'elle y est  encore capable de fixer spécifiquement 

le  fer,  nous étayons l'hypothèse selon laquelle cette glycoprotéine du lait de 

Femme joue un r61e biologique important. En effet, on peut concevoir que, 

tout d'abord, la lactotransferrine abandonne son fer dès son passage dans 

l'intestin du nourrisson et  qu'elle participe, ainsi que d'autres chélates, à 

l'absorption intestinale du fer. On imagine également qu'elle puisse ensuite, 

tout au long du tractus digestif, capter le fer du milieu intestinal et  exercer, 



associée aux immunoglubines A et à 1' O( antitrypsine qui la protègent , son 
1 

activité bactériostatique. Lorsque na i s  avons étudié la réversibilité de la 

fixation du fer  de la llcoprolactotransferrinel', naus avons obtenu une décolo- 

ration. Nous pensons donc qu'il y a réversibilité de la fixation du fer e t  que 

la lactotransferrine peut céder le fer qu'elle a capté dans la lumière intes- 

tinale à d'autres composants (enzymes ou chélates) qui assurent son absorp- 

tion. 

La nature et  l e  mécanisme d'action des composants lactés qui protè- 

gent l'intestin du nourrisson, sont encore bien mal connus; pour éclairer 

cette question , nous pensons qu'il serait intéressant d'étudier les associa- 

tions possibles entre Ig A ,  lactotransferrine, glycopeptides e t  oligosacchari- 

des du lait. On peut également envisager ,chez les ncu rrissons diarrhéiques, 

des expérimentations thérapeutiques fondées sur l'ingestion de lactotrans- 

ferrine ou de l'ensemble des composants du lait de Femme semblant jouer 

un r61e dans la protection intestinale du nourrisson. Des expérimentations 

parallèles, avec addition de Iactotransferrine de Vache pourraient.de plus, 

permettre de parfaire la "maternisationl' du lait artificiel. 



La lactotransferrine humaine, glycoprotéine assurant le 

transport du fer dans le lait, a été identifiée, - accompagnée 
de globulines immunes et du facteur alpha-1-antitrypsique-, 

par immuno-électrophorèse et par immuno-diffusion dans les 

selles de nourrissons alimentés au lait de femme et dosée par 

la méthode de LAURELL. Elle est absente, ainsi que la lacto- 

transferrine de vache, dans les selles de nourrissons alimentés 

au lait de vache. Ces observations permettent d'affirmer l'ori- 

gine exogène et lactée de la ~ ~ c o p r o l a ~ t o t r a n s f e r r i n e ~ ~  humaine. 

La ~lcoprolactotransfexrinell a été isolée des selles de 

nourrissons par la méthode dlirnmuno-absorption spécifique 

(chromatographie sur colonne d'anticorps anti-lactotransferrine 

réticulés par .le glutaraldéh~de et désorption du protéide par 

une solution tampon de glycocolle de pH 2 , s ) .  Elle garde la 

propriété de fixer réversiblement le fer bien qu'elle soit en 

majeure partie dénaturée par l'action des enzymes protéolytiques 

digestifs. 

Ces résultats permettent de poser en hypothèse que la 

lactotransferrine hurnaine est capable de jouer, tout au long 

du tractus digestif, son rôle de fixateur réversible du fer et, 

par ce mécanisme ferriprivateur, d'assurer,- en association avec 

les IgA et, peut-être aussi, avec des constituants glucidiques 

présents seulement dans le lait humain -, la protection de 
lT intestin du nourrisson vis-à-vis de germes pathogènes. LI Ab- 

servation de l'absence de la lactotransferrine de vache dans 

les selles d'enfants nourris au lait de vache plaide en faveur 

d'une alimentation à base de lait de femme, au moins chez les 
enfants en bas-âge. 

Q 
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