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I N T R O D U C T I O N  O 
Le lait est la nourriture exclusive du jeune Mammifère. 

Quelle que soit l'espèce qui le sécrète, le lait est toujours cons- 

titué par une solution saline de glucides, de protides et de lipides. 

Le "lait" sans spécification, désigne la sécrétion lactée de la Va- 

che, mais chaque espèce sécrète un type de lait particulier dont les 

éléments constituants diffèrent quantitativement d'une espèce à l'au- 

tre comme le montre le tableau 1 (p. 2). 

Le lait constitue un substrat intéressant pour se livrer à 

diverses spéculations. Solution de protéines, il a toujours été étu- 

dié d'une manière intensive par les biochimistes qui s'intéressaient 

aux propriétés et à la structure des protéines. NULDER, pionier de la 

biochimie des protéines, qui donna à celles-ci leur nom, décrivit en 

1838 une des premières méthodes de préparation de la caséine. 

L'école lilloise de biochimie fondée par Michel POLONOVSKI, 

entreprit dès 1927 des recherches sur les glucides libres et conjugués 

du lait de Vache. 

Le côté spéculatif ayant longtemps prévalu, le 1ai.t de Vache 

étant un substrat abondant, de nombreux résultats staccumulèrent sur 

les constituants de cette sécrétion. 

Actuellement, les recherches tendent & préciser les diffé- 

rences qui existent entre le lait de Vache et le lait de Femme. Elles 

revêtent uneimportance particulière du point de vue de la maternisa- 

tion du lait de Vache. 

La composition glucidique du lait de Vache est très différente 

de celle du lait de Femme, en particulier, ce dernier renferme des 

quantités importantes d'oligosaccharides libres qui ont été groupés 



T A B L E A U  1 

Composition (en grammes par l i t r e )  d e s  la i t s  de d i f f é r e n t s  

Mammifères s e l o n  DAVIES ( 1 )  

, 

b 

L ip ides  

37 

3 1 

1 3  

6 9 

44 

13 

Glucides 

6 3 

41 

5 8 

4 3 

39 

60 

I" 

Espece 

Femme 

Vaohe 

Anease 

Brebis  

Chiovre 

Jument 

% 

Cendres 

2,1 

792 

- 
8 

8 

591  

Protides 

21 

36 

- 



p a r  POLONOVSKI e t  LESPAGNOL sous  1 3  vocable  de  "g:fuolactose". Les 

t rdvaux de  POLOMOJSKI e t  de PION'PKXCTIL d ' u n e  p a r t ,  de RUHN d ' a u t r e  

p a r t ,  o n t  permis  d ' é l u c i c i s r  l a  s t r i r c t u r e  chimique de  1% p l u p a r t  d.3 

c e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  l i b r e s  dont  l e  m4tabolisrne e t  l e  r ô l e  demeil- 

r a i e n t  cependant  trss mal oonnus. Aussi  l a  découve r t e ,  en 1956, p a r  

NONPREIJIL e t  HOLLEMAN ( 2 )  d ' u n  g lycopro5éi3e  du l a i t  de  Fernirie de 

composi t ion  en o s e s  e t  en osamines s e  r app rochan t  de c e l l e  d e s  o l i -  

g o s a c c h a r i d e s  i u  l a i t ,  p e r m e t t a i t  de  p o s e r  en hypothèse  q u ' i l  eui3-  

t3it une r e l a t i o n  ml5taholiyue e n t r e  o l i g o a a c c ~ l s r i d e s  e t  g lycopro tS i -  

d e s  ( MONTRETJIL) ( 3 ) .  Les t r a v a u x  de TIOLJï'REUZL e t  MTJLLES (4), s u r  1 ' é- 

t u d e  d e s  v a r i a t i o n s  d e s  c o n s t i t u a n t s  g l u c i d i ~ u e s  du l a i t  de Femme nu 

c o u r s  de  l a  l a c t a t i o n  o n t  d é j &  montré que l e  t a u x  de l a c t o s e ,  f a i b l e  

dans  l e s  l z i t s  c o l o s t r a u x  c r o î t  p rogress ivzment  e t  s e  s t s b i l i s e  v e r s  

l e  5ème ou l e  6ème j o u r ,  e t  que,  su  c o n t r a i r e ,  l e  t a u x  d e s  o l i g o s s a -  

c h a r i d e s  e t  c e l . ~ i  d e s  g lycoprokSides  t o t a u x  de  l ' a d i a l y s a b l e  du l a i t ,  

d é c r o î t  pendant l a  même p é r i o d e .  Ces r S s u l t a t s  e t a i e n :  donc en f a v e u r  

d ' une  r e l a t i o n  mfStabolique e n t r e  l e s  g l y c o p r o t é i l e s  e t  l e s  o l i g o s a c -  

c h a r i d e s  du l a i t  de  Femtne. 

Nous nous sommes proposé de r e c h e r c h e r  dans  l e  l a i t  de 

Femrne, d ' i s o l e r  e t  d ' é t u d i e r  l e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques e t  l a  

s t r u c t u r e  d e s  g l y ç o p r o t é i d e s  possedant  l a  même vomposi t ion que l e s  

o l i g o  s a c c h a r i d e s  ( g a l a c t o s e ,  g ldcose ,  f ucose ,  N-acé t y l  g l  acosam ine ,  

a c i d e  s - i a l i q u e )  . 

Nos a c t i v i t é s  de  reclzerche s e  s o n t  d6veloppées  dans  l e s  

d i r e c t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1) :l?ractionnernent du 1zc tosQrum p a r  l e  s u l f a t e  d l  amr?onium e t  é t ~ i l e  phy- 

sico-chimique sys t éma t ique  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  ob tenues ,  en v ~ e  

d ' é p r o u v e r  l e  fondemetlt de  l ' h y p o t h è s e  énoncée p l u s  hau t .  

2 )  Etude d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  en chromatographia de  g e l - f i l t r a t i o n .  

3)  I so l emen t  e t  é t u d e  pliysico-chimique e t  s t r u c t u r a l e  de d i f f é r e n t s  

g lycop r o t  i d e s  : 

a - Lac t o t r a n s f  e r r i n v  avec l a  c o l l a b o r a t i o n  de  14adsmoiselle 

SPIK ( ~ o t r e  c o n t r i b u t i o n  s ' e s t  l i m i t é e  à 13 reche rche  de  nouves lx  p ~ o -  



cédés de préparation). 

b - 1mtr.unoglobulines A (I~A) 

c - Glycopeptides (en collaboration avec GRIT~MONPFIEZ,)  

4) Etude des oligosaccharides adialysables, poursuivie et développée 
par GRIMI.'iONPREZ (~hèse de Doctorat dl~tat). 

Nous exposerons en premier lieu l'état actuel de nos connais- 

sances sur les oligosaccharides et les protéides du lait de Femme. Nous 

décrirons ensuite, nos recherches personnelles et les résultats que 

nous avons obtenus. 



1 - LES GLUCIDES LIBRES i3U LAIT 38 FEMME (x  1 

Comine d a n s  t o u s  l e s  l a i t s  de Mammifères, on t r o u v e  dans  l e  

l a i t  da Femmv du l a c t o s e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  50 à 65 g / l i t r e  de lsit 

" p a r f a i t t ' .  Dans l e  l a i t  d e  Femme, l e  l s c t o s r  e s t  accompagné p a r  de nom- 

b reux  o l i g o s a c c h a r i d e s  don t  l ' e x i s t e n c e  a é t é  démontr ie  p a r  M.  POLONOVSKI 

e t  A. LESPAGgOL. 

Nous e x p o s e r o n s b r i è v e m e n t l e s  conna i s sances  a c t u e l l e s  s u r  

l a  composi t ion  e t  l a  s t r u c t u r e  de c e s  o l i g o s a c c h s r i d e s .  

Les p r e m i è r e s  é t u d e s  f u r e n t  e f f ec tuées  p a r  POLON3VSKI e t  

LESI3AGlJOL q u i  t ~ n t è r e n t  d ' i s o l e r  l a  suhs-t;ance g l l c i d i q u e  l évogyre  q u i  

accompagne l e  l a c t o s e .  I ls a p p e l è r e n t  c e t t e  subs t ance  "gynolac tose"  

m a i s  tmirent  e n s u i t e  e n  d o u t e  son  :iomclg6nt+ité ( 5 )  e n  conc luan t  

" q u ' i l  e x i s t a i t  à c ô t é  du gyriolactoae d ' a ~ i t r e s  p r o d u i t s  g l u c i d i q u e s  

beaucoup moins r4ducteum encore".  

Les r e c h e r c h e s  f u r e n t  r e p r i s e s  s imultanément  p a r  KUHN e t  

p a r  PIONTREUIL, f a v o r i s é e s  p a r  l ' e m p l o i  de  l a  t echn ique  de  chromatogra- 

p h i ?  s u r  p a p i e r .  Ces a u t e u r s  d4montrèrent  que l e  "g,ynolactoeett  e s t  un 

mélsnge complexe d e  nomSreux o l i g o s a c c h a r i d e s ,  c o n s t i t u e s  en  propor- 

t i o n s  v a r i a b l e s ,  de  g a l a c t o s e ,  de g l b ~ c o s e ,  de  f u c a s e ,  de  N-scétylglu-  

coaamine e t  p a r f o i s  d ' a c i d e  N-acétylneuraminique. 

Leur compos i t i on  mola i r e  e s t  p r é c i s é e  dans  1~ t a b l e a u  II 

( P .  6 )  

D t  ap rSs  l e u r  composi t ion  cliimique, l e s  o l igoaacc l in r ides  

du "gynolac tose"  peiivznt ê t r e  < d i v i s é s  en deux groupes  t 

1') O l i g o s a c c h a r i d e s  n 5 u t r e s  dépourvus d ' a c i d e  N-aci tyl-  

neurarninique. 

2') 3l igosacc i - la r ides  a c i d e s  con tenan t  de 1 ' a c i d e  X-ac6tyl- 

neilraminique. 

-*_- --m. .- __.__-- - , -- 
(r)  'Joir l e s  revues  gSnt5rales de KlJHN ( 6 ) ,  MONT2EUIL ( 7 ) ,  SEGiZRD (8), 

5RIMTJIONPRTZ ( 9 )  . 



T A B L E A U  II 

Cal : galactose h c  : fucose 

GlcNAc : El-aaétylglucosamine 

Composition molaire des polysaccharides du lait de Femme. 

Glc : glucose 

ANAN : acide N-acétylneuraminique 
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Nomenclature de KUHN 
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- 
- 
1 

1 
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- 
- 
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- 
- 
- 
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1 

1 

1 
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L a  s t r u c t l i r e  de  c e s  o l i g o s a c c l ~ a r i d e s  a é t 6  déterrninee grâ-  

ce  aax  r e c h e r c h e s  de I(UHN a t  de  MONPREU[L. 

D ' a u t r e s  t r a v a u x  on t  e n s u i t e  é t é  e f f e c t u é s  : 

1 )  H Y N "  e t  a l .  ( 1 0 ) ,  MALPRESS e t  HYi'SEIJ ( 1 1 ) ( 1 2 ) ,  ULPRZSS 

e t  MORIIISSUN (13)  ont i s o l é  du l a i t  de E'emme -outre un f u c o s i d o  l a c t o s e ,  

l e  l a c t o - 3 - t é t r a o s e ,  un lacto-3-fucopentaose e t  nn lacto-N-difuco-he- 

xaose - 5 p p l y s a c c h a r i d e s  s u p é r i e u r s .  I l s  c o n s i d é r e n t  s e s  composés 

comme d e s  polymères du lacto-M-tétraose s u r  l e s , u ~ l s  s e  f i x e n t  p a r f o i s  

un? ou deux molécules  d e  fucose .  

2)  Poursu ivant  nos  t r a v a u x  s u r  l e s  po lysacc l i a r ides  ad i a ly -  

s a b l e s  du l a i t  de Femma, GZIMMONPREZ i s o l a  6 nouveaux o l i g o s a c c h a r i d e s  

en u t i l i s a n t  l ' é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  (GRIMMONPRZZ (IL)), 

GRTMMONPREZ e t  MONTREUIL (15 ) ( 1 6 )  ) . 

Ces o l i g o s a c c l l a r i d e s  s ' a p p a r e n t e n t  silx g l i l c i d e s  di1 "gyno- 

l a c t o s e "  : i l s  son t  l é v o g y r e s  ; l e u r  composi t ion  en  o s e s  e s t  c e l l e  des 

o l i g o s a c c h a r i d e s  du l a i t  de Femme d é c r i t s  an t é r i eu remen t  p a r  i(U1IN e t  

p a r  MONTRZUIL ; i l s  possèden t  t o u s  un r é s i d u  de g lucose  en p û s i t i o n  

t e r n i n a l e  r é d u c t r i c e .  

L a  s t r u c t u r e  complète  de  l ' u n  d ' eux  : l e  d i l a c t a m i n y l - l a c t o -  

EJ-tétrao'se a é t é  dé te rminée  (GRIMMOXPREZ e t  a l .  ( 1 7 ) ( 1 8 ) ) .  Le schéma de 

s t r u c t u r e  e s t  l e  s u i v a n t  : 

.. 
$ )  N I C O L A I  e t  ZILLIKEN (19) on t  obkenu 5 nouveaux poly- 

s a c h a r r i d e a  a c i d e s  p a r  chromatographie  s u r  d e s  co lonnes  d e  DEAE-Sephadex 

e t  a e  Sephadex c-50.11s en  ont %*nélacarrposi.tian molaire e t  le po ids  

m o l é c u l a i r e  q u i  v a r i e  d e  5009 à 7.500. Ces p o l y s a c c h a r i d e s  semblent 

ê t r e  d e s  hexarnères du l ac to -N- t é t r aose  s u b s t i t u é s  à d e s  d e g r é s  d i v e r s  

p a r  du f uco s e  e t  de 1 ' a c i d e  N-acétylneurarninique, c e s  dellx mono saccha- 

r i d e s  v a r i a n t  en  p r o p o r t i o n s  i n v e r s e s .  



D'une manière  g é n é r a l e ,  t o u s  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  da mgynn- 

l a c t o s e "  s o n t  - s o i t  d e s  p r o d u i t s  de s u b s t i t u t i o n  du 1actl .-N-tétraose ou 

du lacto-N-nSotétraose p a r  du fucose  ou de l ' a c i d e  X-acétyl neuraminique 

- s o i t  d e s  p r 3 d u i t s  de  po lymér i sa t ion  des  mêmes o l i g o s a c c h a r i d e s ,  c e s  

p r o d u i t s  p o u n t  eux-mêmes ê t r e  s u b s t i t u e s  p a r  di1 fucose  e t  (O-J) p a r  de  

l ' a c i d e  N-ac5tylneuraminique.  

Les s t u c t u r e s  d e s  d i f f é r e n t s  o l i g o s a c c h a r i d e s  l i b r e s  pre-  

s e n t s  dans  l e  l a i t  d e  Femms ayant  é t é  p réc i s6@,  il s e  pose  l e  problème 

d e  l e u r  r ô l e  e t  de l e u r  o r i g i n e  métabol ique.  Le premier  p o i n t  a é t é  l o n -  

guement développé d a n s  une revue  g é n é r a l e  r é c e n t e  de GRIBMONPREZ ( 2 0 ) .  

Pour  l e  second,  MONTRPJIL émit l ' h y p o t h è s e  que  l e  "gynolac tose"  p o u v a i t  

r e p r é s e n t e r  un rnsemble de p r o d u i t s  du métabol isme i n t e r m s d i a i r e  de c e r -  

t a i n s  g l y c o p r o t 6 i d e s  du l a i t  de  Femme. 

La p ré sence   te g l y c o p r o t é i d e c  dans  l e  l a i t  de  Femme a  d ' a -  

bo rd  é t é  démontrée p a r  l ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r .  E l l e  f u t  confirmée 

p a r  l a  mise en ev idence  de  g l u c i d e s  dans  l a  f r a c t i o n  macrom3léculaire  

du l a i t  de  Femme ( g a l a c t o s e ,  g lucose ,  mannose, f u c o s e ,  osamines,  a c i d e  

N-acé ty lneuraminique) ,  p u i s  p a r  1 ' i so l emen t ,  p a r  MONTREUIL e t  90LLYMAN 

( 2 1 )  d ' u n  g l y c o p r o t é i d e ,  l e  "gynolactomucoïde If', dont  l a  composi t ion  

e n  o s e s  é t a i t  t r è s  v o i s i n e  de  c e l l e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  s u p é r i e u r s  

"gynolac tose" .  D'ou l ' h y p o t h è s e  d ' u n e  r e l a t i o n  métabol ique  e n t r e  ce  d e r -  

n i e r  e t  c e r t a i n s  g l y c o p r o t é i d e s  à l ' i s o l e m e n t  d e s q u e l s  s e  s o n t  a t t a c h é s  

d e p u i s  p l u s i e u r s  annÉes MONTRmJIL e t  s e s  c o l l a b o r a t e u r s .  

Leur b u t  é t a i t  de  c a r a c t é r i s e r ,  p a r  d e s  vo ie s  physico-chimi- 

ques ,  d e s  g l y c o p r o t é i d e s  dont  l a  f r a c t i o n  g lycannique  s e r a i t  r e l a t i v e -  

ment r i c h e  en f u c o s e ,  s e r a i t  dêpourvue de  mannose e t  r e n f e r m e r a i t  du ga- 

l a c t o s e  e t  du g lucose .  C ' e s t  à c e  t r a v a i l  que nous nous sommes a t t a c h é .  

Avant de d é c r i r e  l e s  r é s u l t a t s  auxquels  nous sommes parvenus ,  nous f e -  

r o n s  l e  p o i n t  s u r  l e s  p r o t é i d e s  du l a i t  de Femme q u i  renferment  l e  p l u s  

souvent  d e s  g l u c i d e s  conjugués .  





T A B L E A U  III 

Variations de l a  teneur en glucides glycoprotéidiques d'un l a i t  

de Femme au cours de l a  l ac ta t ion  (MONTREUIL e t  MULLET) (28).  

r i 

LAIT DE FEMME 

Oses neutres 
Acide s ia l ique  
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2,74 
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Osamines 

395 
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8987 

4,14 

1953 

1919 

1,21 

1,12 

Acide 
sialique 

1,42 

0 3 8  

0,35 

0930 

Q933 
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une augmentation relative des glycoprotéides,plus riches en acide sialique. 

L'application de l'immuno-électrophorèse à l'étude des cons- 

tituants des laits perinzt de distinguer deux classes bien distinctes de 

protéides : les uns sont d'origine sérique, les autres sont synthétisés 

dans les glandes mammaires. 

I - PROTEIDES SZRIQUES 

Dans les premières études sur le lait la caséine était con- 

sidérée comme la seule protéine caractéristique du lait. Les autres 

protéines, moins abondantes et possédant des propriétés similaires à cel- 

les des globulines et albumines du sérum étaient assimilées aux protéi- 

nes sériques et furent rarement étudiées (S0RENSEN et SgRENSEN, 1939 (29)). 

Les premières études immunologiques ont montré qu'il exis- 

tait une relation entre les protéines sériques et lactées humaines. Dif- 

férents procédés ont été utilisés : réaction de précipitation avec un 

immunsérum antiprotéides lactés (~40~0)(30), techniques d'anaphylaxie 

(THOMSEN) (31) et de fixation du complément (BAUER) (32), immunoélectro- 

phorèse(du PAN et al. (33)). 

L'avènement de ltimmuno-électrophorèse permit de mettre en 

évidence un grand nombre de composants antigéniques dans le lait humain 

et d'en préciser l'origine sérique ou mammaire. 

A partir de 1958, se succédèrent un grand nombre de travaux 

appliquantau lait maternel les méthodes d'immuno-diffusion et en parti- 
v 

culier 1 ' immun~-électro~horèse(~~~~E~& EL (34) iJOHANSSON (35) ; SKVARIZ, 

et REJNEK (36) ; FERRI et TUTIYA (37) ; GUGLER et von MURALT (38) ; 

HINSON (39)(40) ; KANSON et JOHANSSON (41) ; KARTE (42) ; ~CHWICK et a1*(43) 

FILIPE da SILVA et MONTEIRO (44) ; TECH-hTIDOBR0 (45) ; HANSON (46) ; 
REJNEK (47) ; VIVE1,L (48) ; HANSON (49)(50) ; von MURALT ~ ~ ~ . ( ~ ~ ) ; A B E L L I  

(52) ; HANSON et JOHANSSON (53) ; von MURALT (54)). C'est ainsi qu'au 

mcins 30 composants antigéniques furent démontrés dans le colostrum hu- 

main (HANSON (55) ; von MURALT (56)) et 15 dans le lait stabilisé 

(HANSON (57) ; WADSkTORTH et HANSON (58)), comme le montre le tableau IV 

(p. 12) emprunté à EANSON (59). Parmi ces composants, 18 sont apparen- 

tés aux proteines sériques (HANSON (60)(61), m n  IRJRALT (62)) et 13 sont 



T A B L E A U  IV 

Relations antigénique6 entre le lait et le plasma humains obtenues 

par des technique8 dlimmunodiffusion (W~08)(63) 

+ Presence indiqude par rdaction d9ideatit6 

Protéides e6riquee 

Préalbumine 

Albumine 

Oro somuco3de 

4 -globuline (3,55) 1 

(+) Prgeence indiqu@e par ddviation de la ligne de precipitation en immuno- 
électrophorèse comparative. 

1 +I Indiqriq une identité partielle avec la proteins sdrique. 
,c*, 

,',, ; 1 
\:;y 

O(2~a~r~globuline - 

C6ruléoplasmine 

Hapt oglobuline 

Traneferrine 

Prdcolaetmri, 

f 

+ 

+ 

+ 

Colostrum 

+ 

+ 
+ 

+ 

Lait stabilisé 

+ 
+ 
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spécifiques de la glande manimaire. Il faut noter que les techniques 

utilisées par'les auteurs cités ci-dessus sont d'une très haute sen- 

sibilité, comme la méthode dtimmuno-électrophorèse comparative de 
- - - - -- - -- - - 

WADSWORTH et HANSON (64) et qu'elles permettent de détecter des quan- 
tités de protéines parfois inférieures à 0,01 mg/ml. 

La nécessité d'utiliser de telles techniques pour mettre 

en évidence les protéines sériques, prouve que celles-ci se trouvent 

à l'état de traces dans le colostrum et surtout dans le lait stabili- 

sé. 

Trois d'entres elles retiendront néanmoins notre attention : 

la ~ é r ~ a l b u m i n e  et les immunoglobulines qui sont relativement abon- 

dantes dans le lait humain, et la substance capable d'inhiber l1agglu- 

tination des hématies sous l'action du virus de l'Influenza. 

A - INHIBITm DE L'HENAGGLUTINATION PROVOQUEE PAR LES VIRUS 

Le virus de l'Influenza qui provoque une hémagglutination 

est inhibé par un protéide qui se trouve dans de nombreuses sécrétions 

muqueuses et dans le sérum de la plupart des espèces de vertébrés. Cet 

inhibiteur réagit immunologiquement avec un.immunsérum anti+2-macro- 

globuline bien que 1 Ion n'ait pas caractérisé d 2-macroglobuline 

dans le colostrum. Sa concentration s'&lève fortement le jour qui pré- 

cède ltaccouchement et se maintient à un niveau élevé pendant 1 à 2 

jours. L'inhibiteur colostral de lthémagglutination provoquée par le 

virus de l'Influenza aurait un coefficient de sédimentation de 14,5 S, 

serait constitué par un monomère dl+( macroglobuline lié à 4 chafnes 2- 
de sécrétion et agirait par son acide.,N-acétylneuraminique (SHORTRIDGE 

( 6 5 ) ) .  

B - LA SERUM ALBUMINE 

La ,sérumalbumine fut mise en évidence dans le lait humain 

par LUNSFORD et DETJTSCH en 1957 (66) et isolée pour la première fois 

pala JOKIlNSSON en 1958 (67). Cette protéine est immunologiquement iden- 

tique à la serumalbumine S ~ ~ ~ ~ U ~ ( H A N S O N  (68)) bien que sa mobilité é- 

lectrophorétique en milieu alcalin soit légèrement plus anodique que 

cette dernière. 



Le taux de s8riz~elSumlrie du  l a i t  maternel va r i e  au cours 

de l a  l a c t a t i o n ,  11 e s t  ar  2,5 g pa r  l i t r e  de colostrum, passe à 600 

-200 mg/ll tre dans l e  Lai t  de 3 à 7 jours après  l'accouchement e t  d i -  

minue encore légèrement dans l e  l a i t  s t a b i l i s é  (GUGLER e t  MURALT (69)  ; 

KARTE (70) ; (SCHWICX e t  a l .  (71)) .  

L a  séruralbumine n ' e s t  pas un glycoprotéide. Néanmoins 

e l l e  a  tendance à s ' a s soc i e r  à d i f f é ren te s  substances e t  en p a r t i c u l i e r  
- 

aux IgA ( B A L L I F T ~  e t  IMHOF (72) ; YWNNIK (73 ) ) .  De t e l l e s  assoc ia t ions  

n 'ont  pas é t é  ca rac t é r i s ées  dans l e  l a i t  maternel. 

C - LES GLOBULINES IIflXITI?ES 

Les globul ines  immünes sont t r è s  abondantes dans l a  sécré- 

t i on  l a c t e e  humaine e t  sur tout  dans l e  colostrum (4 à 5 g / lOO m l  se lon 

NORDBRING (74) dans l e  premier colostrum). E l l e s  l e  sont encore ne t te -  

ment p lus  dans l e s  colostrums de Vache e t  de Truie qui  renferment res-  

pectivement 115 g (HEINDRICKX e t  a l .  (75)) e t  120 g  (PORTER (76 ) )  de 

globnl ines  immunes par l i t r e  de premier colostrum. Chez ces  espèces, 

l e  placenta  possède une htructure  ép i thé l io -chcr ia le  à 7 couches qui  

l e  rend t r è s  peu perméable aux ant icorps  (SCHNEIDER e t  SZATRMARY (77) ; 

RITNER, JACKSON e t  CRUEHL (78 ) ) .  De ce  f a i t ,  l e  colostrum e s t  d'une i m -  

portance v i t a l e  pour l e  Veau e t  l e  Porcelet  qui  acquièrent l e u r s  an i i -  

corps sgriquea après  ingest ion d e  colostrum, comme ce l a  a  é t é  démon$ré 

pour l a  premiere f o i s  chez l e  Veau par  HOWE ( 7 9 ) .  
Le phenomène e s t  totalement inverse  dans l ' e spèce  humaine, 

l e s  prlmates e t  l e s  rongeurs, o:i Ic nouveau-né possède dès  s a  naissance 

une immnnitc passive t r & r  irnportmte du f ~ i t  de l a  perméabili té placen- 

t a i r e  Sievee. Les globillir,es jmmrilvres co los t r a l e s ,  .mciab abondantes, ne 

passer~t  pas  CtariS l e  sang i u  r*ousroau-né mals portent cependant des ac- 

t i v i t h  an t icorps  bien dé f in i e s  fT3bleau V, 3, 15) ( v o i r  l e s  revues 

g4nGsales ae ?,4UPE e t  FEYER ( 8 ~ 1 )  e t  de CHERON (81) ) .  

Les r e l a s ions  ~ntre l e s  Immunoglobulines du l a i t  e t  du sé- 

ru;n ' , ~ , i i ~ ; r ,  f u r e ~ t  mises en 6vi.ience par  de ~ i ~ m b r e u x  auteurs .  LUNDSFORD 

el: DFJiLCP ;b2)  m v n t r G ~ e u t ,  e n  195? ,  que l e s  immunoglobulines du l a i t  

hu:ialn r cr: %nt igén;-urment r ipga~enldes,  mais non ident iques ,  aux g2- 
T l  gloout izç~~-  s é r i ~ ~ u r s ,  riIl ... un grancl i i c  -cbr.,+ i c  t ?siraux montrerent 



T A B L E A U  V 

Anticorps présents dans le colostrum et dans le lait de Femme 

(dtapr8s PAUPE et MEYER) (83). 

Antdtoxine tétanique DEBRE et al., 1930 (84) 
LEXETEPER et al., 1950 (85) 

Antitoxine diphterique 

VIGNES et al., 1948 (90) 
ARxON e u ,  1959 (91) 

Antistreptolysiries lJIALMNAS e t  al., 1951 (92) 
NORDBRIRG , 1957 (93 ) 

Anti staphylolysinee VIGNES et al., 1948 (94) 
NORDBRING, 1957 (95) 
DOBIAS et al. , 1957 (96) 

Anticorps coquelaohbar ADAMS et 7 1947 (97 ) 

Anticorps typhiques O e t  H LECLAINCHE , 1927 (98) 
TIIUIMERMAN, 1931 (99) 
CASTAIGNE, 1897 (100) 
SCRUBERT et GRUNBERG, 1949 (101) 

Agglutinines dysenteriques WQNG et HONG, 1970 ,i (102) 

Anticorps colibacillaires ABRAHAM, 1929 (103) 
'POOME, 1934 (104) 
SCENEIDER et PAPP, 1938 (105) 
WALMNAS et al., 1951 (106) 
ARNON et al., 1959 (107) 
HODES, 1964 (108) 
rnrss~m, 1961. (log) 
ADIMOLPI et al,, 1966 (110) 

Anticorps grippaux HüMMELER, 1953 (111) 

Anticorpo poliorngélitiques SAEIN, 1950 (112) 
PINTER, 1953 (113) 
GONZAGA et al., 1963 (114) 
HoIlEs et al., 1962, 1964 (115)(116) 
MICHAELS, 1965 (117) 

dnticurgs anticoxsakie B HODES, 1964 (118) 

Antico~ps ourliens RUMIUIELER, 1953 (119) 

Anticorps vaccinaux WEISS, 1939 (120) 



les relations antigéniques entre les immunoglobulines du lait et du 

sérum à l'aide des techniques d'immunodiffusion GUX..El et d.(12I); SKVARIL 

et REJNEK (122) ; FILIPE da SILVA et MONTEIRO (123)(124) ; FERRI et 

TUTIYA (125) ; GUGLER et von MURALT (126) ; W S O N  (127, 128) ; HANSON 

et JOHANSSON (129) ; KARTE (130) ; SCHWICK et al. (131) ; TECH-HLJIDOBRO 

(132) ; KANSON (133) ; MONTREUIL et al. (134) ; REJNEK et al. (135) ; 

HANSON (136)(137) ; von MU-RALT et al. (138) ; HANSON et BERGDARD (139); 
HANSON et JOHANSSON (140) ; von MlJRALT (141)). 

La plupart de ces auteurs montrèrent que les IgA sont les 

immunoglobu~ines prépondérantes du colostrum et du lait stabilisé. 

outre, HANSON (142), démontra que les IgA du lait possédaient un déter- 

minant supplémentaire par rapport à leurs homologues sériques. 

Comme on admet généralement qu'elles sont formées dans la 

glande mammaire, nous traiterons de cette classe d'anticorps dans le 

chapitre des protéines d'origine mammaire. 

Par contre5 les autres classes d'anticorps représentées dana 

le lait maternel sont antigéniquement identiques aux protéines sériques 

correspondant es. 

1) Immunoglobulines G 

La quantité .de protéines apparentées aux IgG trouvée dans 

le colostrum et le lait humain est tout à fait minime quand on la com- 

pare à celle des IgA. En effet, SCHWICK et al. (143) estiment le taux 

dTIgG à 36 mg/lOO ml dans le colostrum au cours des 3 à 8 jours qui sui- 

vent 1 'accouchement et de 9 mg/lOO ml jusqu'à la fin du ler mois. 

2) Immunoglobulines M 

Une protéine correspondant aux IgM sériques a été mise en 
-- 

Gvidence dans le colostrum (m et d.(144) ;&SON (145) ; TECH-HUIDOBRO 

(146) et VIVELL (147)). Elle fut également mise en évidence dans le lait 

stakilisé par HANSON (148). Une étude plus récente montre que, comme 

pour les IgG, les quantités dtIgMprésentes dans la sécrétion lactée sont 

faibles par rapport à celles des IgA. Elles sont de 159 mg/lOO ml dans 

le premier colostrum et de 9 mg/lOO ml dans le colostrum de 4 jours 
(AMM,~NN et STIEHM (149)). 



La plupart des protéines sériques décelées dans le lait 

maternel sontVdes glycoprotéides. Nous précisons pour les besoins de 

notre future démonstration que tous les glycoprotéides sériques carac- 

térisés ici renferment en proportions variables dugalactose, du man- - - 
nose, parfois du fucose et de l'acide N-acétylneuraminique. Nous avons 

rassemblé dans le tableau VI (p. 18) la composition en glucides des 

glycoprotéides présents dans le lait de Femme. 

En conclusion, il apparaît que les protéines sériques de la 

sécrétion lactee maternelle existent en très faibles proportions, sauf 

la sérrnalburnine et les immunoglobulines G et M, qui sont néanmoins 

peu abondantes par rapport aux IgA antigéniquement rattachéee aux pro- 

téides d'origine mammaire. 

PROTEIDES D ' ORIGINE MAMMAIRE 

A - LES IMMUNOGL~OBULINES A 

La démonstration de la synthzse totale des IgA lactadans 

les glandes mammaires n'a pas encore été apportée. Néanmoins, la mise 

en évidence par HANSON en 1961 de déterminants spécifiques du lait 

dans aes IgA, justifie au moins en partie leur classement parmi les 

protéides d'origine mammaire. 

La majorité des anticorps présents dans le précolostrum, le 

colostrum et le lait de Femme s'tabilisé, appartient à la classe des 

IgA. 

Sur les 4 à 5 g de globulines immunes pour 100 ml de premier 
colostrum (NORDBRING)(~~O), 90 p.100 sont des IgA et des IgM (GUGLER et 
MURALT)(~~~). La concentration de & dernières mesurée par AMMANN et 
STIEMM (152) au même stade de la lactation, en utilisant la technique 

de diffusion radiale, est de 159 mg/lOO ml. Les mêmes auteurs, utilisant 

les mêmes techniques, estiment le taux d'IgA dans le premier colostrum 

2 lF(35 mg/lOO ml. 

Les concentrations obtenues pour les IgA du lait par dou- 

ble diffusion radiale sont probablement trop faibles, du fait qu'un 

témoiri IgA 7 s  a été utilisé comme étalon. En dépit de ces divergences, 





nous re t i endrons  que l e  colostrum humain renferme 2 à 4  g/100 m l  d '  IgA. 

Les IgA l a c t é e s  ont é t é  i s o l é e s  pour l a  première f o i s  pa r  

MONTREUIL e t  a l .  (153) qu i  u t i l i s è r e n t  l e  fract ionnement du l a i t  p a r  

l e  s u l f a t e  d'ammonium e t  l a  chromatographie s u r  Amberlite XE 64 des  

f r a c t i o n s  e n r i c h i e s  en IgA. Nous décr i rons  l e s  techniques  u t i l i s é e s  

e t  l e s  r é s u l t a t s  obtenus p a r  ces  au t eu r s  avec nos t ravaux personnels,  

c a r  i l s  ont  é t é  à l l o r i g i n e  de nos recherches s u r  l e s  IgA. 

Après a v o i r  f a i t  l e  po in t  des connaissances s u r  l e s  IgA du 

l a i t  humain au moment où nous avons commencé nos recherches ,  nous ré-  

sumerons rapidement l e s  p r i n c i p a l e s  études qu i  f u r en t  r é a l i s é e s  conjoin- 

tement su r  ce type  dlIgA e t  qui  représen ten t  l e  contextede nos t ravaux 

personnels .  Nous varrons  que l e s  é tudes  sont peu o r i e n t é e s  su r  l a  copu- 

l e  g lucidique.  Nous y  reviendrons d 'une manière p l u s  complète dans l a  

d i scuss ion  de nos r é s u l t a t s ,  a f i n  de r é a l i s e r ,  s i  pos s ib l e ,  une mise 

au po in t  su r  l 'ensemble de nos connaissances a c t u e l l e s  s u r  l e s  IgA du 

l a i t  de ~ e m m e . ( ~ o i r  a u s s i  l e s  revues générales  de TOMASI e t  BIENENSTOCK 

(154) e t  de HANSON e t  JOHANSSON (155)) .  

Après l a  mise en évidence de l a  prédominance des  IgA parmi 

l e s  an t i co rp s  du l a i t  maternel  on découvr i t  q u ' i l  en é t a i t  de même 

pour de nombreuses s é c r é t i o n s  : l a  s a l i v e  (TOMASI e t  Z I G E L B A U M ) ( ~ ~ ~ ) ,  

l e s  larmes e t  l e s  s é c r é t i o n s  ga s t ro - i n t e s t i na l e s  (CHODIRKER e t  TOMASI) 

(157),  l e s  s éc r é t i ons  bronchiques ( K E I M O W I T Z ) ( ~ ~ ~ )  e t  l e s  s éc r é t i ons  

na sa l e s  (REMINGTON e t  a l .  ) (159). La présence d 'un  déterminant spéci- 

f i q u e  dans l e s  IgA du l a i t  de Femme, montrée p a r  HANSON en 1961, f u t  

confirmée par  TOMASI e t  a l .  (160)en 19% quidémont ra que s i  90 p.  100 des 

IgA sé r i ques  sont  sous forme de molécules 7S, l a  majeure p a r t i e  des 

IgA du colostrum e t  de l a  s a l i v e  sont  sous l a  forme 11s. SOUTH e t  a l .  

(161) émirent I lhypothèse  que l a  s t r u c t u r e  spéc i f ique  des  IgA du l a i t  

e t  de l a  s a l i v e  é t a i t  due à une p ro t é ine  l i é e  aux IgA dans l a  glande 

s é c r é t r i c e .  

Ces au t eu r s  proposèrent  d ' appe l e r  c e t t e  p ro t é ine  "Transport 

Piece" pour ind iquer  son r ô l e  poss ib le  dans l e  t r an spo r t  s é l e c t i f  des  

IgA dans l a  s a l i v e ,  l e  l a i t  e t  l e s  a u t r e s  s éc r é t i ons .  Cependant puis- 

que cet te  p ro t é ine  appelée p a r  HAVEZ e t  al.(B) chaîne o(8 e s t  commune à l a  

p lupa r t  des  s éc r é t i ons  e t  spéc i f ique  de ce l l e s - c i ,  l e  terme  secreto or^ 
Piece" f u t  proposé. I l  e s t  maintenant o f f i c i e l l emen t  remplacé par c e l u i  



de "Secretory -. - - com~onent" .  Pour p lus  de commodité nous l ' appe l e rons  

Chaîne de séc ré t ion" .  

La t a i l l e  des  polymères IgA - Chaîne de s éc r é t i on ,  e t  l e  

mode de l i a i s o n  e n t r e  c e s  deux c o n s t i t u a n t s  f u r e n t  é t ud i é s  pa r  de nom- 

breux auteurs .  HONG e t  a l .  (163) proposèrent  une s t r u c t u r e  c o n s t i t u é e  

d'un t r imère  dl IgA sé r iques  assoc ié  d'une manière nai covalente  à une 

chaîne de s éc r é t i on .  

Puis  HAVEZ (164), HANSON e t  JOHANSSON (165),  TOMASI e t  

CZERWINSKI (166) 'montrèrent  que seu le  une f r a c t i o n  de chaîne  de sécré-  

t i o n  peut  ê t r e  d i s s o c i é e  des  IgA c o l o s t r a l e s  pa r  d i f f é r e n t s  agents  dé- 

na tu r an t s  : ac ide  propionique,  ac ide  acé t ique ,  guanidine - HG1 ou SDS. 

TOMASI e t  CZERWINSKI (167) é t a b l i r e n t  que l e s  IgA de s é c r é t i o n  sont  

cons t i t uée s  d 'un dimère dt1gA sé r ique  a s soc i é  à l a  chaîne de s é c r é t i o n  ; 
l a  masse molécula i re  de l 'ensemble é t a n t  de 390.000 da l tons .  

Les &tudes  en microscopie é lec t ron ique ,  r é a l i s é e s  par SVEHAG 

e t  BLOTH (168) r é v é l è r e n t  une s t r u c t u r e  e n y ,  suggérant que l a  molécu- 

l e  d t IgA de s é c r é t i o n  e s t  formée de 2 u n i t é s  IgA 7s superposées , insé -  

r a n t  une charne de s éc r é t i on .  

Les IgA de s é c r é t i o n  possèdent une r é s i s t a n c e  p lu s  é levée  

que l e s  a u t r e s  immunoglobulines, IgA sé r i ques  i nc lue s ,  vis-à-vis de s  

enzymes p ro téo ly t iques  e t  des  agents  de réduct ion.  E l l e s  sont  égale- 

ment p l u s  r é s i s t a n t e s  à pH ac ide  CEDERBLAD e t  a l . ( l 6 9 ) , ~ =  ~t BI. (170);  

TOMASI eit CZERWINSKI (173). La  s t a b i l i t é  d e l l a  molécule dlfgA de séc ré -  

t i o n  peut  P t r e  a t t r i b u e e  2t Ia présence de i a  chaîne de d c r é t i o n .  

La chaîne  de s éc r é t i on  f u t  i s o l é e  p a r  TOMASI e t  CZERWINSKI 

(172) qu i  l u i  a t t r i b u è r e n t  une masse molécula i re  de 58.000 da l tons  e t  

un t aux  de g luc ide s  de 9,5 p . l O O . @ m  ~ ~ ~ ~ . ( ~ ~ ~ ~ B R A N D T Z A E G  (174),  van 

MUNSTER &a @i'5&t K Q B ~ ~ ~ I  (176) t rouvèrent  une masse moléculaire de 

l ' c r d r c  de 75.000. 

La chaîne  de s éc r é t i on  f u t  également mise en évidence sous 

forme l i b r e ,  t ou t  d 'abord dans l a  s a l i v e  de malades agammaglobuliniques 

chez l e sque l s  l e s  IgA sont totalement absentes ,  (SOUTH e t  a l .  (177)  ), 
puis  dans l e  colostrum de Femme, à cô té  des  IgA typiques (NENCOMB e t  a l .  

(178) ), Van NUXSTER e t  a l . .  (179) pu i s  BRANDTZAEG (180),  (181),  (182), (183) 



mont rè ren t  que l e  dé t e rminan t  l e  p l u s  a n t i g é n i q n e  de l a  cha îne  de  sé-  

c r é t i o n  e s t  masqué quand c e l l e - c i  s e  p r i s e n t e  sous forme l i é e ,  démon- 

t r a n t  p a r  l à  l a  s t r u c t u r e  compacte de l ' ensemble .  

L ' é t u d e  physico-chimique de l a  cha îne  de s é c r é t i o n  l i é e ,  

e f f e c t u é e  p a r  TOMASI e t  CZERdINSKI (184) a é t &  pro longée  p a r  l e s  tra- 

vaux d e  KOBAYASHI q u i  a récemment montré que l e s  deux formes de  cha î -  

ne de  s g c r é t i o n ,  l i b r e  e t  l i é e  o n t  un c o e f f i c i e n t  de séd imen ta t ion ,  

une masse m o l é c u l a i r e  e t  une composi t ion en  amino-acides,  i d e n t i q u e s  

am able au V I I ,  p .  22)   a able au 7111, p.  23) .  KOBAYASHI (185) a  éga l e -  

ment é t a b l i  l a  composi t ion  g l u c i d i q u e  de  l a  cha îne  de  s é c r é t i o n  l i b r e  

gl able au V I I I ,  p .  23) .  

Après l e s  c h a î n e s  H e t  L c l a s s i q u e s  e t  l a  cha îne  s p é c i f i q u e  

SC, un quz t r ième t y p e  de cha îne  f u t  découve r t  p a r  HALPERN (186) d a n s  

l e s  polymères d l I g A  ( I ~ A  c o l o s t r a l e s  de  Femme e t  de Lapine e t  IgA de  

myelome). Les a u t e u r s  émirent  l ' h y p o t h è s e  que c e t t e  c h a î n e , d l u n e  masse 

m o l é c u l a i r e  de  23 .000 ,con t r ibua i t  à l ' é d i f i c a t i o n  de l a  forme polymè- 

r e  d e s  IgA, i l s  1 ' a p p e l è r e n t  J ("  j o i n i n g U ) .  C e t t e  cha îne  f u t  également 

mise en év idence  dans  l e s  IgM p a r  MESTECKY e t  a l .  (187) q u i  en  é t u d i è -  

r e n t  l a  composi t ion  en a c i d e s  aminés e t  démontrèrent  q u ' e l l e  é t a i t  t o -  

t a l emen t  d i f f é r e n t e  des  c h a î n e s  l é g è r e s  e t  de l a  cha îne  de  s é c r é t i o n  . 
Les mêmes a u t e u r s  t i r è r e n t  argument de  l a  f o r t e  t e n e u r  en c y s t é i n e  de 

l a c h a l =  J pour  l u i  a t t r i b u e r  une hypo thé t ique  c o n t r i b u t i o n  dans  l e  

m a i n t i e n  de l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  d e s  polymères d l I g A  e t  d'IgM. 

T r è s  récemment, l a  n a t u r e  g l y c o p r o t é i d i q u e  de l a  c h a î n e  J 

f u t  démontrée p a r  NIEDERPTAIER e t  a l .  (188) q u i  donnèrent  s a  composi- 

t i o n  en  g l u c i d e s   a able au I X ,  p .  24 ) ,  

Nous pensons a v o i r  r e t r a c é  l e s  p r i n c i p a l e s  é t a p e s  d e s  r e -  

che rches  s u r  l e s  IgA de s é c r é t i o n .  De nombreux t r a v a u x  concernant  p l u s  

]-art  i c u l i G r e m ~ ~ i i t  1 a p r é p a r a t i o n  e t  l e s  p r o p r i é  t é s  physico-chimiques 

des  IgA du l a i t  d e  Femme e t  de l a  cha îne  d e  s é c r é t i o n  f u r e n t  p u b l i é s  

a;r&u ceux de MONTREUIL : BLANC (1964)(189)  ; TOlvLAST e t  a l .  (1965)(190) ;  

AXELSSON e t  a l .  ( 1966) (191)  ; MUN (1966)(192)  ; HAVEZ e t  a l .  (1967)(193)  : 

TOMASI e t  a l .  (1968)(194)  ; NEWZOMB e t  a l .  (1968)(195)  ; KOBAYASHI 

( l ? 7 1 ) ( 1 ? 6 ) .  

Nous l e s  évoquerons p a r t i c u l i è r e m r n t  dans l a  d i s c u s s i o n  de 

nos t r a v a u x  p e r s o n n e l s .  



T A B L E A U  VI1 

Composition en amino-acides(')de la charne de sécrétion libre et li6e 

(r) en moles pour 100 moles 

(a) TONASI et BIENENSTOCK (197) 

(b) (c) KOBAYASHI (158) 

Chaîne libre 

c 

1095 

5 94 

792 

10,6 

5 9 0 

998 

596 

392 

893 

O 

394 

9 9 7 

49 2 

3 9 3 

290 

597 

190 

590 

Amino-acides 

Acide aspartique 

Thréonine 

$érine 

Acide glutamique 

Pro 1 ine 

Glycocolle 

Alanine 

cyst  ine/2 

Val ine 

Méthionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Tryp tophane 

Lysine 

Histidine 

Arginine 

ChaTne 

a 

796 

890 

992 

8 9 3 

696 

1592 

597 

294 

699 

194 

291 

893 

490 

497 

- 
4 9 0 

194 

490 

liée 

b 

1097 

596 

794 

1097 

590 

999 

597 

297 

892 

O 

3 9 4 

995 

493 

392 

292 

5 9 7 

099 

499 



T A B L E A U  VI11 

Propriétés de la chaîne de sécrétion selon KOBAYASHI (199) 

Coefficient de sédimentation 

Coefficient de diffusion (4 

Volume spécifique par.tie1 

Masse moléculaire (4 

Composition glucidique (en p. 100) ( f )  

Galactose 

Manno se 

Fucose 

Hexo samine 

Acide sialique 

Azote f en p.100) (4 

Soufre (en p.lOO) 

1 p.100 Coefficient d'extinction (E 280 

( )  Déterminé uniquement sur la chaPne de sécrétion libre. 



T A B L E A U  IX 

Composition glucidique de l a  chaîne J provenant des I g A  

humaines sé r ique  e t  de sécré t ion ,  d ' après  NIERlJERMEIP e t  a1.(200) 

L a  composition molaire e s t  é t a b l i e  s u r  l a  base d'une masse molé- 
c u l a i r e  de 26.000. 

( r)  Les r é s u l t a t s  exprimés sont l a  moyenne e t  l e s  va leurs  extrêmes ( e n t r e  pa- 
ren thèses )  de 6 ana lyses  e f fec tuées  s u r  2 p répara t ions  de charne "J". 

Pucose 

Manno s e 

Galactose 

Glucosamine 

Aci3e s i a l i q u e  

To ta1 

(rr) Les r é s u l t a t s  exprimés sont l a  moyenne e t  l e s  va leurs  extrêmes ( e n t r e  pa- 
renthèses)de 9 ana lyses  e f fec tuées  s u r  3 p répara t ions  de chaîne "J". 

I ~ A  sér ique (=+ I g A  de s éc r é t i on  (*) 

p.100 

0,34 

2,13 

1927 

2,72 

1,11 

7 9 57 

p.100 

0,38 

2,27 

1 ,61  

1993 

1942 

7961 

~ o l e s / ~ o l e  

0,6 ( 0 , 5 4 9 6 )  

3 , l  (2,9-3,6) 

1 3 9  (196-2931 

3 ,9  (3,3-4,2) 

190 (099-190) 

10,5 

~ o l e s / ~ o l e  

0 ,6  (0,5-0,8) 

3 ,3  (2,9-3,6) 

2,3 (1,8-2,6) 

2 4  (2,6-2,9) 

1 , 2  (1~0-1,3) 

10 ,2  



LA LACTOTRANSFERRI NE 

l0 - Mise en évidence du f e r  conjugué dans l e  l a i t  de Femme 

Le l a i t  de Femme c o n t i e n t  de O,!? à 1 mg de f e r  p . l i t r e  e t  

on sai t  à p r é s e n t  que l e  métal  e s t  conjugué sous  une forme r é v e r s i b l e  

comme dans l e  plasma. 

L a  n a t u r e  p r o t é i d i q u e  de l a  combinaison du f e r  dans l e  l a i t  

de Femme a é t é  démontrze p a r  l e s  o b s e r v a t i o n s  su ivantes :  

a - L 'ana lyse  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  d e s  p r o t é i d e s  t o t a u x  du 

l a i t  a d d i t i o n n é  de f e r  r a d i o a c t i f  r é v è l e  que c e  d e r n i e r  e s t  l i é  à un 

p r o t é i d e  dont  l e  comportement e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  de l a  t r a n s f e r r i -  .. .. 
ne p lasmat ique  (SCHAFER (201)  ; SCHAFER e t  c o l l .  ( 2 0 2 ) ) ~  

b  - L ' a d d i t i o n  de  s e l s  de  f e r  à du p e t i t  l a i t  hum2in, prcvoque,  comme 

dans l e  c a s  du sérum, l ' a p p a r i t i o n  d 'une  c o l o r a t i o n  rose-saumon 

( SCHAFER ( 203 ) ; JOHAESSOII ( 2 ~ 4  ) ) . 

c  - Au c o u r s  de l a  p r é p a r a t i o n  de l a  l ac t a lbumine  humaine p a r  chroma- 

t o g r a p h i e  s u r  d e s  colonnes de phosphate de calcium, JOHANSSON (205) ,  

en 1958, o b t i e n t  une f r a c t i o n  p r o t é i q u e  hé térogène ,  de c o l o r a t i o n  rose -  

saumon, con tenan t  une p e t i t e  q u a n t i t é  de f e r  e t  p r j s e n t a n t  un maximum 

d ' a b s o r p t i o n  de l a  lumière  à 460-470 nm . 

2O - Procédés  de p r é p a r a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

Deux procédés  d ' i sn l emen t  de l a  l s c t o t r a n s f e r r i n e  humaine 

ont  é t é  d é c r i t s  simultanément p a r  MONTREUIL e t  a l .  (206)  e,t p a r  

JOHAN5"ON (207).  Ul té r ieurement  d ' a u t r s s  méthodes de p r é p - r a t i o n  o n t  

é t é  proposées  p a r  GRUSTNER, SCHAFFER e t  SCHROTER (208) ,  BLANC e t  

ISLIKER ( 2 0 9 ) ,  GOT (210) ,  MASSON e t  HEREMANS (211) ,  JOHANSSON (212) .  
I Nous d é c r i r o n s ,  dans l e  c h a p i t r e  r é s e r v é  à nos  t r avaux  per -  

s o n n e l s ,  l e  procédé d ' i so leml 'n t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  i n v e n t é  p a r  

MONTREIJIL e t  T ~ T L T L L E T ( ~ I  2a)  e t  p a r  MONSREIJIL, TONNELAT e t  MULLET (21 2b)  

c a r  nous l ' a v o n s  app l iqué  e t  nous avons,  en o u t r e ,  é t 4  amen5 à t e n t e r  

de le p e r f  e c t l o n n e r .  

Les a u t r e s  procédés  sont  d é c r i t s  dans l a  revue g é n é r a l e  de 

S ~ I K  ( 2 1 2 ~ ) .  



3O - F i x a t i o n  du f e r  s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

Les é tudeu  concernant  l a  f i x a t i o n  du f e r  s u r  l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  sont  encore  f r a g m e n t a i r e s  e t  nous pouvons résumer l e s  r é s u l t a t s  

ac tue l l emen t  a c q u i s  de  l a  manière su ivan te . :  

a  - Comme l a  t r a n s f e r r i n e ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  f i x e  réversiblem12nt  

l e  f e r ,  l e  z i n c  e t  l e  c u i v r e  (MONTREIJIL e t  WLLET, 1960 (212d) ; MONTREUIL 

TONNELAT e t  NULLEI', 1960 (213)  ; BLANC e t  ISLIKER, 1961 (214) ) .  

b  - L a  l i a i s o n  f e r - l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  ne t tement  p l u s  s t a b l e  que 

c e l l e  de  l a  t r a n s f e r r i n e .  En e f f e t ,  l e  pH de  d i s s o c i a t i o n  t o t a l e  e s t  

de 1 , 7 5  à 2  (MONTREUIL e t  MULLET (215)  ; MONTREIJIL, TONNELAT e t  MULLET 

(216)  ; JOHANSSON (217)  ; BLANC e t  ISLIKYR (218) )  au l i e u  de 4 - 4,5 .  
La d i s s o c i a t i o n  e s t  r é v e r s i b l e  pu i sque  l e  r e t o u r  à un pH 

n e u t r e  p a r  l ' a d d i t i o n  de  soude à d e s  s o l u t i o n s  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  

préa lab lement  d é c o l o r é e s  p a r  l ' a d d i t i o n  d ' a c i d e  ch lo rhydr ique  f a i t  réap-  

p a r a î t r e  l a  c o l o r a t i o n  r o s e  avec son i n t e n s i t é  i n i t i a l e .  Il s ' a g i t  donc 

d ' une  t r a n s f e r r i n e  s p é c i f i q u e .  

c  - Se lon  MONTREUIL e t  c o l l .  ( 2 l 9 ) ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  à s a t u r a t i o n  

r e n f e r m a i t  3 ,5  p.lOOOde f e r ,  s o i t  6 atomes de c e  mé ta l ,  t a n d i s  que 

JOH4NXSON (220) ,  BLANC e t  ISLIKER (221) ,  GRUTTNER e t  c o l l .  (222)  f i x a i t  

c e  nombre à deux pour une t e n e u r  en f e r  de 1,l à 1 , 5  p.1000. C e t t e  d e r -  

n i è r e  v a l e u r  , é t é  conf i rmée  p a r  l e s  t r a v a u x  de  SPIK (223)  e t  p a r  ceux  

de MASSON e t  HEREMANS (224) .  SPIK (225)  démontra que l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  humaine e s t  s u s c e p t i b l e  de f i x e r  j u s q u ' à  20 atomes de f e r  supplé-  

m e n t a i r e s ,  s u r  d e s  s i t e s  non s p é c i f i q u e s ,  en l ' a b s e n c e  de  c h é l a t e u r s  

e t  en  p ré sence  d ' u n  excès  de  s e l s  de f e r .  Ce f a i t  peut  e x p l i q u e r ,  s e l o n  

SPIK ( 2 2 6 ) ,  l e s  r é s u l t a t s  t r o u v é s  p a r  MONTREUIL e t  c o l l .  (227) .  

d  - Comme dans l e c a s  de l a  t r a n s f e r r i n e ,  l e s  b i c a r b o n a t e s  sont  néces-  

s a i r e s  pour  a s s u r e r  l a  f i x a t i o n  du f e r  (BLANC e t  ISLIKEK (228) .  Ces 

r é s u l t a t s  ont é t é  con f i rméspa r  PtASSON e t  HEREDANS (229) ,  q u i  on t  mon- 

t r é  q u ' u n e  mole de  C O  s e  d e g a g e a i t  p a r  atome de  f e r  ou de  c u i v r e  li- 
2  

bér6  d e  l a  p r o t é i n e .  

e - L e s  rno&alit& de la fixation du f e r  s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  l a  n a t u r e  



f e r r e u s o  ou f e r r i q u e  du méta l  conjugué ne sont  p a s  encore  b i e n  d é f i -  

n i e s .  l l o u t e f o i s ,  p a r  a n a l o g i e  avec l e s  t r a n s f e r r i n e s  e t  avec l a  co- 

nalbumine, SPIK (230)  a  posé en hypothèse que l a  f i x a t i o n  de f e r  s u r  

l a  t r a n s f e r r i n e  f e r a i t  i n t e r v e n i r  t r o i s  r é s i d u s  de t y r o s i n e  e t  deux 

r é s i d u s  d 1 h i ü t i l i n e .  

f  - L a  f i x a t i o n  du  f e r  modif'ie profonc?ément l e s  p rcp1 iC t4s  physico-chi-  

miques de 1 2  l a c t o t r a n s f  e r r j  rie. I a  m~,riif e s t a t l o r i  l a  p l u s  6videnUe con- 

c e r n e  l e s  p rc i&r i i t i . s  o p t i q u e s ,  puiscAut. I F  f i x a t i o n  du felr. s ' a c c o m ~ a g n e  

du dbvelcppement d 'une c o l c r a t i  on ro:-e-saiAmon p1.cpor.t i c r ine l l  e à lit qi~an--  

i it6 tic. mé ta l  conjuglié. Le colnplexe f e r - l a c t o t r a n s f e r r ~ n e  e s t  a u s s i  p l u s  

risi.::tant vis-à-vis  des  enzymes p r o t é o l y t i q u e s ( ~ ~ ~ <  e t  M O N C P E U I L ) ( ~ ~ ~ )  

(SPIK) (232) .  

4 0  - P r o p r i é t é s  phgs iques  e t  chimiques de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  -- --- ---- i -  -- 

Les p rop  r i é t  4s physico-chimiililes de 1,i l z c t s  t r a n s f  e r r  ~ f i e  hu- 

maine on t  4 t é  d6f i n i e s  p a r  MON 'RE!' LL e t  IIUTJLET (233) ,  N O N P R F J T L ,  TONNE- 

LAT e t  NIULLET (234)  e t P o w  q u e l l u e s  unes d ' e n t r e  e l l e s ,  p a r  JOHANSSON 

(235)  e t  p a r  BLANC e t  IÇLIKER (236) .  P u i s  l ' é t u d e  en a étA r e p r i s e  p a r  

SPIK (237)  e t  p a r  Q,VERINJEAN e t  a l .  (233)  ; c e s  d e r ~ i e r s  s e  s o n t  lirni- 

t é s  ~ U C  mYsures d e  m*-tsse m o l é c u l s i r e  e t  d l a  composi t ion en amino-aci- 

d e s .  

Ces p r o p r i é t S s  physico-chimiques s o n t  d i f f é r e n t e s ,  cornne 

l ' o n t  s o u l i g n é ,  l e s  p rdmie r s ,  NOPJ'PRE ' I L  e t  c o l l . , d e  c e l l e s  de  1,a trans- 

f e r r i n e  sér i i lue  e t  d ' a u t r e s  l s c t o p r o t é i d e s  comrne l a  l s c tope roxydase  de  

T'YEORE:jL e t  AKESOTJ ( 239) e t  de POLIS e t  ÇYIWKLGR (243) e t  comme l e s  f e r -  

r i l a c t i n e s  de BLOCK e t  ZWEIG (240a)  e t  ~[ATRTT: e t  RLOCK (2d0b) qil i  pont  d e s  

combinaisons f e r r i q u e s  r é v e r s i b l e s  de  1 ' 4 - l a c t a l b u m i n e  e t  de l a p  -1acto- 
gi o b u l i n e  . 

Nous a7Jons rassemble l e s  conna i s sances  n c t i ~ e l l e s  s u r  l e s  

p r ' 3 p r i é t é s  phys iques  dans  l e  ta'oll?nu Y ( p .  28)  s u r  1s composi t ion  g lu-  

c i i i q l l e  d a n s  l e  t a b l e a u  YT ( p .  2 9 )  e t  silr l z  cornp»si . t i~n en  a c i d e s  a- 

minés dans l e  t s b l 5 a u  XTI ( p .  3 0 ) .  

Les t r a v a u x  ccnce rnan t  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e ,  s e c o n d a i r e  e t  



T A B L E A U  X 

Propriétés physiques de la lactotransferrine humaine 



T A B L E A U  XI 

Composition centésimale et molaire en glucides de la lactotranferrine humaine 

(a) MONTREUIL, TONNELAT et MULLET ( 246 ) 
(b ) BLANC et 1 SLIKER ( 247 ) 
(c) GOT, GOUSSAULT et FONT (248) 

(d) SPIK (249) 

( e )  MONTREUIL, BISERTE, MULLET, SPIK et LEROY (250) 

(f) pour une masse moléculaire de 100.000 

c g )  pour une masse moléculaire de 76.000 

b 

Composition centésimale 

Oses neutres 

Osamines 

Acides sialiques 

Composition molaire 

D-galacto se 

D-manno se 

L-f ucose 

N-acétyl-D-glucosamine 

Acide-N-acétyl-D-neuraminique 

(a) 

3 3 90 
2,40 

0987 

10(e,f 

7 
5 
13 

3 

(b 

4910 

2930 

O, 80 

- 
- 
- 
- 
- 

(4 

3,70 

2,00 

0, 90 

- 
- 
- 
- 
- 

1 

(dl 

3,11 

2,43 

1,22 

5(g) 

5 
4 
10 

3 



T A B L E A U  XII 

Composition en acides aminés de la lactotransferrine humaine 

exprimée en g de résidus d'acides aminés pour lOOg de protéide. 

(a) SPIK (251) 

(b) BLANC, BUJARD et MAURON (252) 

(c) QUERINJEAN, FASSON et HEREMANS (253) 

c 

+ 
9954, 0929 

+ 
4,23 0921 - 

+ 
5,13 - O, 18 
11,3 - 0,28 + 

+ 
3,94 - 0,24 
3,57 ; 0,ll 

+ 
548 - 0,32 
3937 z 0,lg 
5940 0,14 

0,80 - + 0,08 

+ 
2,35 - 0907 
7978 I o,o9 
4,16 - + 0,02 

+ 
5919 - 0,19 

+ 
2,51 - 0,15 
6,4l + 0,52 - 
7 3  O,O8 

+ - 
7,53 + 0,44 

Acides aminés 

Acide aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Pro 1 ine 

Glycocolle 

Alanine 

cystine/2 

Valine 

MBthionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phénylalanine 

Tryptophane 

Lysine 

Histidine 

Arginine 

a 

99 2 

3,90 

4936 

9 8 1  

3967 

3,74 

4,51 

3,34 

4,48 

0 9 50 

2,Ol 

7,16 

3,92 

4,78 

1934 à 1977 

6,82 

1959 

7,58 

b 

895 

3,18 

4,09 

10923 

3,67 

3,38 

4,64 

3,27 

4949 

0,76 

2,07 

6,81 

4,19 

4,92 

O, 20 

6,49 

1,50 

7952 



tertizire de lz lactotransferrine humaine sont trBs fragmentaires. 

SPIK et MONTREZJIL (254) ont montre que ce glycoprotéide pos- 

s&de 3 groupements glycanniques. En outre, ces auteurs ont f~urni les 

renseignements suivants : 

1) L'acide N-acétylneurzminique se trouve e n  position externe 

car il est libérS en totalité par action de la neurarninidase. 

2) L'étude cingtique de la libération des oses par les aci- 

des a montré que l'acide N-acétylneuraminique et le fucose apparaissent 

les premiers, suivis par une fraction de la N-acétylglucosamine, tandis 

que le mannose est libéré plus tardivemsnt ainsi qu'une autre fraction de 

la N-acét~lglucosamine. 

3) L'hydrolyse par les résines polystyrène-sulfonées libère 

de nombreux oligosaccharides parmi lesquels la N-acétyllactosamine qui 

est détachée dès le début de l'hydrolyse, deux mannobioses iwmères et 

un mannotriose. 

Structure de la chaîncqe&kdi.u-e b -  . - - - - - - - . -  

Si aucun acide aminé N-terminal n'a été mis en évidence 

(MONTRE~TIL et al. )(254a). (SPIK et MONI?R?ZUIL)(~~~), deux acides-aminés 

C-terminaux ont été identifiés au glycocolle et à la serine. Ces ré- 

sultats sont en faveur de l'existence de deux chaînes polypeptidiques 

dans la lactotransferrine humaine. Les résultats obtenus par GOT et al. - --.- 
(256), par ulxracentrifugation de la lacto transf errine dans 1 'urée 8M, 

confirment cette hypothèse. En effet, dans ce milieu, la lactotrans.?er- 

rine se dissocie en deux constituants de constante de sédimentation 

3,6 S et 1,7 S. 

De même SPIK (257) ,  en collaboration avec BRAZIER et DEMORY, 

a obtenu une dissociation de la lactotransferrine traitée par l'urée 8M, 

en 3 constituants au moins qui ont été mis en évidence par électropho- 

rèse en gel d'amidon et sur acétate de cellulose. 

Enfin, l'action des protéinases sur la lsctotransferrine 

apporte des informations d'une grande importance physiologique. GOT (258), 



SPIK et KONTREüIL (259) et BLANC (260) ont montré que la trypsine et 

la ch~mo~rypaine possèdent une activité protéolytique faible sur ce 

substrat, contrairement à la pepsine, à la papaïne et surtout à la 

pronase. En outre, SPIK et MONTREUIL (261) ont montré que la p1~6sence 

du fer inhibe à peu près complètement l'hydrolyse par la trypsine et 

la chymotrypsine. Ce résultat est en faveur de l'hypothèse de l'inter- 

vention du fer dans l'élaboration des structures secondaire et tertia,i- 

re de la lactotransferrine. 

Du point de vue physiologique #, la resistance du complexe 
fer-lactotransferrine aux enzymes protéolytiques est très intéressante 

et à rapprocher du comportement des IgA de sécrétion qui présentent la 

même proprié t 6 ,  

c - -- Nature .eJ-_no-mb~~~_des liaisons glycannej2,rotide dans la lecto- 

transferrine humaine. 

D1apr6s SPIK et al. (262)(263), il existe dans la lactotrans- 

ferrine humaine 3 groupements glycanniques conjugués à la fraction pro- 

t éi que 1 'un par une 1ia.ison ~ - t h r é o n y l - ~ - a ~ é t y l g l u c ~ ~ ~ i n i d i ~ d ~  et 

les deux autres par une 1ia.ison -aspartyl-N-acétyl~glucosaminylamini~ P 
que. La séquence commune au voisina.ge du point d'attache de ces deux gly- 

cannes est la suivante (~1ycanne)-~sn-  lu-~hr. 
Par contre, GOT, GOUSSAULT et FONT (264) n'ont caractérj sé 

que des liaisons O-glycosidiques. 

Propriétés biologiques de la lactotransferrine. - ----- -- ----- 

La lactotransferrine humaine est largement répandue dans 

les différentes sécrétions de l'organisme humain, aussi son rôle biolo- 

gique semble ne pas se limiter au problème nutritionnel de l'apport du 

fer an nouveau-né et une activité bactériostatique a déjà été démontrée. 

L'hypothèse de l'activité bactériostatique de la lactotrans- 

ferrine émise par MONTREUIL, TONNELAT et MULLET 265), puis par ELANC 

et ISLIKER (266) a été confirmée par des expériences realisées in vitro. 

La lactotransferrine humaine inhibe la croissance de Staphy- 

lococcus aureus  BLANC)(^^^), de Staphylococcus a l b ~  et de Pseudomonas - - 
aeroainosa (MASSON et HEREMANS) (268). L' activi té bactériostatique des 



t r a .n s fa r r> ine  e t  1 a . c t o t r a n s f e r r i n e  s e r a . i t  due & l e v r  a c t i o n  f e r r i p l - i v e  

s u r  l e  m i l i e u ,  l e  f e r  é t a n t  un élément  i n d i  epensa . l le  aux micro-crgani sn;t?s. 

T o u t e f o i s ,  pour  que l e  mGme r8l .e  s o i t  joué i n  v ivo ,  il e s t  n e c e s s a . i ~ * e  

que la .  l a , c to t r a .n s f  e r r i  ne pa rv i enne  non dégradée jusque da.n s 1 ' i r i t e s t i r i  

d u  nouveau-né. Ceci e s t  concevable  pu i sque ,  nous l ' a v o n s  vu, l a  l a c t o -  

t r h . n s f e r r i n e  possède  une c e r t a i n e  r e s i s t a n c e  aux enzymes p ~ . c t é o l y t i q u e s .  

SPIK ( 2 6 9 )  a ,  d ' a u t r e  p a r t ,  formiilé l ' h y p o t h è s e  d ' une  a .c t i -  

v i t 4  a n t i t o x i q u e  d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s .  

L ' a c t i v i t é  e n t i t o x i q u e  d e s  composés r en f  ermtir t du f e r  a. été 

en e f f e t  démontrée v is -à -v is  d ' e x o t o r i r i e s  p a r  EEILMEYER, KEIDEF'1,ING e t  

WDHLEI? (270)  e t  d '  endo tox ines  b a c t é r i e n n e s  p a r  JANfjFF e t  ZWEIFACB (271) .  

C - LES CASEINES ----- 

La casé i r ie  q u i  e s t  apparue  d 'emblée comme l a  p r i n c i p h l e  

p r o t é i n e  du l a i t  e t  l a  p l u s  c a . r a c t é r i s t i q u e  de c e t t e  s é c r C t i o n ,  pu i s -  

q u ' e l l e  l u i  donne son a s p e c t  " lz , i teux",  s e  p r é s e n t e  s ~ u s  forme de com- 

p l e x e  phosphoca.lcique co l1  o ï d a l  . 
L#e lait 4 t a n t  un ique  e t  i r r e m p l a ç a b l e  pour  1 ' a l i m e n t a t i o n  du 

nouveau-né, il n ' e s t  pas  é tonnan t  que l a  c a s é i n e ,  P I - inc ipa l e  p ~ s o t é i n e  du 

l a i t ,  occupe au  s e i n  des  p~mottjines une p c s i t i o n  s i n g u l i è r e .  La c a s e i n e  

peu t  ê t r e  chauffCe en s o l u t i o n  à 100°C, t r a i t é e  p z r  d e s  s o l v a n t s  oreami- 

ques ou d e s  a g e n t s  d é n a t u r a n t s  t e l  que l ' u r é e  s a n s  que s e s  p r o p r i é t é s  

ne s e  mod i f i en t .  L a  c a s é i n e  e s t  p l u s  f a c i l e m e n t  d j g é r é e  p a r  l e s  enzymes 

i n  v i t r o  que des  protéines globulaires t y p l q u e s  cornmr l ' a lkumi t ie  d ' o e u f .  ---- 
1,a c a s f ' i ne  e s t  donc d i f f i c i l e m e r t  dénatura.ble  e t  i l  s ' a v è r e  q u ' e l l e  a  

une s t r u c t u r p  en p e l o t t e  s t a t i s t i q u e  caractéristique d ' u n e  p r o t é i n e  dé- 

n a t u r é e  (FALWER ( 2 7 2 )  e t  KPESHECk (273)). E l l e  s e r a  donc d i g 4 r é e  f a c i l e -  

ment p a r  1 e nouvezu-né. 

Toiltes l e s  é t u d e s  foncamenta les  s u r  l a  c a s e l n e  on t  é t 6  e f -  

f e c t u é e s  s u r  l a  ca.séine de  Vache. 

Les d é f i n i t i o c s  e t  l e s  p r i n c i p e s  que nocs  donnerons pour 
(* 1 

i nnm-r c e r  po r t  eror?t  donc s u r  c e l l e - c i  . 
Nous f e r o n s  e n s u i t e  l e  p o i n t  des  connaiesa.r.ces a c t u e l l e s  

s u r  la .  c a s é i n e  humaine. 

( r )  Voir  a u s s i  l e s  r evues  g é n é r a l e s  de WAUGH (274) ,  THOMPSON (275) ,  MAC- 

K I N L A Y  e t  WAKE ( 276 ). 



l0  - Les case i r ies  bov ines  --.- 

Découverte en  1830 p a r  ERACONNOT e t  c o n s i d é r i e  pendant  p l u s  

d ' u n  demj-s ièc le  comme une pxaotéine p u r e ,  l a  c a s é i n e  dont  l a  composStion 

chimique e s t  donnée dans  l e  t a b l e a u  XIIT(P.  3 5 ) ,  s e  p1~6sente soue fo1.rr.e 

de  4 t y p e s  de c o n s t i t u a n t s  a p p e l é s q s ,  p,C e t  )t s u i v a n t  une nom~?riclatu- 

r e  d é r i v é e  de c e l l e  de MELLANDER (277) .  

Tous c e s  c o n s t i t u a n t s  possèdent  deux p o i n t s  communs : i l s  

renferment  du pkosphore e s t é r i f i a n t  l a  s e r i n e  e t  l a .  t h r é o n i n e ,  i l s  don- - 

n e n t  n a i s s a n c e  à d e s  v a r i a n t s .  Ces deux p o i n t s  m i s  à p a r t ,  v o i c i  comment 

chacun s e  c a r a c t é r i s e  : 

a - L a  c a s é i n e  e s t  peu abondante  e t  renferme peu de  phosphore : G , 1  

p.100. 

b  - La c a s é i n e q  possede  9 atomes de phosphore p a r  molécule  d ' une  masse 
s 

moyenne de  27.300 d a l t o n s .  

c  - L a  c a s é i n e  a a 4 à 5 atomea de  phosphore p a r  molécule  de 24.100 da.1- 

t o n s ;  l e s  c a s é i n e s  9' e t  @ ne renferment  n i  g l u c i d e s  r.i cye t ,é ine  e t  6 

s o n t  s e n s i b l e s  au ca lc ium.  

d - L a  c a s é i n e x  e s t  d e  s t r u c t u r e  p l u s  complexe. E l l e  e s t  c o n s t i t u é e  d e  

p l u s i e u r s  u n i t é s  de  masse m o l é c u l a i r e  v a r i a b l e ,  17.000 à 20.000 da.1- 

t o n s  q u i  donnent d e s  polymères q u i  s e  forment  au h a s a r d  p a r  l i a i s o n s  porit- 

d i s u l f u r e .  Le deg ré  de  p o l y m e r i s a t i o n  v a r i e  la rgement .  La c a s é i n e  X r e n -  

fe rme 5 p.100 d e  g l u c i d e s  r e p r é s e n t é s  p a r  du ga l a . c to se ,  de  l a  g a l a c t o s a -  

mine e t  de  l ' a c i d e  N-acétylneuraminique à r é p a r t i t i o n  équ imola i r e  (JOLLES 

e t  a l .  ) (278)(279) .  E l l e  n ' e s t  p a s  s e n s i b l e  a u  calcium e t  c o g s t i t u e  l e  sub- 

strat de l a  p r é s u r e  q u i  donne l a  r é a c t i o n  s u i v a n t e  : 

p r é s u r e  
Kappa c a s é i n e  .-> parakappa c a s é i n e  + g lycomacropep t ide  

s o l u b l e  i n s o l u b l e  sol .uble  

La p r é s u r e  a g i t  comme une enz@e p r o t é o l y t i q u e  e t  faAt  appp- 

r a î t r e  un nouvel  a c i d e  aminé N-terminal : l a  méthionine.  





La c a s é i n e  % p o s s è d e  l a  p r o p r i é t é  de m a i n t e n i r  e n  s o l u t i c n  

l e s  c a s é i n e s  q e t  @ en p ré sence  de  ca lc ium . L 'enseml~ le  for-me une Eusyen- 
S 

s i o n  s t a b l e  d ' a g g r é g a t s  c o l l o ï d a u x  ou m i c e l l e s .  

Les d i f f é r e n t s  t r a v a u x  s u r  l e s  p o i n t s  d ' a t t a c h e  e t  l a  s t ruc - ,  

t u r e  d e s  g lycannes  de  l a  c a s é i n e  x on t  montré que l a  gal.actoss.mirie est ,  

l i é e  d i r e c t e m e n t  s u r  la. c h a î n e  p e p t i d i q u e  au moyen de l i a i s o n s  O-glyco- 

s i d i q u e s  i m p l i q u a n t  la .  t h r é o n i n e  (MALPRESS e t  SEID A K ~ v A N ) ( ~ ~ ~ ) ,  l a  

t h r é o n i n e  e t  l a  s e r i n e  (FTAT e t  a 1 . ) ( 2 8 2 ) .  

Récemnient TRAN e t  BAKER (283)  o n t  é t a b l i  que c e s  g lycanneo  

sont  fo rmés  de t r i s a c c h a r i d e s  don t  l a  s t r u c t u r e  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

d -N-acétylneuraminyl(2 4 6 ) - 8  -ga l ac tosy l - ( l+  3  ou 6 ) - ~ - a c é t ~ l ~ a -  

l ac tosamine .  

C e t t e  s t r u c t u r e  conf i rme l a  r e p r e s e n t a t i o n  équ imole i r e  d e s  3  

monosaccharides c o n s t i t u a n t  l a  c a s é i n e  donnée p a r  JOLLES e t  a l .  (283) .  

D ' a u t r e s  t r a v a u x  o n t ,  au  c o n t r a i r e ,  montré que l ' a c i d e  N-acétylneura- 

minique, l e  g a l a c t o s e  e t  l a  ga l ac tosamine  pouvaien t  s e  t r o u v e r  dans  l e s  

r a p p o r t s  d e  1-2-1 : (k-UWATA e t  a l .  ) (284) ,  2-2-1 ( ~ a c  C A B E ) ( ~ ~ ~ ) ,  2-2-1 e t  

3-5-2 (SINKINSON e t  W H E E L O C K ) ( ~ ~ ~ ) .  Ces d e r n i e r s  a u t e u r s  o n t  égalemesnt 

d é m o ~ t r é  l a  p ré sence  de mannose. 

I l  y a u r a i t  donc, non p a s  un, mais p l u s i e u r s  t y p e s  de g l y -  

cannes d a n s  l a  c a s é i n e  bov ine ,  e t  c e t t e  h é t é r o g é n é i t é  g lycann ique  pour- 

r a i t  ê t r e  un des  p r i n c i p a u x  f a c t e u r s  de  l ' h é t é r o g é n é i t é  de  l a  c a s é i n e x .  

Les d . i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  de  l a  c a s é i n e  bovine  son t  o rgan i -  

s é s  de l ' éche lon  macromolécula.ire à l ' é c h e l o n  mic romolécu la i r e  en f o n c t i o n  

d 'une  s t r u c t u r e  s p é c i f i q u e  : l a  m i c e l l e .  L ' o r g a n i s a t i o n  d e s  c a s é i n e s  hu- 

ma.ines q u i  s t a r t i c u l e é g a l e m e n t  s e l o n  une s t r u c t u r e  m i c e l l a i r e  e s t  beaucoup 

moins connue.  

2O - &,casé ines  humaines 

Le l a i t  de  Femme e s t  beaucoup p l u s  p a u m e  en  p r o t é i n e s  que l e  

l a i t  d e  Vache e t  l e  d é f i c i t  s e  p o r t e  s u r  l e s  c a s é i n e s ,  c a r  l e  t a u x  de  

p r o t é i n e s  s o l u b l e s  e s t  i d e n t i q u e  dans  l e s  deux s é c r é t i o n s  ( v o i r  t a b l e a u  

X I V ,  p .  3 7 ) .  



T A B L E A U  X I V  

Composition en caséine et en protéines solubles des laits de 

Femme et de Vache. 

(d'après JENNESS et SLOAN)( 286a) 

Protéines du lactosérum 

(p.100) 

0, 6 

096 

Lait de Femme 

Lait , dB Vache 

Caséine 

(p.100) 

094 

298 



L a  composition chimi que de l a  case ine  humai ne e s t  donnée 

dans l e  t ab leau  X I I 1  (p .  35). 

La casé ine  humaine comme l a  casé ine  bovine e s t  cons t i t uée  de 

p l u s i e u r s  p ro t é ine s  qu i  i n t e r a g i s s e n t  pour former l e s  m ice l l e s  t rouvées  

dans l e  l a i t .  Ce t te  hé té rogéné i té  f u t  dé t ec t ée  pour l a  première f o i s  p a r  

MELLANDER (287),  1945, en é lect rophorèse  l i b r e  e t  confirmée en 1962 p a r  

A L A I S  e t  JOLLES (288) qu i  mirent  en évidence une d i za ine  de c o n s t i t u a n t s  

dont 4  pr incipaux,  pa r  é lec t rophorèse  en a c é t a t e  de c e l l u l o s e .  Cont ra i re -  

ment à l ' a s p e c t  typique de l a  caséine  de Vache, montrant en g e l  d'amidon 

2  zones p r i n c i p a l e s  appelées & e t 6  , l a  casé ine  humaine docne dans l e s  

mêmes condi t ions  6  bandes s i t u é e s  en JS e t  if (MALPRESS e t  HYTTEN, 1964 (289). 

I l  e s t  donc d i f f i c i l e  de l i e r  l e s  casé ines  humaines e t  bovines pa r  une 

terminologie  commune. 

Deux f r a c t i o n s  ressemblant aux ca sé ine s  bovines 4 e t X  o n t  
S 

é t é  i s o l é e s  en 1966 pa r  MALPRESS e t  SEID-AKHAVAN (290).  La f r a c t i o n  d i t e  

e s t  hétérogène en é lec t rophorèse  en g e l  d'amidon, ne renferme pas  de 
s 

g luc ide s ,  e s t  i n s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  de l a  p r s s u r e  mais s ens ib l e  au c a l -  

cium. L a  f r a c t i o n  d i t e  & également hétérogène en é lec t rophorèse  en g e l  

d'amidon, e s t  au c o n t r a i r e  i n sens ib l e  à l a  présure  e t  p résen te  un pouvoir  

s t a b i l i s a n t  vis-à-vis de l a  fract ioncYS. L a  composition en ac ides  aminés 

du glycopept ide  l i b é r é  p a r  a c t i o n  de l a  p résure  s u r  l a  casé ine  %humaine 

e s t  iden t ique  à c e l l e  du glycopept ide  obtenu dans l e s  mêmes cond i t i ons  à 

p a r t i r  de l a  casé ine  humaine t o t a l e .  Ceci confurme l e s  t ravaux a n t é r i e u r s  

de ALAIS e t  JOLLES (291) concernant l ' a c t i o n  de l a  p résure  su r  l a  c a sé ine  

humaine t o t a l e  d 'où l e s  mêmes au t eu r s  ont  i s o l é  en 1969 (292) deux f r a c -  

t i o n s  hétérogènw ayant  l e s  p r o p r i é t é s  de l a  casé ine  X .  

Les t ravaux  de NAGASAWA, R Y O K I ,  KIYOSAWA e t  KüMAHARA (293) ,  

p u i s  de NAGASAWA, KIYOSAWA, KLTWAHARA (294) v in r en t  p r é c i s e r  ceux de 

MALPRESS e t  SEID-AKHAVAN (295).  La caséine  humaine e s t  composée de deux 

f r a c t i o n s  p r i n c i p a l e s  apparentées  aux casé ines  /3 e t X  bovines.  La f r a c -  

t i o n x  e s t  a i n s i  appelée c a r  e l l e  donne une zone d i f f u s e  en é lect ropho-  

rèse s u r  polyacrylamide, renferme de l a  cy s t é ine ,  e s t  r i che  en g luc ide s ,  

s t a b i l i s e  l a  casé ine  @ bovine de même que l a  f rac t ionrna jeure  de l a  

casé ine  humaine. Ce t te  d e r n i è r e  f r a c t i o n  donne un électrophorégramme à 6 

bandes appelées  /3 A-F qu i  sont  typiques  de l a  casé ine  himaine. E l l e  



renferme beaucoup d e  p r o l i n e  e t  de l e u c i n e  e t  d e s  t r a c e s  de  g l u c i d e s  e t  

de  c y s t é i n e .  E l l e  s ' a p p a r e n t e  donc à l a  f r a c t i o n w  de  MALPRESS e t  a l .  s --- 
(296)  ma i s  NAGASAWA e t  a l .  (297)  l ' o n t  rapprochée  de l a  c a s é i n e  bovirie 

à cause  de s a  t e n e u r  en phosphore e t  d e s  v a r i a t i o n s  de  s o l u b i l i t é  e n  fonc- 

t i o n  d e  l a  t e m ~ é r a t u r e  q u ' e l l e  montre en  p r é s e n c e  de calcium.En e f f e t ,  

80  p.100 de c e t t e  f r a c t i o n  p r é c i p i t e n t  à une t empéra tu re  comprise e n t r e  

20°C e t  40°C mais demeurent s o l u b l e  e n t r e  O e t  10°C en p ré sence  d e  20 mM 

de  C a C 1 2 .  Ce comportement e s t  t r è s  v o i s i n  de  c e l u i  de l a  c a s é i n e p  bovi -  

ne q u i ,  en p ré sence  d e  ca lc ium,  e s t  complètement s o l u b l e  à b a s s e  tempéra- 

t u r e  e t  p r é c i p i t e  à t empéra tu re  normale.  E n f i n  NAGASAWA e t  a l .  ( 298)  o n t  

montré que l a  s e n s i b i l i t é  au  calcium d e s  c a s é i n e s p  ayan t  un t a u x  de 
A-B-C 

phosphore é l evé  est p l u s  impor t an te  que c e l l e  d e s  c a s é i n e ~ P ~ - ~ - ~  q u i  s o n t  

moins r i c h e s  en phosphore.  

Les t r a v a u x  q u i  s u i v e n t  conce rnen t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  l 'i- 

solement  e t  l e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques d e s  e n t i t é s  de  l a  c a s é i n e  

humaine. NISHIKAWA e t  SAITO (299)  e t  NISHIKAWA, MITRATA, YOSHIDA e t  SAITO 

(300),  o n t  i s o l é  6 f r a c t i o n s  homogènes en é l e c t r o p h o r è s e  r é a l i s é e  e n  po- 

l yac ry l amide  dans  l ' u r é e  e t  montré que l e u r  composi t ion  en  a c i d e s  amin4s 

sont  i d e n t i q u e s .  

Ces 6 c o n s t i t u a n t s  p o r t e n t  de  O à 5 atomes d e  phosphore e t  

possèden t  une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  en m i l i e u  a l c a l i n  q u i  c r o î t  a- 

vec l e  nombre d ' a tomes  de phosphore l i é s  (GROVES e t  G O R D O N ) ( ~ O ~ ) .  Leur 

masse m o l é c u l a i r e  e s t  é g a l e  à 25.000 d a l t o n s  (GROVES e t  T O W N E N D ) ( ~ O ~ ) ,  

v a l e u r  s i m i l a i r e  à c e l l e  de  l a  masse m o l é c u l a i r e  des  c a s é i n e s  fl e t  ?f 

bovines .  

Les c o n n a i s s a n c e s  s u r  l a  p a r t i e  g lycannique  de  l a  c a s é i n e  hu- 

maine s o n t  encore t r è s  f r a g m e n t a i r e s .  

Les ca sé ino -g lycopep t ides  on t  é t é  i s o l é s  d e  l a  c a s é i n e  en- 

t i è r e  p a r  ALAIS etJOLLES (303)  e t  p a r  MALPRESS e t  SEID-AKHAVAN (304)  q u i  

l e s  o n t  également ob tenus  à p a r t i r  d ' u n e  f r a c t i o n  e n r i c h i e  en  c a s é i n e  % 
( f r a c t i o n  B ) .  Les compos i t i ons  c e n t é s i m a l e s  e t  m o l a i r e s  d e  c e s  f r a c t i o n s  

sont  données dans  l e  t a b l e a u  XV (p.  40 ) .  

Se lon  MALPRESS e t  SEID-AKHAVAN (305)  l e s  g lycannes  s o n t  atta- 

chés  pa,r des  l i a i s o n s  O-glycosidiques avec l a  t h r é o n i n e  e t  p e u t - ê t r e  avec 

l a  s e r i n e  . 
Les r é s u l t a t s  d e  c e s  a u t e u r s  s ' é l o i g n e n t  d e  ceux  de ALP-IS'et 

JOLLES, en  p a r t i c u l i e r  p a r  l a  t e n e u r  p l u s  é l e v é e  en g l u c i d e s  e t  p a r  l a  



T A B L E A U  XV 

Composition centésimale et rapports molaires en acides aminés et en 

glucides des caséino-glycopeptides obtenus par action de la présure 

sur la caséine humaine totale et sur une fraction enrichie en caséi- 

ne X (fraction B) . 
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098 
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+ 
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mise en  év idence  d e  glucosamine e t  d e  f u c o s e  dans l e s  casé ino-g lyco-  

p e p t i d e s  humains , S i  l e s  r é s u l t a t s  de  KALPRESS é t a i e n t  con f j rmés  on 

p o u r r a i t  é t a b l i r  une r e l a t i o n  chimique e n t r e  l a  c a s é i n e  humaine e t  c e r -  

t a i n s  d e s  g l y c o p e p t i d e s  e t  d e s  g l u c i d e s  l i b r e s  q u i  ne  c o c t i e n n e n t  p a s  

de mannose. 

D - LA LACTALBUMINE 

JOHANSSON (308)  i s o l a  pour  l a  première  f o i s ,  en  1958, une 

p r o t é i n e  de  c o e f f i c i e n t  de séd imen ta t ion  1 , 7 3  S, i d e n t i q u e  à ' c e l u i  d e  

l a  l a c t a l b u m i n e  bov ine ,  p a r  chromatograph.ie du lac tos6rum humain s u r  co- 

lonnes  d l  hydroxy- a p a t i t e .  MAENO e t  KIYOSAWA (309) p r o p o s è r e n t ,  en  1962,  

une a u t r e  méthode de  p r é p a r a t i o n  p a r  a c i d i f i c a t i o n  du l ac tosé rum à pH 

4,8 e t  r e p r é c i p i t a t i o n .  I ls  o b t i n r e n t  u n e q - l a c t a l b u m i n e  a y a n t  un coe f -  

f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  de 1 , 7  S  e t  une masse m o l é c u l a i r e  d e  23.000 

d a l t o n s .  D ' a u t r e s  p rocédés  f u r e n t  e n s u i t e  d é c r i t s  q u i  m e t t a i e n t  en  oeu- 

v r e  l e  Sephadex G-200 ( G O T ) ( ~ ~ O ) ,  l e  B ioge l  P-30 (BRODBECK e t  a1 . ) (311)  

e t  l e  DFAE-Sephadex couplé  au Sephadex G-100 (PHILLIPS e t  J E N N E S S ) ( ~ ~ ~ ) .  

Llo( - l ac t a lbumine  q u i  e s t  l a  p r o t é i n e  majeure  du l a c t o s é -  

rum humain a p p a r a î t  comme l 'homologue de  l ' w - l a c t a l b u m i n e  bovine ,  en  s e  

fondant  s u r  d e s  c r i t è r e s  uniquement physico-chimiques.  

T o u t e f o i s ,  c o n t r a i r e m e n t  à c e t t e  d e r n i è r e  q u i  s e  p r é s e n t e  

sous forme de deux v a r i a n t a ,  l ' a - l a c t a l b u m i n e  humaine n ' e s t  p a s  poly-  

morphe. De p l u s ,  il n ' y  a p a s  d e  r é a c t i o n  irnmunologique c r o i s é e  e n t r e  

l e s  . ( - lactalbumines humaines e t  b o v i n e s .  La v é r i t a b l e  p a r e n t é  e n t r e  c e s  

deux p r o t é i n e s  e s t  une p a r e n t é  d e  f o n c t i o q .  Ce l l e - c i  e s t  apparue  l o r s -  

q u ' a  é t é  d é c o u v e r t e  l ' a p p a r t e n a n c e  de 1' cd-lactalbumine au  système en- 

zymo.tique l a c t o s e  s y n t h é t a s e  q u i  p e r m ~ t  l a  b i o s y n t h è s e  du l a c t o s e  dans  

l a  g l ande  mammaire ( r é a c t i o n  1 )  

2+ 
(1) UDP-gala.ctose + g lucose  M+ l a c t o s e  + UDP 

Ce système a é t é  r é s o l u  en  2  composants a p p e l é s  P r o t é i n e  A 

e t  F r o t é i n e  B  (BRODBECK e t  E B N E R ) ( ~ ~ ~ ) .  La P r o t é i n e  B e s t  i d e n t i q u e  à 

l t q  l a c t a l b u m i n e  (EBNER e t  a l .  ) (314) .  En l ' a b s e n c e  de P r o t é i n e  B,  l a  Fro- 

t é i n e  A s e  comporte comme une g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  q u i  c a t a l y s e  l a  

l i a i s o n p l - 4  e n t r e  du g a l a c t o s e  provenant  d e  1'UDP-galactose e t  de l a  



N-acétylglucosamine l i b r e  ou l i &  à une p r o t é i n e  ( r é a c t i o n  I I ) .  

Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l e  g l u c o s e  e s t  un mauvais  a c c e p t e u r ,  c a r  

l e  Km d e  l 'enzyme A vis-à-vis  du g l u c o s e  e s t  t rks  é l e v é .  Ce Km diminue 

envi ron  1000 f o i s  en  p ré sence  d ' a - l a c t a l b u m i n e  q u i ,  s e u l e ,  permet à 

l ' enzyme A de c a t a l y s e r  l a  r é a c t i o n  1 dans  d e s  c o n d i t i o n s  phys io log iques  

c ' e s t - à - d i r e  avec  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  en g lucose  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e s  

(MORISSON e t  ~ ~ ~ ~ ~ ) ( 3 1 5 ) ( 3 1 6 ) ( 3 1 7 ) .  Ces a u t e u r s  on t  montré  q u ' i l  s e  f o r -  

me un complexe enzyme A - N ~ ~ + - U D P  ga l ac tose -accep teu r  d e  groupement ga l ac -  

t o s y l ,  complexe q u i  peu t  e n s u i t e  r é a g i r  avec  1 ' 4 - l a c t a l b u m i n e .  

Les t a u x  de  s y n t h è s e  r e l a t i f s  d e s  g l y c o p r o t é i d e s  e t  du l a c -  

t o s e  dépendent  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  en  g l u c o s e  e t  en p r é c u r s e u r s  glycopro-  

t é i d i q u e s  en r e l a t i o n  avec  l e u r s  Km r e s p e c t i f s ,  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  en 

r>(-lactalbumine e t  d e  l ' i n f l u e n c e  de  c e l l e - c i  s u r  l e s  v i t e s s e s  d e s  d i f f é -  

r e n t e s  r é a c t i o n s .  On ne peu t  c o n s i d é r e r  l a  N-acétylglucosamine comme l ' a -  

nalogue d ' u n  g l y c o p r o t é i d e  en v o i e  de syn thèse .  Les t r a v a u x  r é c e n t s  de  

SCHANBACHER e t  EBNER (318)  o n t  montré que 1 %- lac t a lbumine  e s t  un f a i b l e  

i n h i b i t e u r  de l a  r é a c t i o n  II quand l ' ova lbumine  ou d e s  g l ~ c o ~ r o t é i d e s  --a 

en v o i e  d e  s y n t h è s e  son t  u t i l i s é s  comme a c c e p t e u r s  du groupement ga l ac -  

t o ~ y l  d e  l lUDP-galactose.  Se lon  c e s  a u t e u r s ,  on peu t  c o n c e v o i r  que dans  

ce c a s ,  l a  t a i l l e  impor t an te  d e s  molécules  combinées à l ' enzyme A empê- 

che l a  f i x a t i o n  d e  l ' a (  - l ac t a lbumine .  C e l l e - c i ,  dans  l e s  c o n d i t i o n s  de  

c o n c e n t r a t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  a u r a i t  donc un f a i b l e  e f f e t  d ' i n h i b i t i o n  

d i r e c t e  s u r  l a  s y n t h + s e  d e s  g l y c o p r o t é i d e s .  E l l e  en p r o v o q u e r a i t  l a  ré -  

d u c t i o n  presque o x c l u s i v e r n ~ n t  en dé tou rnan t  l e  p o t e n t i e l  c a t a l y t i q u e  de 

l 'enzyme v e r s  l a  syn thèse  dlA l a c t o s e .  

LEY e t  JENNESS (319)  on t  é t u d i é  l ' a f f i n i t é  d e s a ( - l a c t a l b u -  

mines d e  6 e s p è c e s  : Rat, Chèvre, Vache, Ce rv idés ,  Porc e t  Homme, vis-à- 

v i s  de  l a  P r o t é i n e  A bovine .  I l s  on t  montré que c e t t e  a c t , i v i t é  v a r i e  

beaucoup s e l o n  l e s  e spèces  e t  q u ' i l  e x i s t e  une c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e  t a u x  

de l a c t o s e  e t  d 'O(- lac ta lbumine  chez c e s  d i f f g r e n t e s  e s p è c e s .  

Le mécanisme de l a  b i o s y n t h è s e  du l a c t o s e  semble a s s e z  géné- 

r a l  p u i s q u ' i l  a é t é  m i s  en év idence  dans  l e s  l a i t s  humains, de  Chien,  de 

Breb i s  e t  de  Vache (BRODBECK e t  a 1 . ) ( 3 2 0 )  e t  q u ' i l  a é t é  r e p r o d u i t  en  



mélangeant  l e s  P ro t é ines  A e t  B de  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s .  

Les t r a v a u x  d e  p u r i f i c a t i o n  des  P r o t é i n e s  A e t  B on t  con- 

d u i t  à l a  mise en év idence  dans  l e  l a i t  de Vache de  glyco-o<-lactalbu-  

mine p r é s e n t e  en  f a i b l e  p r o p o r t i o n .  L a  copu le  g l u c i d i q u e  de c e s  g lyco-  

4 - l a c t a l b u m i n e s  comporte d e  1 r é s i d u  de  glucosamine (GORDON e t  a 1 . ) ( 3 2 1 )  

à 11 r é s i d u s  d e  monosaccharides r e p r é s e n t é s  p a r  du ma.nnose, du g a l a c t o s e ,  

du f u c o s e ,  de  l a  glucosamine e t  de  l a  ga l ac tosamine    BAR MAN)(^^^). 
Des o b s e r v a t i o n s  i d e n t i q u e s  ont  é t é  f a i t e s  p a r  HINELE e t  

WHEELOCK (323) ,  HOPPER e t  Mc KENZIE (324) .  I l  e s t  f r a p p a n t  que l a  CO- 

p u l e  p o l y s a c c h a r i d i q u e  d e  l a  g lyco -4 - l ac t a lbumine  q u i  r e p r é s e n t e  jus- 

q u ' à  15 p.100 de  l a  molécule  s o i t  s a n s  i n f l u e n c e  s u r  l ' a c t i v i t é  l a c t o s e  

s y n t h é t a s e   BARM MAN)(^^^). 

D ' a u t r e  p a r t ,  1 a " p r o t é i n e  A" a é t é  p u r i f i é e  p r inc ipa l emen t  

à p a r t i r  du l a i t  de Femme dont  l ' a c t i v i t é  l a c t o s e  s y n t h é t a s e  e s t  10 f o i s  

p l u s  é l e v é e  que c e l l e  du l a i t  de Vache (ANn~EWs)(326). La P r o t é i n e  A 

e s t  d e  n a t u r e  g l y c o p r o t é i d i q u e  ( 2 4 , l  p.100 d ' h e x o s e s ,  2 2 , l  p .  100 d 'hexo-  

samines  e t  9 , l  p.100 d ' a c i d e  s i a l i q u e ) ( ~ A ~ A ~ A ~ A  e t  a l .  ) ( 3 2 7 ) .  

Nous avons d é j à  vu, avec  l e s  IgA e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  que  

l e s  c o n s t i t u a n t s  du l a i t  ma te rne l  n ' a v a i e n t  p a s  seulement  une f o n c t i o n  

n u t r i t i v e .  L ' a - l a c t a l b u m i n e  témoin d ' une  a c t i o n  enzymatique exercée  a- 

van t  l a  s é c r é t i o n ,  r e p r é s e n t e  un a u t r e  exemple oiz c e t t e  f o n c t i o n  a p p a r a f t  

b io logiquement  s econda i r e .  T o u t e f o i s ,  l a  v a l e u r  n u t r i t i v e  d e  1'4 - 1 a c t a l -  

bumine e s t  c e r t a i n e ,  s u r t o u t  à cause  de  son t a u x  é l e v é  en  t ryp tophane .  

E  - ENZYMES 

l0 - Lysosyme 

L a  découve r t e  du r ô l e  d e  1 ' 4 - l a c t a l b u m i n e  comme sous-uni té  

de  l a  l a c t o s e  s y n t h é t a s e  p a r  EBNER e t  co11. (327a) i n c i t a  de nombreux 

a u t e u r s  à é t u d i e r  s a  s t r u c t u r e  chimique.  BREW e t  a l .  ( 3 2 7 b ) e n  ont  d é t e r -  

miné l a  séquence p e p t i d i q u e  complète  e t  on t  a t t i r é  l ' a t t e n t i o n  s u r  l e s  

s i m i l i t u d e s  que p r é s e n t e  sa s t r u c t u r e  p r i m a i r e  avec  c e l l e  du lysozyme 

d e  b l a n c  d ' oeu f  de Poule.  L a  comparaison p n i n t  p a r  p o i n t  d e s  decx sé-  

quences ,  montre que 49 r é s i d u s  de 1 ' 4 - l a c t a l b u m i n e  son t  i d e n t i q u e s  aux  



r é s idus  correspcndants  du lysozyme de blanc d'oeuf e t  r évè le  aus s i  de 

nombreux p o i n t s  communs avec l e  lysozyme humain. Selon BREW e t  a l .  (328) 

à l ' a n a l o g i e  de s t r u c t u r e  correspondrai t  une parenté  de fonc t i on ,  l ' u n e  

des p ro t é ine s  é t a n t  impliquée dans l a  synthèse e t  l ' a u t r e  dans l a  cou- 

pure des  l i a i s o n s ~ l  + 4 glyco-pyrannosidique. 

Le lysozyme e s t  t r è s  répandu dans l a  na ture .  On l e  rencontre  

dans l e s  organes ou s éc r é t i ons  de l'homme e t  des mammifères, mais encore 

chez de nombreux ve r t éb ré s  e t  i nve r t éb ré s ,  dans l e  règne végé ta l  e t  chez 

l e s  Bactér ies .  

Les lysozymes provenant d'animaux d i f f é r e n t s  sont  d i f f é r e n t s  

(FROMAGEOT e t  J O L L E S ) ( ~ ~ ~ )  e t  il en e s t  de même pour l e s  lysozymes prove- 

nant d 'organes d i f f é r e n t s  chez l e  même animal. Cependant, t o u s  ces  lyso-  

zomes présen ten t  qual i ta t ivement  l a  même a c t i v i t é  biologique e t  un ensem- 

. b l e  spéc i f ique  de p r o p r i é t é s  communes. 

Ce sont  des p ro t é ine s  bas iques  qui  ont  une masse molécula i re  

vois ine  de 15.000 da l tons .  Labi les  en miheu a l c a l i n ,  e l l e s  sont  par  con- 

t r e  t r è s  s t a b l e s  en milieu acide .  E l l e s  ont  su r tou t  l a  p rop r i é t é  b io log i -  

que de l y s e r  un nombre r e s t r e i n t  de b a c t é r i e s  ( ~ i c r o c o c c u s  lysodeck t icus  

par  exemple) en c a t a l y s a n t  l a  rup ture  de l a  l i a i s o n  @ 1 4 4 en t r e  1 'a- 

c ide  N-acétylmuramique e t  l a  N-acétylglucosamine des  mucopolysacchari- 

des  de pa ro i s  bac té r iennes .  

C ' e s t  l e  b lanc d'oeuf de Poule qui  e s t  l a  source l a  p lus  a- 

bondante de lysozyme, mais' l e  l a i t  de Femme, d ' où  il a  é t é  i s o l é  par  JOLLES 

(330),  en con t i en t  en moyenne 400 mg pa r  l i t r e  s o i t ,  environ 3000 f o i s  

p lu s  que l e  l a i t  de Vache (CHANDAN e t  a1 . ) (331)(332) .  

L ' a c t i v i t é  spéc i f ique  du lysozyme de l a i t  humain e s t  3,5 f c i s  

c e l l e  du lysozyme du blanc d'oeuf de Poule. Sa s t r u c t u r e  pr imaire  présen- 

t e  c e r t a i n e s  ana log ies  avec ce de rn i e r ,  b ien que 52 des 129 r é s idus  d ' a -  

c ide s  aminés so i en t  d i f f é r e n t s  (JOLLES e t  J O L L E S ) ( ~ ~ ~ ) ,  e t  q u ' i l s  ne don- 

nent pas de r éac t i ons  immunologiques c r o i s é e s  (FAURE e t  J O L L E S ) ( ~ ~ ~ ) .  

Dans t o u t e s  &es  s éc r é t i ons  où l e s  an t i co rps  sont r ep ré sen t é s  

en majeure p a r t i e  par  l e s  IgA, comme l e s  larmes,  l a  s a l i v e ,  l e  colostrum, 

il y a  tou jours  beaucoup de lysozyme ( G L Y N N ) ( ~ ~ ~ ) .  L ' ac t ion  complémentaire 

de ces  deux c o n s t i t u a n t s  s u r  l a  l y se  des  l c o l i b a c i l l e s  démontrée i n  v i t r o ,  



( G L Y N N ) ( ~ ~ ~ )  do i t  contr ibuer  à l a  défense du t r a c t u s  gas t ro - in t e s t i na l  

de l ' e n f a n t  (VAKIL e t  a1 . ) (337) .  En e f f e t ,  l e s  IgA r é s i s t e n t  aux enzymes 

protéolyt iques  e t  l e  lysozyme e s t  retrouvé dans l e s  mat ières  f é c a l e s  du 

nouveau-né (HAENEL e t  a l .  )(338),  (PRICKFTT e t  a l .  ) (339) .  

2 O  - Autres enzymes du l a i t  maternel 

~ ' q  - lactalbumine e t  l e  lysozyme nous ont amenes à p é n i t r e r  

dans l e  domaine des enzymes du l a i t .  Une a u t r e  enzyme, l a  r ibonucléase 

e s t  génét iquement apparentée à 1 'O( -lactalbumine e t  au lysozyme (MANWELL) 

(340). I l  e s t  cur ieux que ces  t r o i s  substances enzymatiques ou apparentées 

:soi&pa-les mieux r e ~ r é - 6 ~ ~  dans l e  l a i t  maternel, où de nombreuses au- 

t r e s <  a c t i v i t é s  enzymatiques ont é t é  décelées,  mais l a  p lupar t  des enzymes 

correspondantes ne s ' y  trouvent qu 'à  l ' é t a t  de t races  e t  ne sont décela- 

b l e ~  que par  l e u r s  a c t i v i t é s  ca ta ly t iques .  Rares sont c e l l e s  qui sont en 

concentration s u f f i s a n t e  pour q u ' e l l e s  puissent  ê t r e  i s o l é e s  ou pu r i f i ée s .  

Leur desc r ip t ion  nous f e r a i t  s o r t i r  du schéma que nous avons dé f in i  au dé- 

par t .  Nous nous bornerons à remarquer pour terminer que l e  taux de lac to-  

peroxydase e s t  beaucoup p lus  f a i b l e  dans l e  l a i t  de Femme que dans l e  l a i t  

de Vache. Cet hémoprotéide e s t  en f a i t  un glycohémoprotéide qui renferme 

1 ,5  p.100 d ' o ses  neut res ,  16 rés idus  de glucosamine e t  10 rés idus  de galac- 

tosamine par  molécule selon ROMBAUTS (341), 5,37 p.100 d ' o s e s  neut res ,  14 
rés idus de glucosamine e t  4 rés idus  de galactosamine selon CARLSTROM (342).  

Il n ' y  a u r a i t  pas d ' ac ide  N-acétylneuraminique. 

Tous l e s  travaux de p u r i f i c a t i o n  de l a  lactoperoxydase à par- 

t i r  du l a i t  de Vache, montre que ce l l e - c i  e s t  toujours  é t roi tement  associée 

à l a  "red protein" .  Ces deux pro té ides  n 'on t  aucune parenté  immunologique 

mais i l s  auraient  en commun une fonc t ion  anti-microbienne. Cette proprié- 

t é  a é t é  évoquée p lus  haut au su j e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  JAGO e t  

MORRISSON (343) ont montré que l a  lactopéroxydase pouvait inh iber  c e r t  a i -  

nes b a c t é r i e s  en milHeu anaérobie. 

En admettant que l e  r ô l e  p r inc ipa l  de ces deux pro té ines  s o i t  

anti-microbien, on pour ra i t  expliquer par  un raisonnement f i n a l i s t e  l e u r  

r é p a r t i t i o n  inverse  dans l e s  l a i t s d e  Femme e t  de Vache, 

La 1 -1actoglobuline qu i  représente  plus  de l a  moitié des 



protéides du lactosérum de Vache paraît totalement absente du lactosé- 

rum humain (~0~)(344, 345). Elle se présente sous forme de nombreux va- 

riants et ne renferme pas de glucides sauf le variant "DROUGHTMASTER" 

qui possède une copule glucidique dont la composi.tion est la suivante : 

- 1 résidu d'acide N-acétylneuraminique, 
- 4,3 résidusd~hexosamines ( ~ l c   al al N = 4), 
- 1,9 résidus de mannose et 
- 0,8 résidu de galactose, 

pour une masse moléculaire de 20.000  monomère)(^^^^ et al. (346)). 

La /3 -lactoglobuline est particulièrement abondante dans le 

lait des Ruminants ; les laits des autres Mammifères en sont pratique- 

ment dépourvus. Quant à la raison d'être de l a p  -lactoglobuline, elle 

est totalement inconnue. Mis à part un rôle nutritionne1,on peut suppo- 

ser comme JENNESS (347) que la /3 -1actoglobuline a une importance parti- 

culière pour le deune ruminant, ou qu'elle joue un rôle enzymatique dans 

la biosynthèse du lait comme l'q -lactalbumine, mais, à ce jour, aucun 

fait ne confirme l'une ou l'autre de ces hypothèses. 

G - LES GLYCOPEPTIDES 

Les glycopeptides sont très abondants dans le lait de Femme 

et ils ont été étudiés très tôt par les auteurs recherchant l'origine mé- 

tabolique des nombreux oligosaccharides du lait de Femme. 

En associant le fractionnement par l'éthanol et par le sulfa- 

te d'ammonium, MONTREüIL et HOLLEMAN (348) ont isolé du lait de Femme un 

glycoprotéide dont les caractéristiques sont précisées dans le tableau XVI 

(P. 47). 

L'utilisatioh après fractionnement éthanolique de la chroma- 

,tographie sur DUE-cellulose a permis à GOT et al. de préparer plusieurs 

fractions glycopeptidiques riches en glucides, de masse moléculaire compri- 

se entre 3.500 et 4.000 et constituées en proportions variables de galac- 

tose, glucose, fucose, glucosamine, galactosamine et acide N-acétylnepra- 

minique. 

A partir d'une de ces fractions, GOT, FONT et BOURRILLON (349) 



T A B L E A U  XVI 

Composition centésimale du gynolactofucoïde 1 du lait de Femme 

(MONTREUIL et HOLLEMAN) (350) 

Composition en glucides 

Galactose 10,8 

Fucose 897 

Osamines 10 

Acide N-acétylneuraminique 12 

Composition en acides aminés 

Acide aspartique 

Acide glutamique 

Arginine 

Histidine 

Lysine 

Alanine 

cyst ine/2 

Glycocolle 

Leucine 

Méthionine 

Phénylalanine 

Pro1 ine 

Sérine 

Thréonine 

Tyrosine 

Valine 



ont  i s o l é ,  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r ,  t r o i s  glycopep- 

t i d e s  don t  l e s  composi t ions  e t  c o n s t a n t e s  de séd imen ta t ion  sont  p r é c i -  

s é e s  dans  l e  t a b l e a u  X V I I  ( p .  4 9 ) .  Les p r i n c i p a l e s  p r o p r i é t é s  phys ico-  

chimiques du g l y c o p e p t i d e  1 o n t  é t é  e n s u i t e  dé t e rminees  p a r  GOT,  FONT 

e t  MARNAY (351)   a able au X V I I I ,  p .  5 0 ) .  

HIRANO,  EAYASHI, MASUDA e t  ONODERA (352)  o n t  également i s o l é  

des  g l y c o p e p t i d e s  du co los t rum humain en u t i l i s a n t  l a  méthode de GOT 

e t  a l .  ( 3 5 3 )  e t  i l s  on t  montré que l a  q u a n t i t é  t o t a l e  de g l y c o p e p t i d e s  

pas se  d e  3  g / l i t r e  de  co los t rum un jou r  a p r è s  l t a c c o u c h e m ~ ~ n t ,  à 1,5  g 

p a r  l i t r e  onze j o u r s  a p r è s  l ' accouchement .  Le t a b l e a u  XIX ( P .  51) il- 
l u s t r e  l e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques d e s  f r a c t i o n s  g l y c o p e p t i d i q u e s  

obtenues  q u i  p r é s e n t e n t  t o u t e s  d e s  a c t i v i t é s  de groupe sangu in  ( v o i r  l a  

revue g é n é r a l e  de  GRIMMONPREZ (354)).  

Nous avons r e p r i s ,  au  l a b o r a t o i r e ,  l ' é t u d e  d e  c e s  glycopep-  

t i d e s  en  c o l l a b o r a t i o n  avec GRIMMONPREZ. Notre  c o n t r i b u t i o n  s e r a  exposée 

dans l e  c h a p i t r e  de  nos  t r a v a u x  p e r s o n n e l s .  
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T A B L E A U  X V I I I  

Composition centésimale du gynolactofucoïde de GOT, FONT et MARNAY (356). 

Composition en glucides 

Galactose 29 

Fucose 7 

Hexosamines (glucosamine + galacto samine) 22 

Acide N-acétylneuraminique 9 

Composition en acides aminés 

Acide aspartique 

Acide glutamique 

Alanine 

Glycocolle 

Isoleucine 

Leucine 

Proline 

Serine 

Thréonine 

Val ine 
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C ONC LUS1 ONS rn 

En conc lus ion ,  nous pouvons c o n s t a t e r  que l a  composi t ion  

g l u c i d i q u e  des  g l y c o p r o t é i d e s  du l a i t  ma te rne l  e s t  enco re  t r è s  mal con- 

nue au  moment où nous commencons nos  t r a v a u x  e t  q u ' i l  e s t  d i f f j c i l e  d ' é -  

t a b l i r  un l i e n  métabol ique  e n t r e  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  e t  l e s  g l y c o p r o t é l -  

des .  On p e u t  d 6 j à  e x c l u r e  l e s  g l y c o p r ~ o t é i d e s  s é r i q u e s  e t  l a  l a c t o t r a n e -  

f e r r i n e  q u i  renferment  du mannose, l e s  p remie r s  é t a n t  e n  o u t r e  t r è s  f a i -  

blemrnt  r e p r é s e n t é s .  P a r  c o n t r e ,  une s i m i l i t u d e  de s t r u c t u r e  a p p a r a î t  

e n t r e  l e s  o l i g o s a c c t a r i d e s  e t  : d ' u n e  p a r t ,  l a  c a s é i n e ,  b i e n  que c e l l e  

c i  ne renferme p a s  de g l u c o s e  (MALPRESS e t  a l .  ( 358 ) ) ,  d ' a u t r e  p a r t ,  c e r -  

t a i n e s  f r a c t i o n s  g l y c o p e p t i d i q u e s  où GOT e t  a l .  (359) o n t  t rouvé  d ~  g lu-  

cose .  

Une r eche rche  sys t éma t ique  d e s  g l y c o p r o t é i d e s  s ' impose  donc. 

Dans c e  b u t ,  nous avons commencé p a r  e f f e c t u e r  un f r a c t i o n -  

nement du l a i t  de  Femme p a r  r e l a r g a g e  au s u l f a t e  d'ammonium, p u i s  nous 

avons e f f e c t u é  l ' a n a l y s e  physico-chimique de chacune d e s  f r a c t i o n s  obte-  

nues.  

L 'exposé  de c e  t r a v a i l  c o n s t i t u e  l e  premier  c h a p i t r e  de nos 

t r avaux  p e r s o n n e l s .  



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



i 

FRACTIONNETîENT DU LAIT NATERNEL FAR RELARGAGE AU SULFATE D ' $12 O N I m  

L - 

1. - GENERALITES - 

1 - INTRODUCTION 

JENNESS (360)  a  récemment posé en c e s  termes l e  problème 

du f rac t ionnement  du l a i t  : 

"Il e s t  impor tant  de r é a l i s e r  que non seülemer t  l e  l a i t  

e s t  c o n s t i t u é  d ' u n  mélange complexe de p r o t é i d e s  q u i  s e r a i t  cons idé ré  

de prime abord comme d i f f i c i l e  à f r a c t i o n n e r ,  mais  que l a  t âche  e s t  

rendue encore p l u s  d i f f i c i l e  du f a i t  de l a  f o r t e  tendance q u ' o c t  l e s  

p r o t é i d e s  du l a i t  à s ' a s s o c i e r  e n t r e  e speces  de même n a t u r e  ou de 

n a t u r e  d i f f é r e n t e .  De t e l s  complexes peuvent impl iquer  d e s  f o r c e s  

phys iques  a u s s i  b i e n  que chimiques". 

Les méthodes mises en oeuvre pour f r a c t i o n n e r  l e  l a i t  

sont  c e l l e s  qui  s o n t  u t i l i s é e s  en géné ra l  pour l e s  mélanges de pro- 

t é i d e s  s o l u b l e s .  

E l l e s  t i r e n t  p a r t i  de t o u t e s  l e s  p r o p r i é t é s  physico- 

chimiques des p r o t é i d e s  : s o l u b i l i t é ,  t a i l l e ,  charge é l e c t r i q u e ,  l a -  

b i l i t é ,  d e n s i t é ,  a c t i v i t é  b io log ique  e t  a p t i t u d e  à donner des  réac-. 

t i o n s  s p é c i f i q u e s  avec  d i f f é r e n t e s  subs tances .  

11 n ' e x i s t e  pas  de méthodes pe rmet t an t  d ' i s o l e r  sé l ec -  

t ivement  l e s  g l y c o p r o t é i d e s  d ' u n  mélange de p r o t é i d e s  sauf  lo r sque  

l e u r  t e n e u r  en g l u c i d e s  e s t  t r è s  é l evée  comme l 'ovomucoïde qu i  e s t  

d i f f i c i l e m e n t  d é n a t u r a b l e  p a r  l a  c h a l e u r  e t  l e s  s o l v a n t s  organiques .  

Dans c e  c a s ,  l a  d é n a t u r a t i o n  s é l e c t i v e  s a c r i f i e  évidemmert l e s  au- 

t r e s  p r o t é i d e s  y  compris  l e s  g l y c o p r p t é i d e s  moins r i c h e s  en g l u c i d e s .  

E l l e  a é t é  u t i l i s é e  pour l ' i s o l e m e n t  d e s  g lycopep t ides  du l a i t  mz- 

t e r n e 1  p a r  MONTREUIL e t  HOLLEMAN (361) .  

Notre t r a v a i l  é t a n t  de r e c h e r c h e r ,  i s o l e r  e t  é t u d i e r  l a  



s t r u c t u r e  d e s  g l y c o p r o t é i d e s  du l a c t o s é r u m ,  nous avons c h o i s i  un procédé  

r e s p e c t a n t  t o u s  13s g lycopro té i i l e s  e t  p r r m e t t a n t  de  l e s  o b t e n i r  en  q u m -  

t i t e s  i -npor tan tes .  Notrv c h o i x  s ' e s t  p o r t é  s u r  l e  r e l a r g a g e  p a r  l{?s s e l s  

n e u t r e s ,  c a r  c e t t e  mithode fondée s u r  l e s  v a r i a t i o n s  de s o l u h i l i t é  d e s  

p r o t é i d e s  e s t  & 1% f o i s  s lmp le  e t  f a c i l e m e n t  u t i l i s a b l e  à grdnde é c h e l l ~ ~ .  

Eri o u t r e ,  c e t t e  t e c h n i  l ue  e s t  douce p u i  ;qu' e l l e  ne P r 8 ]  1s14ur 

p a s  de  m o d i f i c a t i o n s  i r r é v e r a i b l s s  de  conformat ion  e t ,  S i r n  que pr>u se- 

l e c t i v e ,  e l l e  f o u r n i t  des  f r a c t i o n s  e n r i c h i s s  q u i  l s  p l u s  souvent  con- 

d u i s e n t  à d e s  p r o t é i d e s  p u r s  au moyen d ' u n e  s e u l e  é t a p e  supplémei i ta l re .  

1 [ - LE RELARGilGE PAR L E  SULFATE D'AMMONIUM 
---------I_------ ---- 

Le r e l a r g a g e  d e s  p r o t 4 i i e s  p a r  l e s  s e l s  n e u t r e s  e s t  une d e s  

p l u s  anc i ennes  rnSthodes de  p r e p s r a t i o n  d e  c e s  composes. 

L a  s o l u b i l i t é  d e s  p r o t é i d e s  v a r i e  en f q n c t i o n  de l a  f o r c e  

i o n i q u e  di1 s o l v a n t .  Aux t r è s  f a i b l s s  c o n c e n t r a t i o n s  s a l i n e s ,  l a  s o l u b i -  

l i t é  d e s  p r o t é i d e s  c r o î t  avec  l a  f o r c a  i o n i q u e  p a r  " e f f e t  d i s s o l v a n t "  ou 

" s a l t i n g  i n  e f f e c t " .  Cependant,  l o r s q u e  l a  f o r c e  ion iqup c o n t i n u e  à c r o î -  

t r e ,  l z  s o l u b i l i t é  p a s s e  p a r  un maximum p u i s  d é c r o î t  d ' u n e  manière c o n t i n u e  

c ' e s t  l ' e f f e t  de  r e l a r g a g e  ou " s a l t i n g  o u t  e f f e c t " .  

Les d i f f é r e n t s  i o n s  n ' o n t  p a s  l e  même e f f e t  d e  r e l a r g a g e .  Les 

s e l s  formés à p a r t i r  d ' a n i o n s  m u l t i v a l e n t s  (phospha te s ,  s u l f a t e s ,  c i t r a t e s )  

s o n t  l e s  a g e n t s  de  r e l a r g a g e  l e s  p l u s  e f f i c a c e s .  Le s u l f a t e  de  sodium e s t  

un m e i l l e u r  agen t  d e  p r é c i p i t a t i o n  que l e  s u l f a t e  d'ammonium, mais l a  p l u s  

graïide s o l u b i l i t é  d e  ce  d e r n i e r ,  r end  son u t i l i s a t i o n  p l u s  commode. 

La c o n c e n t r a t i o n  e t  l a  t e m p é r a t u r e  de  l a  s o l u t i o n  p r o t é i q u e  

à f r a c t i o n n e r  d o i v e n t  ê t r e  f i x é e s  pour  que l e s  r é s u l t a t s  s o i a n t  reproduc-  

t i b l e s .  En o u t r e ,  l e s  s o l u t i o n s  p r o t é i q u e s  do iven t  ê t r e  a m e n é e s t r è s  pro-  

gress ivement  dans  lus  c o n d i t i o n s  de p r é c i p i t a t i o n  pour f a c i l i t e r  l a  c r i s -  

t a l l i s a t i o n  e t  r é d u i r e  l e s  c o p r S c i p i t a t i o n s .  E n f i n ,  l e  pH e s t  un f a c t e u r  de 

première  impor tance  : à f o r c e  i o n i q u e  e t  t empéra tu re  c o n s t a n t e s  l a  so lu -  

b i l i t é  d ' u n  p r o t é i d e  p a s s e  p a r  un minimum, pour  d e s  v a l e u r s  de pH v o i s i -  

n e s  de  son p o i n t  i s o S l e c t r i q u e .  



- DIFFERENTS PROCEBES 3E FRACTIONI\JET!iEI'JiI' 3'5 LAIT PAR 

RELARGAGE AU SULFATE D'AMMONIUIfl. 

Ces principes ont conduit MONTREUIL et collaborateurs ( 3 0 2 )  

2 mettre au point un procéde de fractionnemetit du lait humain ass:iciant 

un gradient le concentration en sulfate d'ammonium à un gradient de pH 

suivant 1s sliémzi de la figure 1 (p. 57 ) .  

Ce fractionnement de base a permis l'isolement d'IgA à par- 

tir du précipit4 P (MONTREUIL et al. )(363) et de lactotransferrine à 
4 

partir du pr&cipité P (MONTREUIL et al. ) (364) .  
7 

PIODIFICA?IONS DU PROCEDE DE MONTREUIL -- 

NATURE DES MODIFICATIONS - - 

Nous avons introduit trois modifications au procSdé origi- 

nal de MONTREUIL : 

1°) Elimination des substances dialysables dans le but : 

a - de se débarrasser au maximum des oligosaccharides dont 
on recherche la trace dans la structure des glycoprotéi- 

des. 

b - de faciliter la précipitation de la caséine qui est ir- 
régulière lorsqu'on opère directement sur le lait déli- 

pidé (ALAIS et JOLLES)(~~~). 

c - de régulariser la précipitation des protéides du lacto- 
séri~m. 

20) Elimination de la casSine avant de commencer le relargage afin d'é- 

viter une précipitation massive dans les premières étapes et les phénn- 

mènes d'entraînement qui en sont la conséquence. 

30) Nodification dans les dernières étapes du relargage afin d'améliorer 

le procédé d'isolement de la 1,sctotransferrine et le fractionnemunt des 

glycoprotides qui ne précipitent qu'à des concentrations élevées en sul- 

fate d'ammonium. 



Lait délipidé : 1/3 de saturation en 

sulfate d'ammonium : pH 7 

Filtrat amené à pH 6,6 

Filtrat amené à pH 3,8 

1 
Filtrat amené à pH 7 et à 1/2 saturation 

en sulfate d'ammonium 

I 
Filtrat amené à ,pH 4,6 

1 3 
Filtrat amené à pH 3,8 

H 
Filtrat amen6 à pz 7 et 
saturé en sulfate d ' ammonium 

t 
Filtrat amené à pK 4,8 

1 > 
Filtrat amané à pH 3,6 

Filtrat S dialysé 
9 

Précipité P 
1 

Précipité P2 

Précipité P 
3 

Précipité P 4 

Précipité P 
5 

Précipité P 
6 

Précipité P 
7 

Précipité P 8 

PrBcipité P 
9 

Figure 1 

Schéma du fractionnement des protéides du lait de Femme par le sulfate 

d'ammonium selon MONTREUIL, CHOSSON, HAVEZ et MULLF'C (306). 



Four cela , ,  nous avons  r p é r é  de l a  manière  

s u i v a n t e  : P a r t a n t  du Lactosérum à pH 7 ,  nous a j o u t o n s  une s o l u t i o n  

s a t u r é e  de  s u l f a t e  d'ammonium jusqu ' à  c e  q u ' i l  y  a i t  p r é c i p i t a t i o n  r t  1 3  

p r é c i p i t é  r s t  r e c u e i l l i  p s r  c e n t r i f u g a t i o n  ; e n s u i t e ,  l e  pH de  l a  so lu-  

t i o n  su rnagean te  e s t  a b a i s s é  j u squ ' à  o S t e n i r  un nouveau p r é c l p i t é  e t  l e  

p r o c e s s u s  e s t  p o u r s u i v i  3 c o n c e n t r a t i o n  constau~te en sulfate d'ammo~lurn s a n s  des-  

cendre  en des sous  de pH 3 , 8 .  P u i s ,  a p r è s  a v o i r  ramené l a  s o l u t i o n  5, n2u t r a -  

l i t é ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium e s t  à nnuveau augmantée j u s -  

q u ' à  fo rma t ion  d ' u n  p r é c i p i t é  e t  l e  f r a c t i o n n e m ~ n t  e s t  p o u r s u i v i  comrne 

prScédemment. Nous avons r e t r o u v é  l e s  mêmes é t a p e s  que T4ON1PRETTIL e t  c o l l .  

pour  l e  debut  du f r a c t i o n n e m z n t .  S e u l s  l e s  d e r n i e r s  s t a d e s  qn t  é t é  modi- 

f i é s  ( f i g u r e  2,  p . 5 9  ). 

B - CONDUITE DU FRACTIONNEMENT 

Le l a i t ( * ) q u e  nous u t i l i s o n s  e s t  l e  p r o d u i t  du rassemble-  

ment d ' é c h a n t i l l o n s  provenant  de d i f f é r e n t e s  mères à d e s  s t a d e s  de l a c -  

t a t i o n  d i f f i c i l e m e n t  c o n t r ô l a b l e s .  

4 l i t r e s  de c e  l a i t  son t  d é l i p i d é s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à 

15.000 t o u r s  p a r  minute  pendant  30 minu te s ,  à 4OC, dans  l e  r o t o r  "Batch" 

d ' u n e  c e n t r i f u g e u s e  SPINCO modèle L ,  p u i s  soumis à une d i a l y s e  de  3  j o u r s  

c o n t r e  de  l ' e a u  d i s t i l l é e  à 4 O C .  L ' a d i a l y s a b l e  e s t  réchauI ' fé  à 20°C p a i s  

amené à pH 4 ,6  avec d e  l ' a c i d e  ch lo rhydr ique  0 , l  N .  Après une n u i t  de r e -  

pos,  il e s t  c e n t r i f u g é  à 20°C pendant 30 mn à 3000 g .  

Les p a l i e r s  de s a t u r a t i o n  33 p.100 e t  50  p.100 en s u l f a t e  

d'ammonium s o n t  ob tenus  p a r  a d d i t i o n  l e n t e ,  sous  a g i t a t i o n  magnet ique,  

d ' une  s o l u t i o n  s a t u r é e  de s u l f a t e  d'ammonium à p 3  7 .  P u i s  nous pas sons  

à 62 p.100,  à 74 p.100 e t  à 100 p.100 de s a t u r a t i o n ,  p a r  a g i t a t i o n  de l a  

s o l u t i o n  en p ré sence  de  s u l f a t e  d'ammonium c r i s t a l l i s é .  

Nous u t i l i s o n s  l a  formule s u i v a n t e  pour  c a l c u l e r  l a  masse 

de s e l ,  en grammes, à a j o u t e r  à 100 m l  de  s o l u t i o n  de s a t u r a t i n n  SI ,  podr  

o b t e n i r  une s a t u r a t i o n  S2. 

(z)  Provenant  du l a c t a r i u m  de  l ' I n s t i t u t  PASTEUR que nous remerc ions  
v i  vem s n  t . 



L a i t  d 5 l i p i d E  e t  décasé iné  amené à 33 p.100 

de s a t u r a t  i o n  en s u l f a t e  d '  ammonium. 

C- .-> P r é c i p i t e  p 
' 1 

F i l t r a t  S amené à p 3  4 , 6  
I 1 

k -- 
-- -- - P r é c i p i t é  P  

2 

F i l t r a t  S amené à p 3  3,8 
2 

- --> P r S c l p i t é  P  
3 

F i l t r a t  S amené à pI3 7 e t  à 50 p.100 
3 

de s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium 
I 

- > P r é c i p i t e  P 
4 

F i l t r a t  S amené à pH 3,8 
I 4  

.-> P r é c i p i t é  P  -P 
5 6 

F i l t r a t  S amené à pH 7 e t  à 53 p.100 6 
de  s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium 

F i l t r a t  S amené à 75 p.100 de 
7 

s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium, pH 7 

1 -- --3 P r é c i p i t é  P  
8 

F i l t r a t  S amené à pH 3 , 8  
I 8 

.-> P r é c i p i t é  P  
9 

F i l t r a t  S s a t u r é  en s u l f a t e  
9 

d'ammonium, pH 3 , 8  

I Sv -j P r d c i p i t é  P10 

C! JI 

Figure  2 

Modi f i ca t ions  p e r s o n n e l l e s  au  schéma de f rac t ionnement  de M ~ N i ' R Z J I L  e t  c o l l .  

(367) .  



Les pH s o n t  a j u s t é s  len tement  au moyen d ' u n  t i t r a t e i l r  

au tomat ique  RADIOMETER 'I'TT 1 C avec des  s o l u t i o n s  d ' a c i d e  ch lor l iydr i -  

que e t  d'ammoniaque 3  N. 

G : en grammrs de SO (NH ) dans  
4 4 2  

1000 m l  de s o l u t i o n  s a t u r é e  

V : volume appa ren t  s p é c i f i q u e  de 

S ~ ~ ( N H  ) en s o l u t i o n  s a t u r é e  
4 2 

Un r e p o s  d ' u n e  n u i t  à 4 O C  e s t  obse rvé  avant  de r e c u e i l l i r  

chacun d e s  p r é c i p i t é s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  de 30 à 45 mn à 15.001 t o u r s  

p a r  minute dans un r o t o r  Batch  de c e n t r i f u g e u s e  SPINCtQ, Modèle L .  Seul  

l e  p r é c i p i t é  P  e s t  i s o l é  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  p a p i e r  Whatmann no  1 . 
1 O 

Les p r é c i p i t é s  s o n t  d i s s o u s  dans  l e  minimum d ' e a u  d i s t i l l é e ,  

e t  l e  pH e s t  éventue l lement  ramené à n e u t r a l i t é .  Les s o l u t i o n s  ob tenues  

s o n t  c e n t r i f u g é e s ,  p u i s  d i a l y s é e s  à 4 O C  c o n t r e  de  l ' e a u  d i s t i l l é e  dans  

d e s  t u b e s  de  ce l lophane  N O J A X ,  p r éa l ab lemsn t  l a v é s  pendant 2  j ou r s  à 

20°C 

536,34 

0° C 

l ' e a u  c o u r a n t e .  La f r a c t i o n  a d i a l y s a b l e  e s t  e n f i n  l y o p h i l i s é e  e t  pesée .  

10°C 

L a  s o l u t i o n  f i n a l e  S e s t  d i a l y s é e  c o n t r e  de l ' e a u  d i s t i l l é e  pendant 
1 O 

3 à 4 j o u r s  à + 4 O C  p u i s  l y o p h i l i s é e .  

I 

514,72 1525 ,05  

9,5262 

III - 

1 
0,5357 / 0,5414 

I 

AUTRES METHODES 

A - METHODE DE GOT (368)  

La c a s é i n e  e s t  é l i m i n k p a r  p r é c i p i t a t i n n  é t h a n o l i q u e  p u i s  

l e  l zc tosé rum e s t  f r a c t i o n n é  s e l o n  l e  schéma de  l a  f i g u r e  3  ( P .  61  ) .  

B - METHODE DE MüH (369)  

Ce t t e  méthode q u i  d é r i v e  de c e l l e  de  ITONI'REUIL et  a ( 3 7 0 )  e s t  

s u r t o u t  adaptge  à l a  p r é p a r a t i o n  des  IgA ( F i g u r e  4; p .  6 2  ) .  Après un 

premier  s t a d e  à 33 p.100 de  s a t u r a t i o n ,  pH 7 ,  l e  p r é c i p i t é  obtenu à 

5 0  p.103 de  s a t u r a t i o n ,  pH 7 ,  e s t  r e f r a c t i o n n é  s e l o n  l e  schéma de MONTREUIL. 



Colostrum ecrimé (2 litres) 

+ 1 volume d'éthanol à - 10°C 

Surnageant Précipité 

Extraction par 1 litre de tampon 
acétate de sodium 0,l M, p3 4,6 

I 

1 33 p.100 de saturation en 

sulfate dtammonium,pH 7 
1 -1 
J- 
Surnageant 

.L 
Précipité 

50 p. 100 de saturation 
en sulfate d'ammonium, 

u 
(300 mg) 

PH 7. 

I 
Précipité Surnageant 

50 p.100 de saturation p 50/7 
en sulfate d'ammonium, '(2,000 mg) 

1 
Surnageant Précipité 

66 p.100 de saturation P 50/4 
en sulfate d'ammonium, (3.000 mg) 
PH 4 

Surnageant Précipité 

100 p.100 de saturation P 66/4 
en sulfate d'ammonium, (3,300 mg) 
PH 4 

1 
Surnageant Précipité 

Figure 3 

Schéma de préparation du lactosérum et de son fractionnement par le 

sulfate d'ammonium (~0~)(371) 



amrné à 33 p.100 de s a t u r a t i o n  en 
s u l f a t e  d'ammonium, pH 7 

P,, d i a l y s é  Surnageant  

Sérumalb  mine 
L a c t o t r a n s f e r r i n r  
T r a c e s  dl Igd, IgG Surnageant  

amené à pH 3 , 8  

m i t é  Surnage P s e ~ ~ d o g l o b u l i n e s  
amené à 
50 p.103 de 
s a t u r a t  i o n  en 

l\ 
Surnageant  P r é c i p i t é  
amené à 
75 p.100 de  
s a t u r a t i o n  en 

sérum- albumine - 
L a c t o t r a n s f e r r i n e  

Surnageant  P r é c i p i t é  

IgA e t  IgG I amené à 33 p.100 
de  s a t u r a t i o n  en  

7 .  

P r é p s r a t  i o n s  

r i c h e s  

en IgA 

' PA Surnageant  

2 
Surnageant  
amen5 à pH 3 ,8  

P r o t é i n e s  
l a c t é e s  

L a c t o t r a n s f e r r i n e  r 

F i g u r e  4 

Schéma de  f r ac t ionnem2nt  d . ~  l ac tosé rum se lon  MUH (372)  

50 p.100 de 
s a t u r a t i o n  en 
s ~ ~ ( N H ~ ) ~ , P H  7 

L a c t n t r a n s f e r r i n e  - 



Les p r é c i p i t g s  ob tenus  à 60 e t  à 75 p.100 de s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  

d'ammonium ren fe rmrn t  e s s e n t i e l l e m e n t  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n 3 .  

3.  - METHODES D'AJTALYSE DES PRECIPITE3 

Nous avons e f f e c t u é  l ' é t u d e  physico-chimiqur e t  immunolo- 

g ique  d e s  f r a c t i o n s  ob tenues .  L ' é t u d e  chimique a c o n s i s t é  e s s e n t i e l l e -  

ment à r é a l i s e r  l ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l e  dosage d e s  g l u c i d e s ,  à dose r  l ' a -  

z o t e  e t  l e  phosphore de chacune d e s  f r a c t i o n s .  C e l l e s - c i  o n t  également 

é t é  é t u d i é e s  en é l e c t r o p h o r è s e  de zone s u r  d i f f é r e n t s  s u p p o r t s ,  en immu- 

no é l e c t r o p h o r s s e  en  g é l o s e  e t  en f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de Sephadex comme 

nous l e  ve r rons  au  c h a p i t r e  s u i v a n t .  

1 - ANALYSE CEINIQUE 

A - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES GLUCIDES 

Nous nous bornerons  à p r é c i s e r  l e s  m4thodes que nous avons 

c h o i s i e s ,  c a r  e l l e s  ont  é t é  d é c r i t e s  d ' u n e  manière d é t a i l l é e  da.ns l e s  

r evues  g é n 6 r a l e s  de  MOBqlREUIL e t  SPIK (373) (374) .  

Nota : Les p r c ' c i p i t é s  P  P  , P  renfermamt de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ont  é t é  - 7 '  8 9 
p réa l ab lemen t  d é b a r r a s s é s  du f e r  q u ' i l s  c o n t e n a i e n t  p a r  a c i d i f i c a -  

t i o n  à pH 2 e t  d i a l y s e  e n t r e  l e  s e l  d i s o d i q u e  de l ' a c i d e  é t h y l è n e  

diamlne t é t r a c é t i q u e .  

1°, Composition centésima. le  en  g l u c i d e s  

Les o s e s  n e u t r e s  o n t  é t é  d o s é s  p a r  l a  méthode à l ' o r c i n o l  s u l f u -  

r i que  d e  TILLMANS e t  F'HILIPFI (375)mod i f i ée  p a r  REIIINGTON (376)  en u t i l i -  

s a n t  d e s  témoins ponsedant  l a  composi t ion  g l u c i d i q u e  des  d i f f é r e n t s  p r é c i -  

p i t é s .  

Les osamines on t  é t é  dosées ,  a p r è s  une hydro lyse  d e  4 h  à 100°C, 

en t u b e s  s c e l l é s  sous  v ide  p a r  l ' a c i d e  ch lo rhydr ique  4 ~ , r e d i s t i l l é  : l a  

glucosamj.ne p a r  l a  mtthode d e  BELCHER e t  c o l .  ( 3 7 7 ) ,  l a  glucosamine e t  l a  

ga l ac tosamine  p a r  l a  méthode de LUDOWIEG e t  BENPTANAN (378) .  L ' 'acide N-acé- 

t y lneu ramin ique  a é t é  dosé p a r  l a  méthode à l a  diphénylzmine de WERNER e t  

O D I N  ( 3 7 9 ) .  L ' a c i d e  uronique a é t é  r eche rché  à l ' a i d e  du r é a c t i f  de DISCHE 

(380)  au  c a r b a z o l e  s u l f u r i q u e  en i n t r o d u i s a n t  d e s  témoins i n t e r n e s  d ' o s e s  

n e u t r e s  c a r  c e s  d e r n i e r s  i n t e r f è r e n t  dans  l a  r é a c t i o n  ( s P I K ) ( ~ ~ ~ )  ; (SPIK 

e t  MON TREUIL)(^^^). 



2O, C o ~ p c  s i t i o n  m o l a i r e  en  g l u c i d e s  

La composi t ion  m o l a i r e  en o s e s  n e u t r e s  a é t i  dé te rmjnée  a p r è s  

hydro lyse  d e s  p r é c i p i t é s  p a r  l ' a c i d e  ch lo rhydr ique  2N pendant  2 h  e t  pu- 

r i f i c a t i o n  des  h y d r o l y s a t s  p a r p a s s a g e s u r  écnangeurs  de c a t > i o n s  ( ~ o w e x  

50x8, forme a c i d e )  e t  d ' a n i o n s  ( ~ u o l i t e  A-102 D f o ~ m i ?  a c é t a t e ) ,  p a r  l e  

procédé  de DATE mcsdifié ( 3 8 3 ) ,  a p r è s  sépa , ra t ion  chromatographique des  o s e s  

s u r  p a p i e r  e t  p a r  chromatogra.phie en  phase gazeuse  d e s  d é r i v é s  t r i m é t h y l -  

s i l y l s .  Les osamines ont  é t é  i d e n t i f i é e s  e t  d o s é e s  à 1 'Auto-analyseur  

TECHNICON s u i v a n t  l e  mbde o p é r a t o i r e  d é c r i t  p a r  MONSIGNY e t  a l .  (384) .  

B - DOSAGE DE L'AZOTE TOTAL 

L ' a z o t e  t o t a l  a é t é  dosé p a r  l a  microméthode de KJEHLDAL ( v o i r  

MATHIEU ( 3 8 5 ) ) .  On e f f e c t u e  l e  dosage p a r  r a p p o r t  à un témoin d e  sérum, 

albumine bovine  contenant  15 p.100 d ' a z o t e .  

C - DOSAGE DU PHOSPHORE 

Le phosphore a é t é  dosé p a r  l a  méthode d'ALLEN ( 3 8 6 ) .  

II - ANALYSE ELECTROPHORETIQUE 

R é a l i s é e  uniquement p a r  é l e c t r o p h o r è s e  de  znne,  d i f f é r e n t s  sup- 

p o r t s  o n t  é t é  u t i l i s é s  : l a .  g é l o s e ,  l e  g e l  d 'amidon,  l ' a c é t a t e  de c e l l u -  

l o s e  e t  l e  g e l  de  polyacryla .mide.  

A - NATURE DES SUPPORTS,DES SYSTEMES TAMPON ET CONDITIONS D'ELECTROPHORESE . 
1°- E l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  

Les 6 l e c t r o p h o r è s e s  ont  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  bande de p a p i e r  .. 
SCHLEICHER e t  ECHULL 2043, avec  un tampon vé rona l  de pH 8 , 6  e t  de f o r c e  

i o n i q u e  0 , 0 5 ,  pendant 18 h  sous  une t e n s i o n  de  5  cm . 

2O- E l e c t r o p h è s e  en g é l o s e  

L ' é l e c t r o p h o r è s e  en  g é l o s e  e s t  p r a t i q u é e  s e l o n  l a  microméthode 

de  GORDON e t  a l .  (387)  que nous avons adap tée  à d e s  plasques de g randes  

dim~::nsions. On u t i l i s e  de  l a  g e l o s e  DIFCO à 1 , 5  p.100 avec un tampon 

Véronal-NaC1 de pH 8 , 2  dont  l a  f o r c e  ion ique  e s t  de  0 , l  dans l e s  bacs  

à é l e c t r o d e  e t  de  0 ,06  e n v i r o n  dans  l e  g e l .  Une t e n s i o n  de 4~/t?m e s t  



appliquée pendant 2 heures. 

Electrophorèse en gel d'amidon 

L'électrophorèse en gel d'amidon est effectuée horizontale- 

ment avec le système tampon discontinu de POULIK (388). Le gel se 

compose de 10 g d'amidon hydrolysé CONNAUGHT pour 100 ml de tampon. 

La migration électrophorétique dure 3 heures sous une différence de 

potentiel de 8 ~/cm. 

4O, Electrophorèse sur acétate de cellulose 

L'acétate de cellulose de marque CELLOGEL est utilisé en ban- 

des de 2,5 cm de largeur. L'électrophorèse est effectuée avec un taa- 

pon vérnnal de pH 8,6 ayant la composition suivante : 

Véronal sodé ,25,52 g 

Véronal 3,32 g 

Eau distillée q.s.p. 2000 m 1 

pendant 1,5 heures sous une différence de potentiel de 11 ~/cm. 

Electrophorèse en +;el de polyacrylamide 

L'électrophorè~e en gel de polyacrylamide a été effectuée 

horizontalement sur plaques de microscope selon une technique mise 

au point au Laboratoire par CANER (389). Le gel est composé de 5 p.100 
dtacryla.mide dans un tampon dont la composition est la suivante : 

- Tris 21,55 g 

- EDTA disodique 1 8 5  g 

- Acide borique 11 g 

- Eau distillée q.s.p. 2000 ml 

Le pH est ajusté à 8,45. La migration électrophnrétique s' ef- 

fectue sous une différence de potentiel de 3  cm pendant 2 heures. 

B - REVEL-4TIONS DES ELECTROPHOREGRAMMES 

Tou,s les électrophorégrammes ont été révélés par 1'Amido- 

schwarz qui est spécifique des protéides. En outre, nous avons utilisé 



d i v e r s  types  de r é v é l a t i o n s  s p b c i f i q u e s  pour l e s  : 

1° ,  Glgcoproté ides  : 

Les 6lectrophorégrammes obtenus en gé lose  e t  en a c 6 t a t e  de 

c e l l u l o s e  ont  é t é  r é v é l é s  p a r  l a  technique  de l ' a c i d e  periodique- .. 
r é a c t i f  de SCHIFF (procédé de K O I W  e t  GRONWALL) (390)  q u i  e s t  speci -  

f i q u e  des  g lycopro té ides .  

2O, L ipopro té ides  : 

Les l i p o p r o t é i d e s  ont  é t é  r echerchés  dans l e s  é lec t rophoré-  

gra.mmes r é a l i s é s  en g é l o s e  à 1 ' a i d e  du r é a c t i f  " O i l  Red O" (DUBRUY~ eeid.) 
( 3 9 i )  

3'- Mucopolysàccharides a c i d e s  : 

Le r é a c t i f  au &leu  Alc ian ,  s p é c i f i q u e  des  mucopolysaccharides 

a c i d e s ,  a  é t é  u t i l i s é  s u r  l e s  électrophorégrammes r é a l i s é s  s u r  pe.pier. 

III - ANALYSE IMMUNOLOGIQUE 

Nous avons u t i l i s é  l a  microméthode de SCHEIDEGGER ( 392). 

Nous avons c h o i s i  l ' immunoélectr-phorèse en g é l o s e  dont l e  

pouvoir  de r é s o l u t i o n  e s t  tres é levé  p u i s q u ' i l  d i s c r i v i n e  l e s  p r o t é i -  

des  s u i v a n t  l e u r  charge ,  l e u r  t a i l l e  molécu la i re  e t  l e u r  a c t i v i t é  

immunologique. Cependant, l e  r é s u l t a t  f i n a l  dépend é t ro i t emer i t  de l a  

q u a l i t é  de l'immunsérum q u i  d o i t  ê t r e  po lyva len t .  

B - PREPARATlON DES IMFUNSERUMS 

Du l a i t  t o t a l  d é l i p i d é  e t  l y o p h i l i s é  e s t  u t i l i s é  comme an t igène .  

Un volume de l a  s o l u t i o n  d ' a n t i g è n e  dans du sérum physiologic,ue e s t  

mélangé à un volume éga l  d ' ad juvan t  de FRErJND. 5 à 10  rrig sont  in jec -  

t é s  pa,r p iqûre  i n t r a m u s c u l a i r e  dana l e s  p a t t e s  a r r i è r e s  d ' u n  l a p i n .  Le 

volume i n j e c t é  e s t  de 2 m l .  Un c y c l e  d ' i n j e c t i o n  c o n s i s t e  en une in-  

j e c t i o n  p a r  semaine pendant un mois. Le l a p i n  e s t  sa igné  une semeine 

-- - 

(r)  Dans t o u t e s  l e s  f i g u r e s  p r é s e n t é e s  l e s  immunsérums a n t i - p r o t é i d e s  
l a c t é s  e t  s é r i q u e s  se ron t  dés ignés  respectivement p a r  l e s  abré- 
v i a t i o n s  AL e t  AS. 



a p r è s  l a  d e r n i è r e  i n j e c t i o n .  On peut  soumet t re  l ' a n i m a l  à un nouveau 

c y c l e  a p r è s  a v o i r  obse rvé  un r e p o s  d ' u n  mois .  P l u s i e u r s  c y c l e s  sont  

l e  p l u s  souvent  n é c e s s a i r e s p o u r  o b t e n i r  un immunsérum p o l y v a l e n t .  L ' i m -  
(*4 munsérum a n t i - p r o t é i d e s  s é r i q u e s  e s t  un immunsérum équ in  . 

4. - RESULTATS DU FRACTIONNmII~+:NP 

Pour a p p r i c i e r  q u e l l e s  sont  l e s  p e r t e s  au c o u r s  d e s  nom- 

b r e u s e s  é t a p e s  du r e l a r g a g e  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium, nous avons 

l y o p h i l i s é  une p a r t i e  a l i q u o t e  de l a  f r a c t i o n  a d i a l y s a b l e  du l a c t o -  

sérum u t i l i s é  pour  l e  f r ac t ionnemen t  e t  comparé l a  masse pondérée de 

m a t i è r e  seche  obtenue à l a  somme des  masses des  d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s .  

I l  en r é s u l t e  que l e  rendement g l o b a l  du f r ac t ionnemen t  e s t  de l ' o r -  

d r e  de  80 à 85 p .  100. 

Le t a b l e a u  X I X  ( p .  68) r a p p o r t e  l e s  masses de chacun des  

p r é c i p i t e s  ob tenus  à l ' a i d e  de n o t r e  procédé  de r e l a r g a g e  ( v o i r  p.55 ). 
Les v a l e u r s  i nd iquées  s o n t  d e s  v a l e u r s  moyennes, e l l e s  montrent  que 

l e s  p r é c i p i t é s  P  P  e t  P  s o n t  pondéralement l e s  p l u s  impor t an t s .  
2 '  4 8 

II - IMPORTANCE DE LA SATURATION EN FER 

L ' a d d i t i o n  d ' u n  s e l  de  f e r  ( a l u n  de f e r  ou c h l o r u r e  f e r r i -  

que )  au lac tosérum e s t  commode c a r  e l l e  permet de r é a l i s e r  un l'marqua- 

ge" d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  q u i  peu t  e n s u i t e  ê t r e  s u i v i e a u  c o u r s  du 

f r ac t ionnem3nt  g r â c e  à sa c o u l e u r  rouge.  I l  e s t  également p o s s i b l e  

quv l a  s a t u r a t i o n  p r é a l a b l e  en f e r  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  p u i s s e  

j oue r  un r ô l e  impor tan t  dans  l e  comportement de c e l l e - c i  au c o u r s  du 

f r a c t i o n n e m e n t .  

Pour v é r i f i e r  c e  d e r n i e r  p o i n t ,  nous avons e f f e c t u é  t r o i s  

f r a c t i o n n e m e n t s  c o m p a r a t i f s  s u r  d e s  é c h a n t i l l o n s  de  l a i t  provenant  du 

même mélange. Aux deux p r e m i e r s ,  nous avons a j n u t é ,  pour  l ' u n  sons 

forme d ' a l u n  de f e r ,  pour  l ' a u t r e  sons forme de c l i l o ru re  f e r r i q u e ,  

une q u a n t i t é  de f e r  s u f f i s a n t e  pour  r é a l i s e r  l a  s a t u r a t i o n  de l a  

(SI) Provenant  de 1 ' I n s t i t u t  PASTEUR de PARIS. 



T A B L E A U  XIX 

Masse d e s  d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s  o b t e n u s  p a r  r e l a r g a g e  a u  s u l f a t e  d'ammonium 



l a c t o t r a n s f e r r i n e  en t a b l a n t  s u r  l a  p ré sence  de 1 gramme de  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  au t i e r s  p z r  l i t r e  de  l a i t .  Au t r o i s i è m e  nous 

n 'avons  r i e n  a j o u t é .  

L ' é t u d e  pondéra le  des  p r é c i p i t é s  ob tenus  avec  l e s  t r o i s  f r a c -  

t i onnemsn t s ,  montre  que l a  s a t u r a t i o n  en f e r  n ' a f f e c t e  p a s  l e s  rende-  

ments en  p r é c i p i t é  P  r en fe rman t l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  mais  que dans  c e s  8 
c o n d i t i o n s  on r e c u e i l l e  beaucoup p l u s  de p r é c i p i t é  P l .  

Ce r é s u l t a t  montre qu 'une  p a r t i e  du f e r ,  même s ' i l  n ' e s t  

pas  en e x c è s ,  peu t  s e  f i x e r  de manière non s é l e c t i v e  s u r  di ver^ pro- 

t é i d e s  q u i  a c q u i è r e n t  une c o u l e u r  jaune e t  dont  l e s  c a r a c t è r e s  de pré-  

c i p i t a b i l i t é  s e  m o d i f i e n t .  

Nous avons donc abandonné l a  s a t u r a t i o n  p r j a l a b l e  en f e r  

du l ac tosé rum.  P a r  c o n t r e ,  nous s a t u r o n s  en f e r  l e s  f r a c t i o n s  e n r i -  

c h i e s  e n  l a c t o t r a n s f e r r i n e  avan t  d ' e n  r é a l i s e r  l a  p u r i f i c a t i o n ,  comme 

nous l e  v e r r o n s  p l u s  l o i n .  

III - COMPOSI'PION DES PRECIPITES 

A - COMPOSITION CHIMIQUE 

Les r é s u l t a t s  s o n t  r a p p o r t é s  dans  l e  t a b l e a u  XX ( p .  70 ) .  Les 

g l u c i d e s  c o n s t i t u a n t s  l e s  groupements g lycann iques  de c e s  d i f f é r e n t s  

mélanges de  g l y c o p r o t é i d e s  s o n t  r e p r é s e n t é s  p a r  du g a l a c t o s e ,  du man- 

nose,  du f u c o s e ,  de  l a  N-acétylglucosamine,  de l a  N-acé ty lga lac tosa-  

mine e t  d e  l ' a c i d e  N-acétylneuraminique. Aucun des  p r é c i p i t é s  ne r e n f e r -  

me de g l u c o s e  q u i  n ' e s t  r e p r é s e n t é  que dans  l a  s o l u t i o n  S  
1 O ' 

La t e n e u r  en g l u c i d e s  a tendance  à augmenter d e  P 
1 à P I 0  à 

quelques  e x c e p t i o n s  p r è s .  Le r a p p o r t  hexoses  + fucose  ANAN e s t  d ' a -  

bord c o n s t a n t  e t  é g a l  à env i ron  2 , 5  j u s q u ' à  P  p u i s  i l  augmente de P  
6  7 

à P pour  l e q u e l  il a t t e i n t  4 , 6 .  Le r a p p o r t  hexoses + f u c o s e  /hexo-. 
1  O 

samines e s t  remarquablement c o n s t a n t  pour  l e s  g l y c o p r o t é i d e s ,  s a  v a l e u r  

e s t  t o u t  à f a i t  d i f f é r e n t e  pour  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  du S I O .  Le r a p p o r t  

G ~ C N A C ; / G ~ ~ N A C  s u b i t  que lques  v a r i a t i o n s  e t  p r j s e n t e  un maximum pour  l e  
- 

p r é c i p i t é  P 8 ' 

La composi t ion  m o l a i r e  d e s  d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s  e s t  a s s e z  

homogène. On c o n s t a t e  néanmoins de  P  à P e t  a b s t r a c t i o n  f a i t e  de P  
1 9 4 ' 
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uzie d iminu t ion  de l a .  t e n e u r  en mannose q u i  d i s p a r a î t  ' da,ns l e  F 1 O '  

Les m o d i f i c a t i o n s  de composi t ion  p r o t i d i q u e  Év iden te s  qui. 

s e  m a a i f e s t e n t  au c o u r s  du f r ac t ionnemen t  e t  que nous démontrerons 

p l u s  l o i n  s e  t r a d u i s e n t  donc s u r  l e  p l z n  g l u c i d i q u e ,  davantage  p2.r 

d e s  v a r i a t i o n s  q u a n t i t a t i v e s ,  que p a r  d e s  v a r i a t i o n s  q u a l i t a t i v e s .  

Ceci t émc igne ra . i t  d ' u n e  r e l a t i v e  cons t ance  daris l a  st;rii.cturc. d e s  clif- 

f e r e n t s  grouperrents g lycann iques  d e s  g lycoprc  t é i d e s .  On peut  f i g u r e r  

comme s u i t  c e t t e  composi t ion  g1yca.nnique moyenne : 10  molécu le s  d ' o s e s  . 
n e u t r e s  p r i s e s  comme b a s e ,  7 molécules  d 'hexosamines ,  2 molécules  d ' a -  

c i d e  N-acdtylneuraminique.  

De p a r  sa composj.tion g l u c i d i q u e  l e  p r é c i p i t é  P  s e  sirigu- 1  O 
l a r i s e  complètemerit des  a u t r e s  p r é c i p i t é s  ; sa t e n e u r  en g l u c i d e s  e s t  

s u p é r i e u r e  à 50 p.100,  il ne renferme p a s  de mannose e t  son r a p p o r t  

~ a l a c t o s e + f u c o s e  / ANAN e s t  l e  p l u s  é l e v é .  

On remarque e n f i n  que l e s  p r é c i p i t é s  F6, Pa e t  F r e n f e r -  
1 1 O 

ment des  q u a n t i t é s  a p p r é c i a b l e s  e t  p a r f o i s  é l e v g e s  de pl-osphore , en  

p a r t i c u l i e r ,  l e  p r é c i p i t é  F  q u i  c o n t i e n t  1 ,5  p.100 de c e t  él6mi;nt 
9 

s o i t  deux f o i s  p l u s  que l a  c a s é i n e .  Nous v e r r o n s  p l u s  l o i n  que l e  

p h o s ~ h o r e  e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  a s s o c i é  à une f r a c t i o n  p e p t i d i q u e .  

ETUDE ELECTROPHORETIQUE ET IMMUNOELECTROPHOEETIQUE 

Les é t u d e s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  e t  immunoé l ec t ropho ré t i ques  

r a p p o r t é e s  dans  l e s  f i g u r e s  5 ,  6 ,  7 e t  8 ( p . 7 3 ,  74 , 75 e t  7 6 )  

ncus  on t  permis  d ' i d e n t i f i e r  un c e r t a i n  nombre de p r o t é i d e s  dont  l a  

r é p a r t i t i o n  dans  l e s  d i f f 6 r e n t s  p r 4 c i p i t é s  e s t  résumee dans l e  t a -  

b l eau  X X I  ( p .  7 2 ) .  

La r é v é l a t i o n  d e s  6lectrophorégrammes p a r  l a  methode à 

l ' a c i d e  pe r jod ique -  r é a c t i f  de Sch i f f  nous  montre que des  glycopro-  

t é i d e s  s o n t  p r E s e n t s  dans  t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s .  I ls  s o n t  r e p r 4 s e n t é s  

e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  l e s  IgA dans l e s  p r é c i p i t é s  P  à F6, p a r  l a  l ac -  1  
t o t r a n s f e r r i n e  d a n s  l e s  p r é c i p i t é s  P  à P  , p a r  d e s  g l y c o p e p t i d e s  

7 9 
dans  l e  p r é c i p i t é  P  

10' 

Li létude é l e c t r o p h o r é t i q u e  e t  immunoé lec t rop lo ré t ique  mon- 

t r e  également que s i  c e r t a i n s  p r é c i p i t é s  s o n t  r e l a t i v e m e n t  s imp les  
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F i g u r e  5 : Imrnunoélectrophorèse d e s d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s :  o b t e ~ u s  p a r  

r e l a r g a g e  a u  s u l f a t e  d'ammonium &u lac tosérum humain. 



Figure 6 : Electrophorèse en gel d'amidon des différents 

précipités obtenus par relargage au sulfate d'ammonium du lactosérum 

humain ( révélation par 1 '~midoschwarz) . 



F i g u r e  7 : Elec t rophorèse  s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e  des dlf- 

f é r e n t s  p r é c i p i t é s  obtenus  p a r  r e l a r g a g e  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium du 

lactosérum humain. ( ~ é v é l a t i o n  p a r  1 'Amidoschwarz (AS) e t  p a r  1 ' a c i d e  

pe r iod ique  - r é a c t i f  de S c h i f f  (FAS) ) . 



Figure  8 : Electrophorèse en g e l  de polyacrylamide des 

d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s  obtenus pa r  re la rgage  par  l e  s u l f a t e  d1ammo- 

nium du lactosdrum humain ( ~ é v é l a t i o n  par  1 l~midoschwarz).  
n 



comme l e s  p r é c i p i t é s  P  e t  P  c o n s t i t u é s  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  des  IgA 1 4 
e t  l e  p r é c i p i t é  P q u i  renferme 80 à 90 p.100 ûe l a c t o t r a . n s f e r r i n e ,  8 
p a r  c o n t r e  l e s  p r é c i p i t é s  P 

3 ' P6, P  e t  P I 0  en p a r t i c u l i e r  a p p a r a i s s e n t  9 
t r è s  complexes b i e n  q u ' i l s  c o n s t i t u e n t  d e s  s t a d e s  d ' e n r i c h i s s e m t r ~ t  e n  

c e r t a i n s  p r o t é i d e s .  Les p r é c i p i t é s  P  e t  F6 s o n t  e n r i c h i s  en sérum- 
3 

albumine,  l e  p r é c i p i t é  P  renferme l a  mctjeure p a r t i e  d e s  p e p t i d e s  e t  
1  O 

g l y c o p e p t i d e s .  

L ' é tude  de  la. composi t ion  g l u c i d i q u e  d e s  d i f f  é r e r i t e s  f r a c -  

t i o n s  de  lac tosérum humain que nous avons  i s o l é e s ,  démontre q u ' i l  n ' y  

a  p a s  d e  r e l a t i o n  s t r u c t ~ r a l e  ou métabol ique  e n t r e  l e s  o l i g o s a c c h a r i -  

des  du "gynolac tose"  e t  l e s  g lycannes  d e s  g l y c c p r o t é i d e s .  En e f f e t ,  

l e s  f r a c t i o n s  g l y c o p r o t é i d i q u e s  i s o l é e s  ne con t i ennen t  jamais  de g lu-  

cose ,  mais possèden t  au c o n t r a i r e  l e  p l u s  souvent  du mannose e t  pa.r- 

f o i s  de  l a  N-acé ty lga lac tosamine .  

Les groupements  g lycann iques  a u r a i e n t ,  au p remie r  abo rd ,  

une c e r t a i n e  u n i t é  s t r u c t u r a l e  comme e n  témoigne l a  cons t ance  r e l a -  

t i v e  d e s  r a p p o r t s  hexoses + fucose  / ANAN, hexoses  + fucoçe  / hexosa- 

mines dans  l e s  d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s  qu i ,ma lg ré  l e u r  h é t é r o g é n é i t é , r e -  

p r é s e n t e n t  pa . r fo i s  d e s  e n r i c h i s s e m e n t s  à 80 p.100 en d i v e r s  p r o t é i d e s  

e t  g l y c o p r o t é i d e s .  Seule  l ' é t u d e  des  g lycannes  p r é p a r é s  à p a r t i r  de 

g l y c o p r o t é i d e s  p u r i f i é s  p e r m e t t r a  d e  p r é c i s e r  c e  p o i n t .  

Le f r a c t i o n n e m ~ m t  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium que nous avons 

d ' a b o r d  e x p l o i t é  à d e s  f i n s  a n a l y t i k u e s ,  s e  r é v è l e  donc ê t r e  un bon 

moyen pour  r é a l i s e r  un p remie r  "découpage" des  p r o t é i d e s  e t  f o u r n i t  

en p a r t i c u l i e r  d e s  p r é p a r a t i o n s .  hautement e n r i c h i e s  en IgA e t  en l a c -  

t o t r a n s f e r r i n e .  C ' e s t  dans l e  bu t  de v a l o r i s e r  c e s  q u a l i t é s  prépara-  

t i v e s  que nous avons  cherché  à a m é l i o r e r  encc re  l a  méthode en l a  ren-  

dant  p l u s  r ap ide .  

5 .  - ?'iETHODES 3E FRACTIONNEN~T RAPIDE 

Nous avons  cherché  à a d a p t e r  l e  f r ac t ionnemen t  de  manière 

à o b t e n i r  rapidement  e t  avec  de bons rendements ,  d e s  p r i p a r a t i o n s  d ' IgA 



et de lactotransf errine qui sont les glycopro téides ma'jeilrs du lait 

maternel . 

1 - FRACTIONNEMENT DE 'FYPE 1 

La composition très voisine des précipités P et P8 nous a 7 
incité à les rassembler en amenant directement le lactosérum de 50 p.lOC 

de saturation 3,8) à 74 p.100 de saturation (PH 7). Le nouveau pré- 
cipité ainsi obtenu est appelé P 7-8 ' il renferme la quasi-totalité de la 
lactotransferrine. 

II - FRACTIONNEI\LIE?Jl? DE 'TYPE II (voir figure 9, p. 79 ) 

Les IgA précipitent surtout entre 30 et 50 p.100 de satura- 

tion en sulfate d'ammonium à p 8  7, la lactotransferrine entre 53 et 75 
p.100 de saturation également à pH 7. Par contre, la sérum-albumine et 
surtout l'd-lactalbumine qui sont des holoprotéides très dibondants dans 

le lait maternel, précipitent entre 30 et 50 p.100 de saturation et $ 

pH acide compris entre 4,6 et 3,8. Il nous a donc paru intéressant 

d'amener directement le lactosérum à 5 0  p.100 de saturation pour préci- 

piter ltensem;ble des IgA, puis de recueillir en bloc la sérum-albumine 

et 1'4-lactalbumine en acidifiant à pH 3,8. Nous avons cependant con- 

servé le stade 33 p.100 de saturation - pH 7, afin d'éliminer les traces 
de caséine qui subsistent parfois dans le lactosérum, ainsi que la galac- 

tothermine qui ne précipite pas toujours à température ambiante et qui per- 

turbe les purifications chromatographiques ultérieures. 

La lactotransferrine est extraite comme précédemment en ame- 

nant le lactosérum à 74 p.100 de saturation - pH 7. Quant aux stades 
suivants, ils sont identiques à ceux du fractionnement de base. 

III - FRACSIONNEMEN'P DE 'TYPE III (voir figure 10, p. 80 ) -- 

Pour le cas où seule la lactotransferrine est recherchée, 

nous avons tenté d'éliminer le plus rapidement possible les autres 

protéides avant d'arriver aux conditions de précipitation de la lacto- 

transferrine. Nous avons pensé atteindre cet objectif en amenant direc- 

tement le lactosérum à 50 p.100 de saturation et à pH 3,8, la lacto- 



Lait délipidé et décaséiné amené à 33 p.100 

de saturation en sulfate d'ammonium, pH 7. 

Frécipité P 
1 

Filtrat amené à pH 7 et à 50 p.100 de saturation 

en sulfate d'ammonium 

Filtrat amené à pH 3,8 

) Précipité P 
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Filtrat amené à pH 7 et à 74 p. 100 
de saturation en sulfate d'ammonium 

) Frécipité P 
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Filtrat amené à 100 p. 100 de satura.tior, 
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Précipité P 
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Surnageant 10 

Figure 9 Schéma de fractionnement rapide de type II 

du lait de Femme par le sulfate d'ammonium. 



L a i t  d é l i p i d é  e t  d é c a s é i n é  amené à 50 p.100 

de  s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'ammonium (PH 3 , 8 )  

F i l t r a t  amené à pH 7 e t  à 74 p.100 de  

s a t u r a t i o n  e n  s u l f a t e  d  ' ammonium 

F i l t r a t  amené à pH 3 , 8  e t  à 100 p.100 de  

s a t u r a t  i o n  e n  s u l f a t e  d ' ammonium 

4 

Surnageant 1 0  

F i g u r e  10  : Schéma de  f r ac t ionnemen t  r a p i d e  de  t y p e  III d e s  

p r o t é i d e s  du l a i t  de Lemme p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium. 



t r a n s f e r r i n e  é t a n t  p r é c i p i t é e  comme dans  l e  f r ac t ionnemen t  de type  1 à 

74 p.100 de  s a t u r a t i o n  e t  à pH 7.  Le f r ac t ionne rnea t  e s t  t e rminé  en s a t u -  

r a n t  l e  lac tosérum amené à pH 3 , 8 .  

I V  - REBULTATS 

Les masses des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  ob tenues  au moyen d e s  

t r o i s  méthodes s o n t  r a p p o r t e e s  dans l e  t a b l e a u  X X I I  ( p .  8 2  ) .  On cons- 

t a t e  que : 

l0 - Les rendements  globaux en  p r o t é i d e s  f o u r n i s  p a r  l e s  

t r o i s  f rac t ionnem:?nts  s o n t  sens ib lement  i d e n t i q u e s .  

2O - Le nouveau p r é c i p i t é  P ( a p p e l é  P ) donné p a r  l e  
4  2-4 

f r a c t i o n n e m r n t  II e s t  beaucoup p l u s  impor t an t  que c e l u i  du f r a c t i o n n e -  

ment de  t y p e  l .  

3O - Le p r é c i p i t é  P s u b i t  une f a i b l e  d iminu t ion  (moins 
7 -8 

de  10  p .100)  quand on p a s s e  du t y p e  1 au  t y p e  II, mais l a  b a i s s e  de 

rendemant e s t  beaucoup p l u s  accusée  pour  l e  f r ac t ionnemen t  de  type  III 

p u i s q u ' e l l e  dépasse  30 p.100.  

Les d i f f i r e n t s  p r é c i p i t é s  on t  é t é  snumis à une a n a l y s e  com- 

p a r a t i v e  en  imrnuno-électrophorèse (? igure  11; p .  83 ) e t  en  é l e c t r o p h o r è s e  

s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s r  (2 igure  1 2 ;  p .  84 ) ( ~ e  f r ac t ionnemen t  du t y p e  1 

t r è s  v o i s i n  du f r ac t ionnemen t  de base  s e r t  de r é f é r e n c e ) .  

CONCLUSIONS 

En conc lus ion ,  il a p p a r a î t  que : 

1 )  l e  f r ac t ionneman t  de  t y p e  II p rocu re  un i n t é r e s s a n t  regroupement de  

l a  majeure p a r t i e  d e s  IgA dans  l e  p r é c i p i t é  P d o n t  l a  q u a l i t é  e s t  
2-4 

cependant  sens ib lement  moins bonne que c e l l e  du p r é c i p i t é  P du f r a c -  
4  

tionnem..nt de  base .  L a  v a l e u r  du p r é c i p i t é  P en  t a n t  que m a t i è r e p r e -  
2-4 

m i è r e d ' w s e r a  d i s c u t é e  u l t é r i e u r e m e n t .  Le p r é c i p i t é  I' renferme l a  
5 -6 

q u a s i - t o t a l i t é  de l a  sérum-albumine e t  de  l t o ( - l a c t a l b u m i n e  e t  peu d l I g A .  

Nous n o t e r o n s  en p a r t i c u l i e r  q u ' i l  y  a beaucoup moins d t I g A  dans  l e  P 
5-6 



Masse d e s  d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s  o S t e a i ~ s  p z r  l e s  mcitsiodes de 

f rac t ionn~?ment  r a p i d e  1, II e t  III. 



Figure 11 : Immunoélectrophorèse des précipités obtenus en 

fractionnant le lactosérum humain au moyen des fractionnements II et 





di1 f r ac t lonnem,>n t  II que dans  l e  P e t  l e  P dlz frnct lnnnet-er l t  1 ( l e s  2 3 
IgA q u i  s e  t r o c v e n t  d a r s  c e s  d e r n i e r s  p r é c l p i t . 6 ~  s o n t  vraisemblablemt.nt  

e n t r a î n é e s  p a r  l a  p r 6 c i p i t a t i o r .  de  l o  séruri-albumine e t  de ! '4-lactalbumine 

l e s  a u t r e s  p r é c i p i t é s  s o n t  i d e n t i q u e e  à l e ~ i r s  l-iomologues du nac t lonnmen t1 .  

2 )  Pa r  c o n t r e ,  l a  méthode III  ne p r é s e n t e  p a s  un grand  i n t é r ê t .  Axée 

uniquement s u r  l a  p r i p a r a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  e l l e  d ~ n n e  une 

masse de  ? q u i  n ' e s :  q l e  l e s  67 p.100 de  c e l l e  f o a r n ~ e  p a r  l a  méthode 1. 
7 -8 

Eii o u t r e ,  ce  p r é c ~ p i t é  P e s t  moins homogene p u l s q u ' i l  r e r i f e~me  encore  
7 -8 

une q inznt i té  a p p r é c i a b l e  d '  4 - 1 a c t a l b ~ m i n e .  Le f rac t ionnement  p a r  l e  

s u l f a t e  d'ammonium e s t  m a l  adap té  à l a  préparation s é l e c t i v e  de l a  l a c t o -  

t r a n s f  e r r i n e  di] f a i t  que c e l l e - c i  p r é c l p i t e  t a rd ivemen t .  

En conséq9ence,  l ' é l i m i n a t i o n  massive des  c o n s t i t u a n t s  p l u s  

f a c i l e m e n t  p r é c i p i t a b l e s  provoque un en t ra înemznt  c o n s i d é r a b l e  des  cons-  

t i t u a n t s  l e s  moins p r é c i p i t a b l e s  conformément aux p r i n c i p e s  que nous avons 

énoncés  lu:; hau t .  

D ' a u t r e s  méthodes s o n t  mieux a d a p t é e s  à l a  p r é p a r a t i o n  s é l e c -  

t i v e  3 ' u n  p r o t é i d e  : 1% l a c t o t r a n s f e r r i n e  en  p a r t i c u l i e r  peut  ê t r e  i s o l é e  

d i r ec t emvn t  du l a i t  humain p a r  chromstographie d ' échanges  d ' i o n s  comme 

nous l e  ve r rons  p l u s  l o i n .  

6 ,  - CONCLUSIONS GENE3ALES 

La composi t ion  g l u c i d i q u ?  des  d i f f e r e n t s  p r i c i p i t é s  montre 

que ceux-ci renferment  d e s  q u a ~ t i t é s  v a r i a b l e s  de N-acétylglucosarnine, 

N-ac i ty lga lac tosamine ,  a c i d e  N-acétylneuraminique, g a l a c t o s e ,  f u c o s e  

e t  mantose ce  d e r n i e r  e t a n t  absen t  du p r é c i p i t é  P On n o t e  que t o u s  
1 O ' 

l e s  p r i c i p i t é s  renferment  du f u c o s e  qu i  n ' e s t  donc p a s  l ' a p a n a g e  d e s  g l y -  

c o p e p t i d e s  a p p e l é s  a u t r e f o i s  "gynolacofucoïdes".  Pa r  c o n t r e ,  l e  g l u c o s e  

n ' e s t  p r é s e n t  dans aucun 3 e s  p r e c i p i t é s  de nos  f r ac t ionnem??z t s ,  c o n t r a i -  

rement à c e r t a i n s  r é s u l t a t s  oh teu~ns  s a n s  é l i m i n a t i o n  p r j a l a b l e  des  subs-  

t a n c e s  d i a l y s a b l e s  e t  de l a  c a s é i n e .  L 'hypothése  d ' u n e  r e l a t i o n  mgta'co- 
S II 

l i q u e  e n t r e  l e s  g l y c o p r o t é i d e s  e t  l e s  01 igosacc : ia r ides  du gyno lac tose  

e s t  donc à r e j e t e r .  

L ' ana lyse  d e s  p r j c i p i t é s  d l  f r ac t ionnemen t  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  



e t  imtnu~in-élec t r o p h o r è s e  confirme l a  complexi té  dir système p r o t é i q i ~ e  di1 

lac tosérum humzin. C e t t e  complexité a v a i t  d é j à  é t é  mise en  év idence  

p a r  d i v e r s e s  méthodes de f rac t ionnement  ou d ' a n a l y s e  : é l e c t r o n h o r è s e  
I 

en ;reine l i q u i d e  (DEITSSH) ( 3 9 3 ) ,  (BISERTE e t  NASSE) (394) ,  u l t r a c e n t r i -  

f u g a t i o n  ( S V E D B E ~ G  e t  P E D E R S E N ) ( ~ ~ ~ ) ,  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  ( B I S E R ~ E  

e t  a 1 . ) ( 3 9 6 ) ,  immuno é l e c t r o p h o r è s e   HANS SON)(^^^) e t  p l u s  t a r d  p a r  G9T 

(398)  e t  YIUH (399)  q u i  ont  u t i l i s é  l e  f r ac t ionnemen t  p a r  l e  s a l f a t e  

d'ammonium e t  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de  Sephadex. 

Aucune f r a c t i o n  p r o t é i q u e  pu re  ne peut  ê t r e  obtenue d i r e c t e -  

ment p a r  r e l a r g a g e  au s u l f a t e  d'ammonium. C e t t e  méthode de  f r a c t i o n n e -  

ment n ' e s t  vraiment  e f f i c a c e  que pour  d e s  p r o t é i d e s  ayant  d e s  c a r a c t è -  

r e s  de s o l u b i l i t é  t r è s  d i f f é r e n t s  e t ,  même dans  c e  c a s ,  on ne p;ut é v i -  

t e r  t o t a l emen t  l e  phénomène d ' en t r a înemen t  e t  l a  s o u i l l u r e  d ' u n  p r é c i p i -  

t é  p a r  l e s  a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  contenus  dans  s e s  eaux mères.  En o u t r e ,  

du f a i t  qz 'une  p r o t é i n e  p r é c i p i t e  dans une zone é tendue  de  c o n c e n t r a t i o n  

il e s t  n é c e s s a i r e ,  pour  o b t e n i r  son i n s o l u b i l i s a t i o n  t o t a l e ,  de s e  p l a c e r  

dans  d e s  c o n d i t i o n s  d e  c o n c e n t r a t i o n  é l e v é e  s u s c e p t i b l e  de pr2voquer  l a  

p r é c i p i t a t i o n  d ' a u t r e s  c o n s t i t u a n t s .  

Nous obtenons  néanmoins d e s  p r é p a r a t i o n s  e n r i c h i e s  à 80 p .100  

en  IgA e t  en l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  r e spec t ivemen t  dans  l e s  p r é c i p i t é s  P e t  4 
P du f r ac t ionnemen t  de base .  La méthode r a p i d e  II condui  i; 

8  
p l u s  rapidement à c e s  deux composés, mais  l e  p r é c i p i t é  F e s t  a l n r s  

4 
moins homogène. C e t t e  méthode e s t  t r è s  v o i s i n e  de  c e l l e  de GOT ( 4 0 0 ) ,  

e l l e  en  d i f f è r e  p a r  l e  procédé  d ' é l i m i n a t i o n  de l a  c a s é i n e .  Nous avons  

p r é f é r é  o p é r e r  p a r  d i a l y s e  e t  a c i d i f i c a t i o n  à pH 4 , 6 ,  p l u t ô t  que p a r  

p r é c i p i t a t i o n  a l c o o l i q u e  c a r  c e l l e - c i  e s t  p l u s  t r a u m a t i s a n t e  pour  l e s  

p r o t é i d e s  e t  r i s q u e  de  provoquer  l a  p r é c i p i t a t i o n  de  p r o t é i d e s  du l a c -  

tosérum. La méthode de  EIUH (401)  f o u r n i t  d e s  p r é p a r a t i o n s  t r S s  e n r i c h i e s  

en  I g A  q u i  sont  ensini te  p u r i f i é e s  et? chromatographie de f i l t r a t i o n  s u r  

g e l  de  Sephadex. Les p r é c i p i t é s  formés au  d e l à  de  50 p.100 de s a t u r a -  

t i o n ,  pH 7 , a ' o n c  p a s  é t é  é t u d i é s  pa r  l ' a u ~ t e u r .  

D ' a u t r e s  méthodes ont  é t é  u t i l i s é e s  pour  f r a c t i o n n e r  l e  l a i t .  

La méthode ail r i v a n o l  ( l a c t a t e  de 2-éthoxy-6,9 d i amino-ac r id ine ) ,  préco-  

n i s é e  p a r  HOREJSI e t  SME'FANA (402) pour  l e  f rac t ionnement  di1 sérum, a 

é t é  a d a p t é e  au co los t rum humain par. IXEtYO e t  KIYOSAWA (403)  e t  p a r  



REJNEK (404) .  Le r i v a n o l  a l a  p r o p r i é t é  de p r é c i p i t e r  t o u t e s  l e s  pro-  

t é i n e s  s é r i q u e s  exceptées l e s  immunoglobulines e t  l a  t r a n s f e r r i n e .  Appli-  

qué au  co los t rum humain, il p r é c i p i t e  t o u t e s  l e s  p r o t é i n e s  d l  l a c t n s é -  

rum sallf 1s lactotransferr ine e t  les Id. Le rivanctl  e s t  donc s:xrtou t u t i l i -  

s é  pour  p r é p a r e r  l e s  IgA (REJNEK) (405 ) e t  l a  l a c t o t r a n s f  e r r i n e  (BLANC 

e t  I S L I K E R ) ( ~ ~ ~ ) .  On ne peu t  l e  c o n s i d é r e r  comme un agen t  de  f r a c t i o n -  

nement du lac tosérum c a r  l e s  p r o t é i n e s  p r é c i p i t é e s  s o n t  p l u s  ou moins 

d é n a t u r é e s .  

L 1 é l e c t r o p l o r 2 s e  p r é p a r a t i v e  s u r  co lonne  a également é t é  u t i -  

l i s é e  p a r  AXELSSON e t  a l .  (407 ) pour f r a c t i o n n e r  l e  c o l o ~ t r i l m  humain en 

vue d e  p r é p a r e r  d e s  IgA. C e t t e  méthode f o u r n i t  3 f r a c t i o n s  c o n s t i t u é e s  

- l a  première  d e  sérum-albxrnine, - l a  seconde d e  l a c t a l b u m i n e  e t  de  

l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  - l a  d e r n i è r e  de g l o b u l i n e s  immunes. Le découpage 

e s t  donc i n t é r e s s a n t ,  mais  l a  mise en  oeuvre de  c e  procédé  e s t  d é l i c a t e  

e t  il ne  pvrmet p a s  de t r a i t e r  des  q u a n t i t é s  t r 6 s  impor t an te s .  Le même 

rep roche  s ' a d r e s s e  à l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de Sephadex G-150 ou G-200 

du l ac tosé rum complet que nous avons u t i l i s é e  e t  q u i  f o u r n i t  d 'emblée 

une s é p a r a t i o n  en  3 groupes de  p r o t é i d e s  : IgA, l a c t o t r a n s f e r r i n e  +sérum 

albumine,  l ac t a lbumine  comme nous l e  ve r rons  dans  l e  c h a p i t r e  s u i v a n t .  

En conc lus ion ,  l e  r e l a r g a g e  p a r  l e  s u l f a t e  d'am-nonium e s t  t r S s  

i n t é r e s s a n t  pour  r é a l i s e r  un "découpage" des  p r o t é i d e s  du lac tosérum 

humain. C e t t e  méthode permet d ' o b t e n i r  des  p r é p a r a t i o n s  t r è s  e n r i c h i e s  

en IgA, l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  l a c t a l b u m i n e ,  sérum-albumine, g l y c o p e p t i d e s ,  

t o u t  e n  p r é s e r v a n t  l ' i n t é g r i t é  physico-chimique de  c e s  p r o t é i d e s .  L'as- 

s o c i a t i o n  d ' u n  ou de p l u s i e u r s  procédés  supp lémen ta i r e s  e s t  cependant 

n é c e s s a i r e  pour  o b t e n i r  c e s  p r o t é i d e s  à l ' é t a t  p u r .  



PAR RELARGAGE AIT S!JLFA'CE D'AI'7?70P!IU11: 

Comme nous l ' a v o n s  montré dans l e  c h a p l t r e  p récéden t ,  l e  

f r ac t ionnemen t  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium n ' e s t  p a s  suffisamment sé- 

l e c t i f  pour  p e r m e t t r e  d ' i s o l e r  des  p r o t é i d e s  p u r s .  Néanmoins, c e r t a i n e s  

f r a c t i o n s  sont  d é j à  t r è s  s i m p l i f i é e s  e t  il é t a i t  r a i s o n n a b l e  de penuer  

que bans c e r t a i n s  c a s  une s e u l e  é t a p e  supplémenta i re  s e r a i t  s u f f i s a n t e  

pour  p a r v e n i r  à l a  p r e p a r a t i o n  de p r o t é i d e s  homogènes. La première se-  

l e c t i o n  ayant  é t é  f a i t e  s e l o n  d e s  c r l t è r e s  de s - l u b i l i t é  nnus avons 

c h o i s i  d ' e n  e f f e c t u e r  une seconde en f o n c t i o n  d e s  t a i l l e s  m o l e c a l a i r e s  

c a r  c e t t e  t echn ique  e s t  complémentaire de l a  p remiè re ,  e l l e  e s t  d ' u n  

emploi a i s é  e t  e l l e  e s t  s u s c e p t i b l e  de f o u r n i r  d e s  r ense igneven t s  ana- 

l y t i q u e s  i n t é r e s s a n t s .  I l  e s t  cependant p r é f é r a b l e  d ' u t i l i s e r  l a  chro-  

matographie d 'échange  d ' i o n s  l o r s q u ' o n  d é s i r e  r é a l i s e r  d e s  p r é p a r a t i o n s  

à grande  é c h e l l e .  Nous avons  app l iqué  aux p r é c l p i t é s  de nos  f r a c t i n n n e -  

ments l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de d i f f é r e n t e s  r é t i c u l a t i o n s  su ivan t  l a  

composi t ion  des  mélanges. 

1 - PREPARATION DES COLONNES 

Iv'ous avons u t i l i s é  des  ,:.el= de d e x t r a n  (sephadex G-150, G-100 

e t  G-50 ; forme " p e r l e " ) ,  s e l o n  l a  t echn ique  de  FLODIN e t  KILLANDER (408), 

équilibrés dans un tampon '?RIS ( t r i s  (hydroxy-méthyl) amlno-méthane) 0,lM 

e t  Il'&: en  c h l o r u r e  de sodium, tampon de f o r c e  lon ique  é l e v é e  a f l n  de li- 

m i t e r  l e s  a s s o c i a t i o n s  p r r j t é ines -p ro t é ines  - 3 0 0  à 400 g  de  Sephadex 

G-100 ou G-150 s o n t  mis à g o n f l e r  dans 4 l i t r e s  de  'ampon pe idant  7 2  

h e u r e s  à l a  tempéra ture  du l a b o r a t o i r e ,  l a  s u s p e n s i - n  e s t  a g i t é e  pé- 

r iodiquement  p u i s  l e  g e l  obtenu e s t  dégaz5 sous  a g i t a t i o n .  La f i l t r a t i o n  



e s t  e f f e c t u t e  en co lonnes  de 5 cm de d i amè t re  e t  de 100 cm de longueur  

( co lonnes  Pi14Rn"ACIA K 5 ~ / 1 0 0  ). Deux co lonnes  son t  montées en  s é r i e  

e t  pe rme t t en t  u n r e c ~ c l a g e  éveriüuel de l ' e f f l u e n t .  Pour l e  mrntage, l e s  

co lonnes  s o n t  bouchées à l e u r  e x t r é m i t é  i n f é r i e u r e  e t  e l l e s  s ~ n t  rem- 

p l i e s  len tement  de tampon dégazé.  Un e n t o n n o i r  e s t  a d a p t é  à l e ; ~ r  ex- 

t r é m i t é  super ie i l re  p u i s  rempl i  d ' u i ~ e  q u z n t i t é  s ~ f f i s a n t e  de g e l  pour  

a s s u r e r  l e u r  chargement complet .  L a  su spens ion  peut  a l o r s  ê t r e  b r a s s i e  

en  c o n t i n u  dans l ' e n t o n n o i r  pour é v i t e r  l a  fo rma t ion  dans  1'3 colonne 

d ' u n  g r a d i e n t  granulométr ique  mzis c e t t e  méthode provoque m a l h e u ~ e u s e -  

ment un t a s s a g e  i n é g a l  dû aux remous provoqués p a r  l e  b ra s sage .  Ncus 

p r é f é r o n s  l a i s s e r  simplement aédimenter  l a  suspens ion .  

Q u e l l e  que s o i t  l a  méthode employÊe, l o r s q u e  5 cm de  g e l  se 

son t  déposés  dans l e  fond  de l a  co lonne ,  on l a i s s e  c o u l e r  l e  tampon à 

t r a v e r s  l a  co lonne ,  à un d é b i t  double Je c e l u i  q u i  s e r a  u t i l i s é  pour  

l a  chromatographie.  Lorsque l e s  co loanes  s o n t  r empl i e s ,  on con t inue  à 

l e s  l a v e r  à un d é b i t  é l e v é  pendant au molno 24 heures  a f i n  d ' a s s ~ r e r  

un bon t a s s a g e .  Le Sephadex G-50 g o n f l e  dans  l e  tampon en que lques  heu- 

r e s ,  l a  suspens ion  dégazée e s t  v e r s é e  len tement  dans une colonne de  

chromatographie de  4 cm x 120 cm. 

- CRROITATOGQ! PT-IIE DES PRECIPITES 

Les p r o d u i t s  du fract ionnem~:?nt  p a r  l e  s u l f a t e  d l  ammonium s o n t  

d i s s q u s  dans  du tampon TRIS 0 , l  M - N a C l  1 M, de pH 8 ,  de manière à c e  

que l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t é i d e s  s o i t  de  5 p.100 ( P / v ) .  L a  s o l u t i o n  

e s t  d i a l y s é e  une n u i t  c o n t r e  l e  tampon d ' é l u t i o n  e t  c e n t r i f u g é e .  

La q u a n t i t é  de  p r é c i p i t é  i n j e c t e e  v a r i e  en f o n ç t i o n  de l a  

composi t ion  du mélange. S i  c e l u i - c i  e s t  c o n s t i t u é  de p r o t é i d e s  dont  

l e s  masses m o l é c u l a i r e s  s o n t  v o i s i n e s ,  l a  q u a n t i t é  i n j e c t é e  s e r a  moins 

é l e v é e  que s i  l e s  masses m o l é c a l a i r e s  s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s .  C ' e s t  a i n -  

s i  que pour  une chromatographie s u r  deux co lonnes  K 50/100 r empl i e s  de  

Sephadex G-100 ou G-150, l a  q u z n t i t é  de p r o t é i d e s  i n j e c t é s  v a r i e  de  

7ôO mg pour  l e  p r é c i p i t é  P à 2 g pour  l e  p r é c i p i t é  P 
4 2 '  

Le d é b i t  de l a  colonne e s t  mainte ri:^ c o n s t a n t  à l ' a i d e  d ' u n e  
2  pornpe p é r i s t a l t i q u e  : 2 ml/cm / h e ; ~ r e  pour  l e s  sephadex G-100 e t  G-150 ; 

2 5 rnl/cm / h e u r e  p0u.r l e  Sepha'ex G-50. La f i l t r a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  à 

l ' a i d e  d ' u n  f l u x  descen3ant  de tampon. L ' e f f l u e n t  e s t  a n a l y s é  en c o n t i n u  



à l ' a i d e  d ' u n  abso rp t iomSt re  UV LKB UVICOED à 233 nm pour  l e s  a n a l y s e s  

de r o u t i n e  e t  f r a c t i o n n é  au moyen d ' u n  c o l l e c t e u r  de f r a c t i o n s  comman- 

dé p a r  une m i n u t e r i e .  L 'absorbance  de chaque f r a c t i o n  a ,  en o u t r e ,  é t 4  

mesurée à 230 nm avec un spec t rophotomètre .  

III - MEI'HODES D'AVALYSE 

Les méthodes d ' a n a l y s e  u t i l i s é e s  ont  é t é  d é c r i t e s  pricédem- 

ment ( v o i r  p. 63  ) .  Ce s o n t  : 1 t é l e c t r o p h o r e s e  de  zone en  d i f f é r e n t s  

s u p p o r t s  e t  l ' i m m u n o é l e c t r ~ p h o r S s e  pour  l a q u e l l e  en  p l u s  des  imwunsé- 

rums p o l y v a l e n t s  a n t i p r o t é i d e s  l a c t é s  e t  a n t i - p r o t é i d e s  s é r i q u e s  nous 

avons é t é  amené à u t i l i s e r  d e s  immunsérums s p é c i f i q u e s  a l t i  IgA, a n t i -  

l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  an t i - cha îne  de s é c r é t i o n  e t  a n t i - 4  - a n t i t r y p s i n e  
(*> 

1 
s é r i q u e  . 

3.  - E'I'UDE DES PRECIPI'FES 

Nous avons é t u d i é  l e s  9 p r é c i p i t é s  du f r ac t ionnemen t  de base  

e t  que lques  p r é c i p i t é s  d e s  f r a c t i o n n e m e n t s  r a p i d e s .  

1 - PRECIPI'PE Pl 

A - ISOLEIUIEVI' D ' U N  PROTEIDE PRECIPITAN'F A TEIW'ERAiP'ITRE AMBIAN'CE 

Le p r é c i p i t é  P  s e  décompose immédiatem~:tat en  deux f r a c -  1 
t i o n s  de  s o l u b i l i t é s  d i f f é r e n t e s  à l a  t empéra tu re  de 20°C. On cons- 

t a t e ,  e n  e f f e t ,  que, s i  l ' ensemble  di1 p r é c i p i t é  P  e s t  s o l u b l e  à 
1 

+ 4 O C ,  un t r o u b l e  a p p a r a î t  quand on r é c h a u f f e  l a  s o l u t i o n ,  p u i s  un 

p r é c i p i t 6  s e  forme q u i  peu t  ê t r e  é l iminé  p a r  c e n t r i f u g a t i o n .  Le phé- 

nomène e s t  r é v e r s i b l e ;  l e  t r o u b l e  d i s p a r a î t ,  l e  p r é c i p i t é  s e  red issouk 

d è s  que l a  températ l l re  s ' a b a i s s e  ey dessvus  de  + 20°C. Ce cornposS peu t  

dgnc ê t r e  a i sément  p u r ~ f i é  p a r  s imple  r é p é t i t ~ o n  d e s  o p é r a t l - n s  de pré-  

c l p l t s t i o n  à cliaud e t  s , > l u b i l i s a t i o n  à f r o l d .  I l  e s t  de  n a t u r e  p r o t i d i -  

que,  possède une m o b i l i t 4  é l e c t r o p h o r S t l q u e  c a t h 9 d l q ~ e  en  é l ec t ropho-  

r è s e  d e  zone r é a l i s j e  en  g é l o s e  à + 4 O C  avec un taripon vé rona l  de 

pH 8 , 2 .  



I l  s e  rév+&le  p a r  s i a p l e  réchauffern%?nt dii g e l  d ' a g a r  e t  d i s -  

p a r - î t  p a r  r s f r o i d i s s e m e n t .  Le phénomène e s t  i ndé f ln imen t  r é v e r s i b l e .  

La zoiie apparu2 p a r  r éc i za~f femen t  de l a  p laque  de  g é l o s e  s e  c o l o r e  p a r  

1'Amldoschwara. 

Noxs ~ i ' a v o n s  px o b t e n i r  c i '  a r c  de  p r é c r p i t a t i o n  avec n ~ t r e  

imm~nsérum a i i5 i -pro té ides  l a c t é s  . Ce composé ne  renferme n i  g l i l c ~ d e s ,  

n i  phosphore.  

B - E'I'UDE DE - LA FFUCTIOM SOLVBLE A 'TEMPE3A1TURE ,41\,'IBIANSE -- --- 

La p a r t i e  s o l u b l e  à 2a°C du p r s c i p i t é  P  
1 

(plS) a é t j  soa-  

mise à une ciiromatographie de g z l - f i l t r a t i o n  s u r  Sephadex C-100. E l l e  

e s t  c o n s t i t u é e  e s s e n t i e l l e m ~ ? n t  d t I g A  q u i  sont  e x c l u e s  di1 g e l  e t  q u i  

r e p r é s e n t e n t  envi r . jn  20 p.100 de mélange. Ces IgA son t  s c u i l l é e s  p a r  

l a  cha îne  de s é c r é t i o n  l i b r e  dont  l a  m o b i l i t é @  e s t  p l u s  r ap ide  que 
1 

c e l l e  de l a  forme p u r i f i é e .  Le p i c  2 q u i  e s t  t r è s  r e t a r d é  renferme 

e s sen t i e l l eme i i t  de  1 'LA - lac ta lbumine .  Les c o n s t i t i i a n t s  d e s  p i c s  3 e t  

4  é l u é s  t r è s t a n h v e m e n t  s o n t  d e s  p e p t i d e s .  On r e t r ~ a v e  dans  l e  p i c  3 

un a r c  ca thod ique  non i d e n t i f i é  p ~ é s e n t  dans l e  p i c  2 (F'igilre 1T; p . 9 2 ) .  

L ' a n a l y s e  p rBa lab le  de ce  p r é c i p i t é  t r è s  abondant ,  nous a 

mon t r j  q u ' i l  é t a i t  c o n s t i t i l ~ 5  e s s e n t i e l l e m e n t  d t d - l a c t a l b u m i n t 3  e t  dlIgA. 

Ces deux p r o t é i d e s  ayant  des  c a r z c t è r e s  de s o l u b i l i t é  t r è s  d i f f é r e n t s ,  

nous avons t e n t é  d ' e x p l o i t e r  c e t t e  p r o p r i é t é  pour  l e s  s é p a r e r  avan t  

d ' e f f e c t u e r  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l .  

A - PRECLFI'TATION DE L'd-LRCTALSiTMINE - A SOM POIN'P ISOELECTR!'QUE 

~ '1 -< - l ac t a lbumine  p r é c i p i t e  f a c i l e m e n t  p a r  a c i d l f i c a t i o n  à 

p9 4 , 8 .  C e t t e  p r o p r i é t é  a é t é  u t i l i s é e  p a r  KAEN0 e t  KIYOSAWA. (409) 
poar  en  r é a l i s e r  l a  p u r i f i c a t i o n  à p a r t i r  d ' u n e  f r a c t i o n  obtenue p a r  

r e l a r g a g e  au s u l f a t e  d'arnrnonium. 

Le p r é c i p i t é  P e s t  r e d i s s o u s  dans  de  l ' e a i l  d i s t i l l é e ,  de  
2 

manière à a v o i r  une s o l u t i o n  à 2 p.100 de p r o t é t d e s  (P/v) ,  p u i s  l e  

pH e s t  amené à 4,8 p a r  a d d i t i o n  d ' a c i d e  ch lor l iydr ique  0 , l N .  I l  s e  forme 

un p r é c i p i t é  abondant  que l ' o n  r e c u e i l l e ,  a p r è s  un r ep3s  d ' une  n , l i t ,  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n .  
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Figure 12 : Chromatographie sur gel de Sephader G-100 des protéides solubles à 

20°C du précipité Pl (P ,  S) et électrophorèse sur gel de polyacrylamide des sous-f ractions 

obtenues (révélation à 1 '~midoschwarz) . 



L ' é l e c t r o p h o r 2 s e  de zone s u r  a c é t a t e  de  c e l l u l o s ~  dém2n- 

t r e  ( f i g .  13; p .  93)  quz l e  p r é c i p l t é  P  e s t  c o n s t i t u 9  e s s e n t ~ e l l e -  
2 P 

ment d 1  4 - l a c t  albumine q u i  s u b s i s t  e  néaiimoins dails l a  s o l u t  lon su r -  

nagean te  (pgs )  considérablement e n r ~ c h i e  en IgA. En opé ran t  p l u s i e i i r s  

c y c l e s  3e p r é c i p i t z t l o x  on amé l io re  l a  purification mt%rs l e  r?ndement 

diminile s ans  que l ' o n  z t t e ~ g n r  l e  l e g r é  de p u r a t é  que donne l a  f i l t r a -  

t i o n  s u r  g e l .  

L c r s q d ' i l  n ' e s t  p a s  n é c e s s a i r e  d ' o b t e n i r  des  q ~ ~ a : i t i t é s  

t r à s  é l e v é e s  de  p r o t é i d e s ,  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  s ' i r ~ p c s e  f a c e  à l a  

métriode p recéden te ,  d ' a u t a n t  p l u s  qus  l e s  co lonnes  de  chromatogra- 

p h i e  peuvent ê t r e  f o r t e m ~ i n t  c h a r g j e s  du f a i t  de l a  graiide d i f f é r e n c e  

de  masse moléc i~ la j - r e  e n t r e  l e s  IgA (400.000)  e t  1 ' 4 - l a c t a l  bumine 

(20 .000) .  

L a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de Sephadex G-100 donne 5 p i c s  

( f i g .  13 ,  p .  9 4 ) .  Le p remie r ,  q u i  e s t  exc lu  du g e l  e t  r e p r i s e n t e  

30 à 35 p.100 du m a t é r i e l  é l u é ,  e s t  c o n s t i t u é  p a r  d e s  IgA s o a i l l é e s  

p a r  l a  cha îne  de s é c r é t i o n  l i b r a  de  m o b i l i t é @  Le second,  peu i m -  
1 ' 

p o r t a n t  renferme essen%ie l lem~:?nt  de l a  sérum-albumine, de l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e ,  de 1 ' 4 - l a c t a l b u m i n e  e t  des  t r a c e s  d l I g A ,  d' $-antitryp- 

s i n e  e t  de chnint3 de s é c r é t i o n .  Le p i c  3 précède  de peu l e  p i c  4 q u i  

r e p r é s e n t e  55 à 50 p.100 de  l ' ensemble .  Tous deux s o n t  c o n s t i t u ~ 5 s  d ' d -  

l a c t a l b u m i n e  q u i  montre s u r  l e s  éleztrophorégrammes r é a l i s é s  s u r  acé-  

t a t e  de  c e l l u l o s e  ( f i g . 1 3 ;  p .  94) e t  s u r  polyacrylami.de ( f i g .  1 4 ; p .  95 )  
un c e r t a i n  polymorphismu. Celu i -c i  s e  man i f e s t e  p a r  l a  p re sence  de 3 

zones dans l e  p i c  3  e t  de  2 dan:3 l e  p i c  4 .  Le p i c  5, peu abondant ,  

renferme du m a t é r i s 1  q u i  peu t  ê t r e  appa ren té  immunologiquemc?nt à 

1 ' d - l ac t a lbumine .  

III - P2ECIPIFE P .- 3 

Le p r l c i p i t é  P3, t r S u  h i t é r c g k n e ,  s e  compose e s s e n t i e l l e -  

ment d e  s6rum-albumine e t  d' 4 - l ac  calbumine. Le Sephadex G-150 a  é t é  

c h o i s i  podr l e  f r a c t i o n n e r  c a r  l e  Sephadex (2-100 s é p a r e  msl l e s  

IgA d e  l a  sérum-albumine. 
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N. Fractions 

F i g u r e  13 r Chromatographie de  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  Sephadex G-100 du p r é c i p i t é  Pz. 

/-'- Immunoé lec t rophorèse  e t  é l e c t r o p h o r è s e  d e  zone s u r  a c é t a t e  d e  c e l l u l o s e  d e s  s o u s - f r a c t i o n s  

( r é v é l a t i o n  Amidoschwarz) . 
Légende : P2t = P2 t o t a l  ; 

= p r o t é i d e s  p r é c i p i t é s  p a r  a c i d i f - i c a t i o n  

à pH 4,8 ; P2s = p r o t é i d e s  s o l u b l e s  à pH 4,8. 



Figure 14 : Electrophorèse de zone s u r  ge l  de polyacryla- 

mide des  sous-fract ions  obtenues à p a r t i r  du p r é c i p i t é  P par  f i l t r a -  
2 

t i o n  s u r  g e l  de Sephadex G-100 ( r évé l a t i on  ~midoschwarz) . 



Le p i c  1 ( ~ i g u r e  15;  p .  9 7 )  qu i  p s s s e  au volume d ' e x c l u s i o n  

e s t  d i s symé t r ique  e t  hé t é rogène .  Coupé a rb i t r a i . r em<?n t  en deux p a r t i e s  

l a  première  es-t, coii:;titli6e ui iqurm~?ii t  p a r  d e s  IgA, que 1 'on r e t r o u v e  

contaminées dans l a  seconde p a r  des  t r a c e s  de séram-albumine comme l e  

montre l ' immunoélec t rophorèse  e t  l l é l e c t r o p h o r G s e  s u r  a c é t a t e  de  c e l -  

l u l o s e  ( f i g .  15;  p .  9 7 ) .  

Le p i c  3 e s t  r e p r é s e n t é  p a r  que lques  t r a c e s  de sérum-al- 

bumine q u l  semblent donner  une r é a c t i o n  d ' l d e i l t l t é  partielle avec An 

a r c  de m o b i l i t é d  L ' a r c  de  s4ri~rn-albumine dnnzé p a r  1 ';amuqsérum an- 2 ' 
t i p r o t é i d e s  s é r L q u e s  e s t  d ' a l  l l ? u r s  f o r t e a t ~ ~ i t  d é f ~ r m é  p a r  uz nro lon-  

gement c s thod lque  . 

Le p i c  4 ,  beau.coup p l u s  impor t an t ,  e s t  c o ~ p ? s i  en quas i -  

t o t a l i t é  de sérum-albumine a s s o c i é e  à des  t r a c e s  du p r o t é i d e 4  p ré -  
2 

cédent  e t  de  l a c t o t  r a n s f  e r r i n e  . 

Les p i c s  5 e t  6 s o n t  l e s  homologues des  p i c s  3 e t  4 du P 
2 ' 

I l s  montren t  l e  même polymorphisme de 110( - l ac t a lbumine .  

I V  - PRECIPI'TE P 4 

Nous d i s t l n g u e r o i i s  deux p r é c l p l t é s  P ; c e l u i  d i  f r a c t i o n -  
4 

nement de base  e t  c e l u i  du f rac t ionnem2nt  r a p i d e .  

A - IRECLPI'PE P D_T FRACTION;~E?~~FJF DE BASE 
4 

Ce p r é c i p i t é  e s t  rem~rquablem~:?iit  s imple  p u i s q u ' i l  e s t  

c o x s t i t u é  à 99 p.103 p a r  des  IgA. La p r j s e n c e  d ' u n e  c e r t a i n e  q ~ a n t i t é  

d l I g G  noüs a f a i t  p r é f é r e r  au 'Sephadex G-20'3, l e  Serhadex G-15P q u i  

s é p a r e  a u s s i  b i e n  IgA e t  Igi: e t  q a i  a  l ' a v a n t a g e  de donner  des  cnlnn-  

n e s  de ciiromatographie p l u s  d u r a b l e s .  

La q u a s i  t o t a l i t é  du m a t é r i e l  i n j e c t é  s e  r e t r , u v e  dans l e  

p i c 1  ( ~ i ~ u r e  16; p .  98) .  Nous avons coup6 a r b i t r a i r e m e n t  c e  p i c  en 3 

p a r t i e s  q u i  t o u t e s  donnent u n i ~ ~ u e m ~ ~ i l t  l ' a r c  d e s  IgA. Cependant d e s  

t r a c e s  de sérum-albumine sont  mises  e n  Svidence dans l a  t r ' l i s l è m e  

p a r t i e  du p i c  p a r  é l e c t r o p h o r > s e  s u r  acéts! ;e  de  c e l l u l o s e  ( ~ i ~ ~ ~ ~  16; 

p. 98) .  

Le p i c  4 p u : ~  i m s o r t s n t  e s t  a s s e z  corny>lexe. 



Figure 15 : Chromatographie sur gel de Sephadex G-150 du précipité P 
3 ' 

Immunoélectrophorèse et électrophorèse de zone sur acétate de cellulose des sous- 

fractions obtenues (révélation hmidoschwarz) . 
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L'immunsérum a n t i - l a i t  y r é v è l e  d e  l a  sérum-album.in8.s e t  une s é r i e  

d ' a r c s  coa l e sce r i t s  dans  l a  r é g i o n  f t a n d i s  que l'irnrnunséram a i l t i -  

p r o t é i d e s  s é r i q u r s  montre l a  p ré sence  d ' IgG.  L'immuno-électropho- 

rBgramme d e s  p i c s  5 e t  5 e s t  p l u s  d i f f i c i l e  à i n t e r p r e t e r .  I l s  ren-  

ferment de l a  sérum-albumine dont  l ' a r c  fou r l i i  p a r  l ' a n t i - l z i t  sem- 

51e  donner une r e a c t i o n  d 1 i d e n t i t 6  p a r t i e l l e  avec un arc .4  lui-nême 2 
p a r t i e l l e 7 i 2 n t  confondu avec un arc. Nous r e t r o u v e r ç n s  s e s  aêmes 1 ' 
r é a c t i o n s  d ' i d e n t i t é  à pr:,pos du p r e c i p i t é  P/. 

3 

B - PRECIPI'2E P DU FRACTIONNE!QRI\Tf' RZPIDE 11 - 4 -- -- 

Ce fractionnem::nt e s t  i n t é r e s s a n t  p u i s q u ' i l  rassemble  dans  

l e  p r i c i p i t é  apge lé  P l a  majvure p a r t i e  des  Ig-4. Lorsque ce  p r é c i -  
2-3 

p i t é  e s t  soumis à une f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de Sephadex G-150, il donne 

un p r o f i l  d ' é l u t i o n  t r r s  v o i s i n  d e  c e l u i  du p r é c i p i t é  P que nous ve- 4 
nons de v o i r  avac,  t o u t e f o i s ,  l a  p ré sence  d ' u a  p e t i t  p i c  CL'.-!-iaotal- 

bumine. I l  f a u t  égalemsnt  n o t e r  que l e s  IgA obtenues de c e t t e  manière  

ne ;ont p l u s  immunologiquement p u r e s p u i q u ' e l l e s  r snferment  une ce r -  

tzl iz .  q u a n t i t é  de chaîne de s é c r é t i o n  11tire donnant un a r c  de mt l l l l i -  

t é  r z p j  o e .  Ce$-te h é t é r o g 4 r l i i t é  se  t n d u i t  Cgalerri3nt p a r  d e s  mcdif I ca- 

t i o n e  de  composi t ion g l ~ c i d i c ~ i i e  corin12 ri ou^ l e  ve r rons  daiib l é  c h a p i t r e  

Le p r C c j p i t 6  F e s t  t r & s ,  complexe, o n  y r e t r o u v e  tnus l e s  6 
c o ~ s t i t u a . r i t e  dc !~.. i  t ,  mais or] n o t e  un enr ich issen: ;  u t  en s6ri;m-a.l?rmumine 

1,e Sephadex G-150 dorir:e 1 ~ .  mt~:il lei:re r i s o l u t i o n  er; 6 p i c s  hier: s6pari.s 

dont  aucun n e  fo i l r r : i t  uri p r c t é i d e  à 1 ' 4 t a t  p u r .  

Le p i c  1 ( ~ i ~ u r e  1 7 ;  p .  100) q u i  e s t  ili;& ai: vclurnt; d ' e x -  

c l u s i  t ri, rerif erme d e s  TgR qiiI s o n t  acconi~agribes de s6riinl-3.1 tumir e  pr.5- 

serite S C U S  &eu:[ forrrt~,s de txcksilit6 r~orma.le e t <  Ces d e ~ x  forsrric~i 
2 '  

rC,a.ppara.-i s.seat daiis lé:: p i c s  2 e t  3 t a n d i s  que dans l e  p i c  4 ,  c o n s t i -  

t u 6  à p a r t s  é g a l e s  de  l ~ . . c t o t r a . r i s f e r r ? n t i  e t  de s6ri.m-o.lbumir.e, l e  c ô t é  

anod.iyue de  1 'a.rc de ce11 e-ci (cionrie p a r  1 ' imniijrisérum at : t i -pr .c : té ides  

s é r i q u e s )  s e  ddfornle e t  dor1r.e Urie 1.6o.ctiarr d 1 i d e u t i t ; 6  p a r t i e l l e  avec 

un  a r c @  C e t t e  f i g u r e  a. déjà été rer:coritr6c à piropcs du p l . 6 c i ~ : i t é  
2 ' L. . 
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Figure 17 : Chromatographie sur gel de Sephadex du pr6cipité P6. 

Immunoélectrophorèse et électrophorèse de zone sur acétate de cellulose des 

sous-f ractions obtenues (révélation par 1 'Amidoschwarz) . 



L.es électrophori .gra.mmes r i a ! j s i i s  s u r  a c é t a t e  d e  c e l l u l o ~ e  ( F i g u r e  1 7 ;  

p .  1 ~ 0 )  et; e2 ceil d e  pcl.>a.c:rjl a.rn:i Ge mc:ri-t,~.eri.t que 2 c. nia,Seurc: pz14 i ci 

de 1 ~ .  s6run;-a.lburn irte d e  rr~cklll i t<, 6 le .c t r~op l !o r . i t iq ; l e  r;o~,rricll c : ,  se  t , ~ o v v e  

dalis l e  p i c  4 ta.i?djz; que l e s  fci3'lfitr~; ler ! t t . s  s e  t ~ r ~ u v e n t  dar ;s  1.~2~:  pic;^ 

2 e t  3 .  Ltes 1 : i . c ~  5 e:, 6 sor; t  ç o n s t i t u t ~ s  d '4 -lco,ct,albumj.r~e ansc.c;i  GE: à 

d e s  1;eptj den quri doririent de r.<:r;il.~~.c:u s e s  zorie:; v i s j  1:l e s  s u r  1 é l e c t , r ~ ~ - -  

phor.Cgra.mrne r.F.a.li sé s u r  a . c t : t a te  cle c e 1  1ulc:;e. 

Le p r i c i p j . l , i !  P,. e s t  i'o:.rrii c:sseri t ic!l l  arnt::nt d e  TC! p.lCK! d e  
1 

l e . c t o t r ~ c - . . t l s f e r r i z e  e t  d e  20 p .160 d e  1.y80:'.p.~.ti. C ' e s t  a u s s i  da .11~  c:e 

p r 4 c i p i t é  que n o u s  t r o u v o n ~ i  l e  p l u s  de  c h a î n e  d e  s é c r < , t i o n  l j t ~ r e .  

L.a f i l  t .r.ati(iri su r .  g e l  d e  SepI-.ade2:. G-le0 cou,.: a four.r:j 5 p i c : s ( ~ i g u r e  18; 

p .  1 0 2 ) .  Les  cieu:; p r t n i i e r s  raenfc:rmt-:ut. d e  1~ l ? ~ . c t c t r . ~ . n s f c ? r r . i  rie e t  d e  

l a  ck ia î r~e  de s é c r 6 t i o n  l i l i r e ,  c e s  deuz. conipoe6s é t a n t  ~rait :emlil2. '1j le-  

ment a,ssoc:ii.:;, ce q u i  ex-pl jque 1evr  é l i i t i o r i  r s .p ide  de  l a  ccjlcnne.  

I l s  donnen t  deux  b a n d e s  mal j n d i v i i ' u a l i s 6 e s  e t  PAS p o s i t i v e s  e n  4 l e c -  

troplior?:se s u r  m é t a t e  d e  ce13 u l o s e ( F i g u r e  1 8 ; ~ .  1 0 2 ) .  Le p i c  3 con-  

t i e n t  1 ' e s s e n t i e l  du ms,térie!  6 l i jé  d e  l a ,  c o l e n n e .  Il e s t  con ip~~s i '  de 

l a c t o t r a . r ~ s f s r r i r i e  - donnan t  deux xortes r i u 6 l i : e o  pal -  1 'Arnidoschw~ix~z 

e t  1s I : . A . F * .  s u r  l e s  élect~rop2:ic.:rC:grs.mrr~e:i c b t e i i u s  sur. a.cGtat.e de  c e l - -  

l ~ l c s e  - eti. cle c h a î n e  d e  s 6 c r L t i o n .  Ire p j c  4 e t  s o n  prolongemerit  l e  

p i c  5 s c n t  foirni;,s e s s e r i t i e l l e n e n t  d e  ly-sozjrnie q u i  s e  c :k . i i i fes te  par. 

une baride c s t k j o d i . q ~ e  en  ç ' : lec t rcpk~.orèue s u r  a c é t a $ e  de  cel:l u l o s e .  

Le pr.Çcipi. t 6  P a unt? c o n i p c s i t , i o r ~  v o i s i n e  d e  c e l l e  du p r é -  e 
c i p i t é  P,. 11 rerifermi-: j C  p.100 d e  l c , c to t ra .ns fc? r r i r l e .  L,e &ia.gr.z.mrr!tt: 

1 

d f i l c ; t i o n  de c e  p r i c i p i t é  chrom;itogra.pl!iC! s u r  Sephader  G - 1 C O  a é t C  

subd iv ik ,é  en 4 f r z . c t i o r i s  ( F i g u r e  19 ; p .  103). I,a p~:emi ?.re e s t  conwt i -  

t u e e  de l ~ i . c t o t ~ ~ a , r i s f e r r i r . e  imrrii.nolo~)ic.;uemt.r~t p u r e  dont  1 ' a . r ~ :  d e  pi.6- 

c i p i . t a t i o r i  cloririi: par* lfimrrii,n:;éru.m c i n t i - p r c t é i d e s  la . .c tés  d i f f u s e  p e u  

e t  d o n t  la z o n e  t r b r  é t a l e e  s u r  l e s  électr~ophor~égra.rnmes r L a l j s é s  s u r  

ac6t; . te d e  c e l l u l o s e ( ~ i g u r e  19; p .103)  rc ' :agit  for temeri t  a.u 

Cec i  la . i s :se  p e n s e r  que  c e t t e  f r a . c t i o n  e û t  pl.us c u  moiris poly-rriC,rj s b e  

c t  ü 4 n a t u r é e .  
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Figure 18 : Chromatographie sur gel de Sephadex G-100 du précipité P 7 ' 
Immunoélectrophorèse et électrophorèse sur acétate de cellulose d e  sous-fractions 

obtenues (révélation par 1 'Amidoschwarz et 1.e P. A. S. ) . 
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Figure 19 Chromstographie sur gel de Sephadex G-100 du précipité P8. 

Immunoélectrophorèse et électrophorèse de zone sur acétate de cellulose des sous- 
( ;-< 
I, ,, , 3 fractions obtenues (révélation par 1 ' Amidoschwarz et le P. A. S. ) . 



La f r . a . c t ion  2 ,  t r è s  peu in ipc~r ta . r l të ,  conirr~ti: l a .  pl-Ccéderi te,  

e s t  compos6e 6galeml::nt d e  l a c t o l ~ ~ a . n ~ ~ f e r i ~ i r i e  a n s o c i g e  A. un ~ r , o t , i i d e  

d ' o r i g i n e  s é r i q u e  q u e  mou:: n ' a v o r i : ~  ~61.:; i c i  e i l t i f i  6 .  On y t~nciuvs é g a l e -  

mer.t d e s  t r a c e s  d e  sérum-allr:uml.rie. 

Le p i c  3 q u i  < .on:- ; t i tue  l a  ma.jsurc p a r t i e  du m t l z n g e  e s t  

foi:.ri; d e  l a c t o i . r a , r i s f e r r i n e ,  d e  t i a c e s  d ' ~ ( ~ - z r i t i t r ~ ~ ~ i i i n t ,   briqua, e t  

C.e sérum-tilhumir-ie . L' ' arc. in imur ioé lec t ropk~or~ : t  i c i u t .  que clonne l a .  l a c -  

totra.nz.fc!rr ir . .e  cle c e t t e  f r a c t i o n  c.,.vec l ' i t rmiir isirum anti-pr.ot ,cj ides 

] .a .c t&s e s t  d i ~ : s j m h t r i q u e  e t  c e l a  corr,eepcind a u x  deux ? ,ones  q u i  a.p- 

pa , ra i s ; sen t  s u r  l e s  é l e c t ~ ~ o p l i o r é g r a m m f u  o b t e n u s  s u r  a c e t a t e  d e  c e l -  

l u l c  s e .  

L'e p i c  4 e s t  c o n s t i t u é  d e  lysozyme a . s s o c i 6  à d e s  p e p t i d e s .  

Le p r k c i p i t é  P max,que une t r ~ a . t i s j . t i c ~ n  e n t r e  l e s  p i - . i c l p i t . é s  
c' 

F e t  F. f o r m é s  d e  l a . c t o t r a , n s f e r r i r i e  e t  l e  p r i c i p i l é  F fcl.md d e  
7 8 1 O 

g l y c o p e p t i d e s  e t  d e  p e p t i d e s .  I l  r e n f r r m e  donc e n c c r e  i;n peu d e  l a c t o  

t r a , n s f e r r i n e  a s s o c i c e  à d e s  g l y c o p e p t i d e s ,  cornr)s e n  témoigne sa h a u t e  

t e n e u r  en g l u c i d e s  ( v o i r  t a b l e a u  ICX; p .  7 0 ) .  

L.a f i l t r a t i o n  s u r  Sephadex C-100 donne 3 p i c s  ( ~ i g u r e  20;  

p .  1 0 5 ) .  

Le premier .  r e p r é s e n t e  d e s  t r a c e s  d ' u n  compos6 a n t i g é n i q u e  

d ' o r i g i n e  série-ue non i d e n t i f i i .  

Le seconcl p i c  e s t  f ' o m é  essen t i e1 l fmt : r i t  d e  1 a c t o t r a . n s f c t r -  

r i r i e  q u i  e n  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  a c é t a t e  d e  c e l l u l o s e  n e  dome qu'une 

z o n e  c o r r e s p o n d a n t  à l a  zone  l a  p l u s  r a s p i d e  o b t e n u e  a v e c  l a  l a c t o -  

t r a x s f e r r i r e  d e s  p r é c i p i t é s  P e t  P fi u r e  2Cl;p. 1 ~ 5 ) .  L a  l a c t o -  7 E (  g 
t r a n t ; f e r r i r i e  d e  c e  p i c  e s t  a s s 0 c i i . e  à d e  1 '4  - a n t i t r y p s i n e  sérjc;ue.  1  

Le p i c  3 e s t  c o n s t i t u é  d e  p e p t i d e s  q u i  ne  s o n t  p a s  a n t i -  

g é n i q u e s  e t  q u i  donrient d e  nombreuses  z o n e s  e n  6 l e c t r ~ ~ p h o r F . s e  s u r  a- 

c é t a t e  de  c e l l u l o s e .  La t e n e u r  e n  pliospbore d e  c e t t e  fx . ac%ion  est ,  

t r è s  é l e v é e  p u i s q u ' e l l e  a t t e i r L t  l , j  p .100  s c l t  enviroui 4 f c i s  p l u s  

q u e  c e l l e  d e  l a  c a s é i n e  hiimairie t c t a l e  ( v o i r .  t a b l ~ a u  X X I I I ;  p .  1 0 6 ) .  

Ce p r f ' c i p i t é  r en fe r rcc  d e s  p e ~ t i d e s  e t  d e s  g l y c o p e p t i d e s  de  



N. Fractions 

Figure 20 : Chromatographie sur gel de Sephadex G-100 du précipité P 
9 '  

Immunoélectrophorèse et alectrophorèse de zone sur acétate de cellulose des sous- 

fractions obtenues (révéla.tion par 1 'Amidoschwarz et le P . A .  S. ). 
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1. f a ~ ~ b l e s  masses  mol6cu l r i . ï r e s  e t  d e  1 CI - a n l ; i t r y p t ; i u e  s 4 r j  q d e .  Ce d e r -  
1 

n i e r  p r o t é i d e  me p e u t  ê t r e  i s o l e  p a r  f i l t r a . t i o n  s u r  Eepkt.adex G-100 

ou G-'75. Nous a v o n s  donc u t i l i s é  du Sepbadex C - 5 G  e t  o b t e n u ,  d ' u n e  

p a r t ,  l e s  g l y ' c o p e p t i d e s  e t  1 ' 4 1 - a n t i t ~ ~ > p ~ i n e  ( ' p i c  l ) ( F i g u r e  21 ;p .  1 0 8 ) ,  

d l a u t r * e  p a r t  l e s  p e p t i d e s  (p i . c  2 ) .  Les: d e u x  p r e m i e r s  corripcs4s s e r o n t  

s é p a r e s  p:i.r. c:,hrcmatogra.phie SUI- 6charlgeur diions comn:e n o u s  l e  v e r r o n s  

d.a.ns l e  c h a p i - t r e  sui.cra.lit . L ' é l e c t r o p h o r C + s e  d e  zone sur b a n d e s  d  ' a c é -  

t a t e  d e  c e l l u l o s e  mont re  que p o u r  l e  p i c  1 ,  la .  bande r a p j d e  c o r r e s -  

pondant  à l t j ( l - s r i t i t r y p s i n e  s é r j q u e  e s t  r év614e  fa.àblemiint p a r  l e  

r é a c t i f  21. 1'Amidoechwarx e t  tri1:: fo;.temli:rit p a r  l e  P.A.S. Ce p r o t é i d e  

p o u r r a i t  donc ê t r e ,  l u i - a u s s i ,  a s soc ; i é  à d e s  g l y c o p e p t i t i e s .  

Le s e c o n d  p i c  coupé a r b i t r a i r e m e n t  en  2 p a r t i e s  e s t  com- 

pose  uniquemc.nt d e  p e p t i d e s  q u i  donnen t  d e  nomLreuses z o n e s  e n  6 , lec-  

t r o p h o r è s e  s u r  a c é t a t e  d e  c e l l u l o s e .  La c c m p o s i t i o n  en g l c c i d e s  e t  

en  p t o s p t o r e  de  c e s  f r a c t i o n s  e s t  r a p p c r t é e  d a n s  l e  t a b l e a i :  XXIII 

(-p. 1 0 6 ) .  

Le p i c  1 r e n f e r m e  beaucoup d e  g l u c i d e s  e t  o n  rer iarque 

en p a r t i c u l i e r  l a .  t e n e u r  ( : l evée  e n  ga la .c tosamine .Par  c c ~ n t r e ,  on n e  

d é c è l e  pr.atiquemc.r:t p a s  d e  g l u c i d e s  d a n s  l e s  p i c s  f e4" 3 qcii compor- 

t e n t  un t a u x  impor ta r i t  d e  phosphore  : 5 f o i s  i lus que daris l e  p i c  1 

e t  2 f o i s  p l u s  q u e  d a n s  l a  c a s e i n e  huma.ine t o t a l e .  

Nous a v o n s  effectue5 une f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d e  Sephadex 

du l a c t o s é r u m  Iriume.ir:. c o n c e n t r é  p2.r d i d y s e  c o n t r e  du p o l . y é t h y l è n e  

g l y c o l  20.000 a f i z  d ' é v i t e r  l a  1yopk.i l  i s a t i o n .  Nous a v o n s  airisi 

t e n t é  d e  s a i~ i i r  l e s  f o ~ m t ~ : :  " a s t u r e l l e s "  d e s  p r o t é i d e s  du l a . i t  m a t e r -  

n e l .  fious avons  c h o i s i  l e  Sephadex G-150 q u i  donne la.  mt:: i l leure r6:- 

s o l u t i o n  e t  cbterlu 3 pi.( s pr i r - i c ipaux ,  l ' u n  d t I g A ,  1 ' a u t r e  d e  1a.cto- 

t r a r i s f e r r i r i e  e t  d.e sérum-;llbumine non sépc,rGes e t  l e  d e r n i e r  de  1z.c- 

t a l b u m i n e .  T o u t e f o i s ,  nous  avoris f r a c t i o n r i 6  l ' e f f l u e n t  e n  9 pa . r . t i e s  

( ~ i ~ u r e  2 2 ;  13.109) que  :~ous a v o n s  é t u d i 6 e s  en  imniurioi : lectraophorèse 

( F i g u r e  22 ;  p .  109)  e t  e n  4 l e c t r c p l . i o r è s e  s u r  a . c g t a t e  de  c e l . l u l o s e  ( F i g u r e  

23 ; p .  110). 

Nous avcns  f a i t  l e s  o k s e r v a t i o n s  ~ u i ~ ; a r : t e s  : 
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F i g u r e  23 . Elec t rophor&se  s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e  du.  

f r ac t ionnemen t  d i r e c t  s u r  Sephadex G-150 du lac tosérum huma.in (ré- 

v é l a t i o n  p a r  ltArnidoschwarz e t  l e  P .A .S . ) .  



1) L e s  IgA s o n t  a s s o c i 6 e s  .?i l a  c h a î n e  de  s é c r é t i o ~  l i k r e  q u l  e s t  

é l u i t ê  p a ~ t i e l l  emrlnt sou:: fo:,rnt:d' d a n s  l e s  p i c s  1 e t  2 .  L,a coiri~:c- 
2 

s i t i o r ,  e n  g l u c i d e s  d e  c e s  I g A  s e r a  é t u d i i e  da.n:i l e  c h a p i t r e  sui.\l-ant. 

2 )  L'immiinc) é l e c t r . o ~ l l o r C s e  r i v è l e  d e s  E r t  s i %  e t p  q u i  s e m b l e n t  arr- 2 1 
t ig6niquemcint  a p p a r e n t é s  ?, l~i sérum-:',lFümine: ; c e c l  e s t  corfj l .mr '  p a r  

l e  f a i t  s u i ~ / a n t  : l a  zone l a  p l u s  l e n t e  - Amidoschwarz p o s i t i ~ ~ e  e t  

P.P.P. n c g a t i v e  - que  donne l e  p i c  5 e n  6 l e c t r t 1 p h o r è s ~   EL!^ a c é t a t e  

d e  c e l l u l o s s ,  a  Urie mc)bl l i t (  c,ui c o r r e s p o n d  à ce11 e  d~i. p r o t é i d e  4 2 
p r é s e r i t  d a n s  l a  sous-f r z c t l  or1 3 d u p r é c i r i t é  f: lul-mêmt e p ~ a r e r ~ t 6  6 
a n t i g e n i q u e m e r i t  à 1 a  s6rt .m-alkumine,  comnie r o u s  1 ' a v o n s  remayqré  p l u s  

h a u t  ( v o z r  p .  99 ). 

3 )  L ' a r c  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r l n e  e s t  keauccilp p l u s  ' f r a ~ i d e i i  que  c e l u 1  

d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r l n e  du F e t  du F8. C e t t e  l a c t o t r a n s f e r r i z l e  " ria- 
7 

t i v e "  n e  donne q u ' u n e  bande  " r a p i d e "  en & l e c t r o p h o r ? ~ s e  s u r  a c é t a t e  

d e  c e l l u l o s e .  Nous \ e r r o n s  d a n s  l e  c h a p l t r e  s u l v a n t  q u e  c e t t e  f c r m e  

d e  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e z t  a s s o c i é e  à d e s  g l y c o p e p t l d e s .  

4 )  On n e  c a r a c t é r i s e  p l u s  d e  g l y c o p e p t i d e s  d a n s  l e s  2 e r n i è r c s  f r a c -  

t i o n s  d e  l ' e f f l u e n t .  

1) L ' é t u d e  d.u p r é c i p i t é  F: n o u s  a permi.s d e  m e t t r e  e n  6 v i d e n c e  un 
1 

p r o t é i d e  q u i  p c s s e d e  l a  p r o p r i e t é  d e  s ' a g g l u t i n e r  ~ u i s  de  p r e c i p i t e r  à 

chaud  d ' u n e  m a n i è r e  r é v e r s i b l e .  None a v o n s  p e n s é  q u ' i l  s t a g i . s s a i t  d ' u r ~  

c o n s t i t u a n t  p r o c h e  d e  1 c . p - c a s é i n e  q u i  r e p r é s e n t e  la,  m a j e u r e  p a , r t i e  

d e  l a  c a s é i r i e  humairie e t  dorit l a  sol .u lcs i l i té  e n  p r i s e n c e  de  ca.lcium 

e s t  i n f l u e n c é e  p a r  IFI. t e m p é r a t u r e  (KAGLSAWA e t  "1- j(4 1 û ) .  

Ce l i e n  d e  p a r t n t é  n e  p o u v a i t  c e p e ~ d a n t  ê t r e  r e t e n u  p o u r  

c e  p r - a o t é i d e  p u i s q u ' i l  n e  r e r i f e r n , t  p a s  de  phosl.:kcre. La recherc :he  de  

g l ~ ~ c i d e s  e s t  éga.lerntr..t r e s t é e  n 6 g a t i v e .  Ces  o k s e r \ , a t i o n s  o n t  é t é  con- 

f i r m 4 e s  p a r  SCEADF' e t  REINHART' ( 411) q u i  o n t  é g a l e m e n t  is01.é c e  ccm- 

p c s 6  à p a y t i r  d e  lait m a t e r r i e l  e t  l ' o n t  a p p e l 6  ga . l a . c to the rmlne .  Leur  

é t c d e  phys ico-ch imique  p l u s  p o u s s é e  e. m o n t r é  qüe l a  & a l a . c t o t h e r m i n e  

p o s s e d e  une mz,sse m o l 6 c u l a . i r e  compr.ise e n t r e  1 1 . 4 C O  d ' a p r è s  1 ' u l t r . a -  

c e n t r i f u g a t i o n  e t  14.00Cl d ' a p r è s  1 ' a n a l y s e  d e s  a c j  ( : e s  a m :  ries q u i  r é -  

v è l e  l a  r i c k i e s s e  e n  p ic l l i r i e  e t  en esp i : ces  rion p o l a i r e s .  E ' a u t r - e  p a r t ,  



].es mêmes a u t e u ~ s  o n t  m c n t r é  que  l a .  p r é c i p i t a t i o n  ~ G v s r s i b l e  e s t  

f a v o r i s é e  p a r  unct a u g m e n t a t i o n  : d e  l a  concer i t r a . t ion  e n  p r o t é i r i e s ,  

d e  l a  f o r c e  i o n i q u e  du m i l i e u ,  d e  l a  t e m p e r a t u r e ,  du t,emps a i r s i  q u e  

p a r  l a  pr .oxini i té  du p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  q u i  e s t  d e  7 , 2 7 .  

2 )  Les  IgA s o n t  o b t e n u e s  à l ' é t a t  F u r ,  2 p a r t i r  du  p r i c i p l t é  F du 4 
î r ~ ~ c t i o n n e m t ~ r ~ t  de  b a s e .  T o u t e f o i s ,  e l l e s  a p p a r a i s , s e n t  l e  p l u s  s o u v e n t  

accompagnées d.e c h a î n e  d e  s é c r é t i o n  l i b r e .  C e l l e - c i  p e u t  ê t r e  a d s o r -  

b é e  s u r  l a .  mol6cu le  d l I g A ,  l e s  f o r c e s  d ' a d s o r y ~ t i o n  é t a n t  s u f f i s a n t e s  

p o ü r  p r o v o q u e r  l a  " c o p r i c i p i t a t i o n "  p u i s  l a .  " c o f j l t r . a t i o r i "  d e s  decx  

e n t i t é s  q u i  s e  d i s s o c i  e r a . i e n t  a u  c o u r s  d e  1 ' immunoélec t~rc~~phorkse ,  

p e r i r e t t a r i t  a i n s i  l a .  mi.se en  i v i d e n c e  d e  d e ~ x  a . r c s  d i s t i n c t s .  La 

masse  tr.c)lécula.ire d e  l a  cha î r i e  d e  s é c r i i t i o c ,  d é d u i t e  d e s  vol.umes 

d . l é l u . t i o n  s u r  Sephadex G-200, s e r a . i t  d e  120 .000  s e l c n  van I-U!JSTEFi 

e t  a l .  q u i  é v o q u è r e n t  l a .  p o s s i b i l i t é  d e  f o r m a t i o n  d ' u n  d i m è r e .  Cela. 

n ' a  pas  6 t é  c o n f i r m é .  

Ncs o b s e r v a t i o n s  nous  c o n d u i s e n t  à p e n s e r  q u ' i l  e x i s t e  

deux f o r ~ c s  d e  c h a î n e  d e  s é c r é t i o n  l i b r e  . 

a )  une fo rme  "ra ,pidel '  d e  m o b i l i t é  q u i  con tamine  l e s  p r i ' pa r . a t ions  

d l I g A  ( i s s u e s  d e  FI  , F E ,  P2-4 e t  du l a c t o s é r u m )  e t  q u i  e s t  t o u j o u r s  

a s s o c i é e  à l a  p r é s e n c e  d e  g l y c o p e p t i d e s  comee n o u s  l e  v e r r o n s  d a n s  

l e  c h a p i t r e  s u i v a n t .  

b )  Une fo rme  " l e n t e "  a e  m o b i l i t é f i p ,  é l u l e  du S e p h i d e x  G-150 avec  l a  

1 a . c t o t r a n : : f e r r i n e  e t  i d - e n t i q u e  à l a  c h a î n e  d e  s é c r é t i o n  d é c r i t e  pz,r 

v a n  I\UlISTER e t  a l .  ( 4 1 2 ) .  E l l e  e û t  a s s o c i i e  à l a .  l a . . c t o t r a n s f e r r i r i e  

- d a n s  l e s  p r é c i p i t é s  P e t  du f ra . c t ionnemcnt  p a r  l e  s u l f a t e  d 1 a -  7 
mcnium - a v e c  l a q u e l l e  e l l e  semble  f o r m e r  un complexe d e n t  nous a v o n s  

i s o l é  d e s  t r a c e s .  Ces d i f f é r e n t e s  fo:.mes d e  c h a î n e  de  s é c r é t i o n  : l i é e  

aux IgL,  l i b r e  " l e n t e " ,  e t  l i b r e  " r a p i d e 1 ' ,  s o n t  v i s i b l e s  s u r  l ' immuno- 

é l e c t r o p h o r i g r a m m e  (Figure  24 ; P. 113) r é a l ]  s é  au rnc~yeri d '  imniunsérum 

ar i t i -p ro  t é i d e s  l a . c t é s  e t  a n t i - c h a î n e  d e  s é c r i t t  i o n  (*) a i n s i  que s u r  

l e  schema (F igure  25 ; p .114)  q u i  e n  e s t  l a  s i n t h è s e  e t  que  nous i r i t e r -  

p r i t e r o n s  d e  l a  m a n i è r e  su . ivan te  : 

--- - - 
(I) L ' imniunsérum a n t  i - c h a î n e  d e  s é c r é t i o n  ( A F C )  , p r c v e ~ a r i t  d e  l a p l r i s  

hyper i r rmunisés  c o n t r e  une p r . épara t io r i  d '  IgA p u r l f  2 é e ,  e s t  6 p ~ t i s é  

p a r  du sérum humait- e t  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r  l n e  p t t re ,  p o u r  l e  cas  

où l a  p~-ép;lra t i o r .  d l a r r t i g è r , e  con t  l e n d r a l t  e n c o r e  d e s  t r a c e s  d e  l a c -  

t o t ~  a r ~ s f  e r r l n c  . 



Figure  24 : Imaiunoélectrophorèse d e s  d i f f é r e n t s  p r é c i p i t é s  

du f r ac t ionnemen t  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium, r é a l i s é e  avec  d e s  immun- 

sérums a n t i - p r o t é i d e s  l a c t é s  ( A L )  e t  an t i - cha îne  de  s é c r é t i o n  (ASC). 
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\ 
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SC liée SC lente SC rapide 

Figure 3 : Schéma des différentes formes de chaîne de 
sécrétior (SC). 

: Anti-déterminants SC 

A I g A  : Immunsérum anti IgA de sécrétion 

LH : Lait humz.in 

ASC : Immunsérum anti-chaîne de sécrétion 



Les a n t i - d é t e r m i n a n t s  cha îne  de  s é c r é t i o n  ( A S C )  q u i  d i f -  

f u s e n t  de l a  g o u t t i è r e  à immunsérum en  s u i v a n t  l e  t r a j e t  f i g u r é  p a r  

l e s  f l è c h e s  r e n c o n t r e n t  d ' a b o r d  l a  zone de  l a  cha îne  de s e c r e t i o n  

l i b r e  " l e n t e "  e t  l a  p l u p a r t  p r é c i p i t e n t .  Les an t i -dé t e rminan t s  ( A S C )  

q u i  d i f f u s e n t  au-delà de c e  premier  p r é c i p i t é  r é a g i s s e n t  d ' une  pa . r t ,  

avec l a  cha îne  de s é c r é t i o n  l i é e  aux IgA e t  marquent,  c ô t é  c a t h o d i q u e ,  

l ' amorce  de l ' a r c  d t I g A  ; i l s  r é a g i s s e n t  d ' a u t r e  p a r t ,  avec l a  c h a î n e  

de s é c r é t i o n  " r ap ide"  pour  donner un a r c  p a r f o i s  t r è s  f a i b l e  q u i  s e  

pro longe  c ô t é  anodique,  en dehors  de l ' a i r e  de  d i f f u s i o n  de l a  c h a î n e  

de s é c r é t i o n  l e n t e ,  sous  forme d ' u n  t r a c é  beaucoup p l u s  n e t  pu i sque  

t o u s  l e s  an t i -dé t e rminan t s  cha îne  de  s é c r é t i o n  son t  a l o r s  d i s p o n i b l e s .  

3 )  ~ ' d  - lac ta lbumine  peu t  ê t r e  obtenue à l ' é t a t  pu r  p r inc ipa l emen t  à 

p a r t i r  du p r i c i p i t é  P Contrairement  aux r é s u l t a t s  de  FHILLIPS e t  
2  ' 

JENNESS ( 413) nous avons m j  s en év idence  un polymorphisme de l 1 o (  - 
l a c t a lbumine  q u i  s e  p ~ a e s e n t e  sous  forme de  3  zones c o n t i g u e s  en  é- 

l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de  polyacry lamide ,  s u r  a c e t a t e  de c e l l u l o s e  e t  

s u r  g e l  d ' a g a r .  La p r i s e n c e  d ' une  c a s s u r e  de  chaque c ô t é ,  anodique 

e t  ca thod ique ,  de 1 ' a r c  immunoélectrophorCtique de 1 ' d - lac ta lbumine  

conf i rme c e t t e  o b s e r v a t i o n .  Ce polymorphisme peut  ê t r e  exp l iqué  p a r  

l ' e x i s t e n c e  de v a r i a n t s  g é n é t i q u e s  ou de  glyco-d-lactalbumine.  Nous 

avons vu, en e f f e t ,  que 1' o(-lactalbumine bovine  pouva i t  r en fe rmer  

des  q u a n t i t é s  v a r i a b l e s  de g l u c i d e s  1 à 1 2  r é s i d u s  de  monosaccha- [ 
r i d e s  p a r  molécule  : (GORDON e t  a l .  ) (  414) (I-INDLE e t  WHEELOCK)( 415) 
(BARNAN)( 416)] g r e f f é s  s u r  une &- lac ta lbumine  p l u s  r a p i d e  en é l o c -  

t r o p h o r è s e  s u r  g e l  de  polyacry lamide .  Notons qu 'aucune des  t r o i s  

zones é l s c t r o p h o r é t i q u e s  que nous avor.:; mise  en i v i d e n c e  ne donne d e  

r é a c t i o n  p o s i t i v e  avec  l e  P.A.P. e t  que nous n ' avons  p a s  encore i s o l é  

de q u a n t i t é s  s u f f i s a n t e s  d e s  zones r a p i d e s  e t  l e n t e s  pour  pouvo i r  y 

r e c h e r c h e r  l a  p ré sence  de g l u c i d e s .  

4) L'albumine s é r i q u e  dc l a i t  humain montre d e s  r é a c t i o n s  d ' i d e n -  

t i t é  p a r t i e l l e  avec du m a t é r j e l  an t igéniquement  a p p a r e c t é ,  d ' une  masse 

txc l écu la i r e  p l u s  61ev6e e t  d ' une  m c b i l i t é  é l e c t r n p ~ o r E t i q u e d  e t f i 2 .  2 
L a  sérum-albumine s e  complexe à de nombreux p r o t é i d e s :  IgA (P!AN?~IK) 

(d17)  a i n s i  q u ' à  l a  1 a . c t o t r a n s f e r r i n e  commc: l ' c n t  montrb l e s  t r a v a u x  ré- 

c é n t s  de BEivlAN (a~a). Iles pm&des 4 2  e i  a2 a p p a r e n t e s  & la, sérum-albu- 
6 

mine p o u r r a i e n t  donc ê t r e  un complexe de c e  gen re .  



5) La 1 a . c t o t r a n : : f e r r i n e  p o s s f d e  Urie v i t e s s e  6 l e c t r c p h o r 6 t l q u e  q u i  

v a r i e  : 

a - d ' u n e  m a n i è r e  c o n t i r i u e  e n  f o n c t i o n  de  l a  c o n c e n t r a -  

t i o n .  

b - d i s c o n t i n u e .  A une c o n c z n t r a t i o n  LovnGe, e l l e  p r é -  

s e n t e  deux é t 2 . t ~  : l e n t  e t  r a p l d e  qul  n e  p e u v e n t  ê t r e  m l s  e n  Gvidence 

à n o t r e  c o n n a i s s a n c e  q u ' e n  6 l ~ c t r o p h o r ~ u e  d e  e o c é  s u r  a c é t a t e  de 

c e l l u l o s e  d a i i ~  16s c o n d i t i o n : ,  e x p é r i m e n t a l e s  cue nous  avers p r i c i -  

z é e s  p l u e  h a u t .  

6 )  Nous co-cfirmc~ne l a  p r é s e n c e  dan: l e  l a i t  m a t e r r l e l  d 'o(  - a r : t i t r y p -  
1 

s i n e  s é r i q u e  qu'HAbTSON ( 419 a v a i t  c , l r a c t é r l s é e  er, 1454 .  Ce p l c t é l d e  

s e  t r c ) u v e  c o n c e n t r é  d a n s  l e s  p ~ a é c i p i t é s  P e t  FIO e t  r l n u t  v e r r o n s  
9 

d a n s  l e  c h a p i t r e  s u i v a n t  q u ' i l  n e  f l g u r e  d a n s  l e  l a l t  q u ' à  l ' é t a t  d e  

t r a c e s .  

7 )  Les  p r g c i p i t é s  F e t  PIO sent c o n t t i t u t s  e n  m a j e u r e  p a r t i e  d e  Fep- 
9 

t i d e s  e t  de  g l y c o p e p t i d e s ,  c e s  d e r n i e r s  é t a n t  a p p a r e n t é s  à. l e  c a s é i n e  

p a r  l e u r  r i c h e s s e  e n  p h o s p n o r e  e t  l e u r  s t r u c t u r e  g l y c a n n i q u e  ( v o i r  

c h a p i t r e  s u i v a n t ,  p .  155). Notons  que l a .  t e n e u r  e n  p h o s p h o r e  d e s  g l y -  

c o p e p t i d e s  e s t  beaucoup moins  é l e v é e  que c e l l e  d e s  p e p t i d e s  qui  r e n -  

f e r m e n t  j u s q u t à  q u a t r e  f o i s  p l u s  d e  p h o s p h o r e  que  l a  c a s é i n e  t o t a l e .  

8 )  Les  g l y c o p e p t i d e s ,  p r é s e n t s  dar.s l e s  p r r c i p i t é s  P  e t  FlO, n t a p p a -  
9 

r a i s s e n t  p a s  l i b r e s  l o r s q u ' o n  e f f e c t u e  d i r e c t e r n t n t  une f i l t r a t i o n  d u  

l a c t o s é r u m  s u r  g e l  d e  Sephadex.  Nous v e r r o n s  d a n s  1 6 1  c h a p i t r e  s u i v a n t  

( p .  141 ) que c e s  g l y c o p e p t i d e s  s o n t  " n a t u r e l l e m i - r i t "  a s s o c i é s  aux p r o -  

t é i d e s  d a n s  l e  l a i t .  I l s  s ' e n  t r o u v e r t  d l s s o c : i é s  a L  c o u r s  du r e l a r g a -  

g e  p a r  l e  s u l f a t e  d 'amroclurn .  

GOT ( 4 1 9 )  a e f f e c l u i i  une é t u d e  v o i s i n e  d e  l a .  n ô t r e  e n  

~ , s s o c i a n t  un f rac t io r inemt -n t  p a r  re1a . rgage a u  s u l f a t e  d'ammonium à 

l a  c h r o m a t o g r a p k ~ i e  d e  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  Sepkia.dex G-2Or ] .  Nos r é s u l -  

t a t s  p ro longer i t  c e u x  d e  c e t  a u t e u r  c a r  i l s  a p p o r t e r t  de nc-mtlreuses 

p r é c i s i o n s  s u r  la. c a . r a c t é r j  s a t i o n  e t  l e  CI-mpcrtemsr;t  d e s  pxsn té ideû  

dü 1a.c tosérum hümni ri. 



117 

ISOLEMENT ET CONPOSITION GLYCANKIQCE DES 

PRINCIPAUX GLYCOPROTEIDES DU LAIT I\iIATERNEL 

F'a.rall i lement 5 1 ' é t u d e  géné r a l e  du fraactionrien!c,rt -IL. 1aS t , nous  

avons p o u r s ~ i v i  l e s  t r a v a u x  rie MOITTREVIL e t  c c l l .  q u i  a v a i e n t  a - m u t i  à 

1 "isolemc-nt de l a  l a c - t o t r a n s f e r r i n e  (4201, des  1gA (421)  e t  du "gynola.cto- 

mucoïde Ilr (422) .  Dans l e  b u t  d ram61 io re r  l e s  rendements d e s  méthodes d e  

p r é p i r a t i o n  de c e s  composés, nous avons é t é  amené à l e u r  a p p o r t e r  que l -  

ques  m o d i f i c a t i o n s .  L j lé tude  de  c e l l e s - c i  f e r a  l ' o b j e t  de c e  c h a p i t r e  o ù  

nous aborderons  dans  l ' o r d r e  chronologique  de nos  t r a v a u x  l e s  mithodes de 

p répa . r a t ion  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  du "gynolactomucoïde Il', des  IgA. 

2. ETUDE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Dans c e t t e  é t u d e  nous avons t r a v a i l l é  e n  c o l l a b o r a t i o n  avec SPIK 

dont  l e s  t r a v a u x  o n t  p o r t é  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  s u r  l ' é t u d e  comparée d e s  

s t r u c t u r e s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  t r a n s f e r r i n e  humaine (423) .  

A - 1PPLICATION DE LA METRODE DE XONTRIXTIL, TONNTLAT e t  IflULLET 

1- P r i n c i p e  

Le l a i t  Cl.élipi4S e s t  souni-s à un fr;;i.ctionnement p r é s l a b l e  p a r  Ir: 

s a l f  a-te d ' ammo:iium se lc i?  l e  pzo toco le  de IÇON1'Ii'F:TJTlJ, CHCSSON, HiI,.V:'FY e t  

TTiYILET ( ~ $ 2 4 )  ( v o i r  p .  57 ) .  La f r a c t i o n  obtenue p a r  p r é c i p i t a t i o r ,  à sa tura . -  

t i o n  en  s u l f a t e  d'a,mmonium et, à pIi 7 e s t  sc:urnisi-: & l a  chrom~ttcigr.aphie s u r  

Ariiberli.te XE-64. 

Tine sc.?ut,i.on de  2 à 3  g de p r 6 c i p i t 6  ? es* paaseee s ~ r  ilrie co-  
7 

lo?!r~c d'Am?nejqlite: XX-54 ( 3 ~ )  ( 3 , 5  x 60 cm ; " r n e ~ h ' ~  ZOO-4CO ; forme c i t r a t e ) ,  

- 
(r )  R i s i n e  carboxy1iqiJ.e f o u r n i e  p a r  EOHYi e t  HAAS Company, P h i l a d e l p h i a ,  

Pc,. 19.105. 



a  - Prépa,rat ior i  de  l a  r é s i n e  : 

L a  r é s i n e  "neuve" e s t  t r - a i t é e  s u i v a n t  l e  p r c ' t o c c l e  de H I R S  

(425) : 1 , 5  k de r é s i n e  s o n t  a g i t é s  m6cani~uerni~:r.t dans 3 , 5  l i t r e s  d ' e a u  

2 - i e t i l l é e  pendant 2C1 minu te s .  Après un r e p c s  de  2 h ,  l e  l i q u i d e  surna-  

gean t  e s t  élimj.né e t  l ' o p é r a t i o n  e s t  r é p é t é e  4 à 5 f o i s  j u s q u ' à  c e  que 

l e  surnageant  s o i t  c l a i r .  La r é s i n e  e s t  e n s u i t e  séch4e 2 l ' a i r .  Le la- 

vage à l ' e a u  d i s t i l l é e  e s t  s u i v i  d ' un  l avage  avec  4 l i t r e s  d t a c 6 t o n e .  

La r é s i n e  f i l t r é e  s u r  BüchrLer e s t  l a v é e  p a r  l ' a c e t o n e  j u s q u ' à  c e  que 

l e  f i 1 t r a . t  obtenu s o i t  l imp ide .  La r é s i n e ,  séchee  à l ' a i r ,  e s t  l a v é e  

avec 20 l i t r e s  env i ron  d ' e a u  d i r i t i l l k e  s u r  f i l t r e  Eüchner. L a  r é s i n e  

e s t  e n s u i t e  mi s e  sous  for.me " c i t r a t e "  p a r  1 ' a p y l i c a . t i o n  du prccédé  

de  SCBMID e t  c o l l .  (426).  

Passage  à l a  forme " c i t r a t e "  de  la .  r é s i n e  

La r é s i n e  en su.spension dans  5 l i t r e s  d ' eau  d i s t i l l é e ,  e s t  

t r a i t é e  sous a g i t a t i o n  c o n t i n u e  p a r  1 , 5  1 de  s rude  l n  N pecdant  4 h .  

E l l e  e s t  e r ~ s v . i t e  l a v é e  deux f o i s  sous a g i t a t i o n  avec de l ' e a u  d i s t i l -  

l é e  pendant  1 heure .  E l l e  e s t  erifin t r a n s f é r é e  s u r  un f i l t r e  Eüchner 

e t  l a v é e  à l ' e a u  d i s t i l l é e  j u squ ' à  ce  que l e  pH de l ' e f f l u e n t  a t t e i -  

gne 10 .  La r é s i n e  e s t  a1or.s amenGe s o c s  la .  forrnc:: "ac ide" .  

c  - Passage  à l a  forme "ac ide"  de  l a  r é s i n e  

La forme "ac lde"  de l a  r é s i n e  e s t  obtenue p a r  l e  passage  

l e n t  ( 4  heu res  e n v l r o n )  de 1 0  l l t r e s  d ' a c l d e  chlorhydrique 3N, s u i v i  

d ' u n  l avage  avec de l ' e a ~  d i s t i l l é e  j u s q u ' à  o b t e n i r  un pF d e s  eaux 

de  l avage  v o i s l n  de  5 .  La r é s i n e  pec t  ê t r e  conservée  sous  c e t t e  f o r -  

me à O°C,  en p ré sence  de chloroforme.  

d  - Prépa.ra.t ion d e s  co lonnes  de ~ h r o m a t o g r a p k ~ i e  

La r é s i n e  e s t  d ' a b c r d  'Bqui l ibrée"  avec l e  tampon d ' é l u t i o n  

( c i t r a t e  de sodium Ci ,  G5 M de pH 5 , 2 )  en  a g i t a r i t  1 k de r é s i r i e  dat1.s 5 
l i t r e : :  du tampon., pendant  ur.e n u i t ,  en mairitenant l e  pH à 5 , 2  au pH 

s t a t .  La r é s i n e  e s t  erisuit  e  l a v é e  s u r  f i l t r e  Büchner p a r  l e  tampon 

d ' é l u t i o r i  ( e r i v i ~ a r l  30 l i t r e s )  e t  est, i n t rod i i i  t e  dans l e s  co lonnes .  

Ce l l e s - c i  s e n t  ensui  t e  " s t a b i l i s f e s "  p a r  l e  pas sage  du tacir>on d ' é l u -  

t i » n  pendant  24 à 48 heu res .  



Nota : C o n z e r v a t i o r  d e  l a  r é s ~ n e  -- 
L a  r é s i n e ,  s o r t l e  de  l a  c o l o n n e ,  e s t  l a b é e  p a r  décantation 

avec d e  l ' e a u  d i s t i l l é e ,  t r a i t é e  p a r  5 l l t r e s  d ' a c i d e  chlorhydrique 3N 

p .  k d e  r é s i n e ,  l a v é e  de  nouveau a v c c  d s  l ' e a u  Z i s t l l l é e  p a r  d é c a c t a -  

t l o n ,  p u l s  s u r  f l 1 t r . e  8ücl iner  j u i q u ' à  r e ~ t r a l i t é  d e  l ' e f f l u e n t .  La r é -  

sine e s t  e n s i a l t e  rn, s e  s o u s  l a  f o r n e  " c l ? r a t e "  ( v o l r  1 l u s  h a u t  ) .  

e  - Teckiriique chrocia togrüpl! i  que  

S u r  une: c o l o n n e  (3,5 x 6C cm),  r é f r i g é r é e  à + 4 O C ,  d ' A m - -  

b e r l i t e  XE-64, on i n t r o d u i t  2  à 2 , 5  g de p ~ é c i p i t é  P e n  s o l u t i o c  d a n s  7 
20 m l  d e  c i t r a t e  O , @ ?  M de  pE 5 , 2 .  L ' é l u t i o n  de  l a  c o l o n n e  p a r  l e  xême 

tampon ( 0 , 5  m l  p .  mn ; f r a c t i o n s  d e  IG m l )  f o u r n i t  un  premj  e r  p i c  

( " p i c  1") ( f . i e .  26;  p .  1 2 0 ) .  Le p;!.ssage d ' u n  tampon c i t r a t e  O , 5 G  M d e  

rH 6,î donne un s e c o n d  p i c ,  t r è s  i m p o r t a n t  e t  c o l o r é ,  e n  r o s e .  Ce p i c  

e s t  a s y m é t r i q u e  e t  e s t  f l a n q u é ,  générwlernt:.r,t, de  deux a u t r e s  p i c s  m i -  

n e u r s  i n c o l o r e s .  

Tous  l e s  t u b e s  c c l o r é s  e n  rose-saunor . ,  e t  q u i  c o r r e s p n n -  

d e n t  à l a .  p a r t i e  c e n t r a l e  du p i c  n a j e u r . ,  s o n t  r a s s e m b l é s  e t  r e p r é s e n -  

t e n t  l a  f r a c t i o n  " P i c  2". L a  l a c t o 5 r a n s f e r r i n e  e s t  p r é c i p i t é e ,  en la 

s a t u r a n t  e n  s u l f a . t e  d'amnionium à. pE 3 , 8 .  _?pr&s  un r e p o s  de  48 h ,  

à + 4 O C ,  l e  p r - é c i p i t é  e s t  r e c u e i l l i  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  d i a l y s é  j u s q u ' à  

r é a c t i o n  r i é g a t i v e  a v e c  l e  r é a c t i f  d e  NESS1,ER e t  l y o p h i l i s é .  Ce mode opé- 

r a t o i r e  e s t  r endu  i n d i s p e n s a b l e  p a r  l e s  d i f f i c u l t é s  que l ' o n  r e n c o n t r e  

à é l i m i n e r  p a r  d i a l y s e  1~ c i t r a t e  d e  sodium. 

Le r e n d e r n e n ~  e s t  de  l . ' o r d r e  d e  8 0  à 85 p .  1 0 0  ( 5 0 0  m g  d e  

l a c t o t r s n s f e r r i n e  p .  l i t r e  de  l a i t ) .  

3 ,  R é s u l t a t s  

LI a p ~ l l c a t i o n  du p r n i  6 2 6  o r l g l r i a l  d e  I'fiflTFr-UIL e t  c n l l  , nous  

a donn i  d e s  r é s u l t a t r  a n a l o g u e s  2 c e u x  d e  c e s  a c t e u r s  : 

a - Le f r d c t i o n r e r r e r t   LI l d i t  d e  Femve p a r  l e  s u l f a t e  d ' am-  

mor,,jrn f f i ~ r r . l t  lsr ; ? l é c : ~ L t :  F, (1 S 1 , 5  g .  p .  l i t r e  de  l a i t )  h e t é r o - -  
i 

gène en I - j l e c t r o r h c r ; s e  e t  e n  ~ r r r u n ~  - - - 3 l i c t r - ; o h r r c s e  qui r é v è 1 e : t  la p r é -  

s e n c e ,  d ' u n e  f a ç o r  ~ ~ 5 r s t a n t e  - o u t r e  de l a  l a c t c t r a n s f e r r ~ r i e  -. de  

l a c t a l b u r n l n c  e t  d e  3 p r t a l b u m i a e s ,  e t ,  d e  m a L i è r e  l n c  n s t a n t e ,  de  g l o -  

bu l l r i c s  1@. Sa t e r , ~ l ~ r  e n  g l u c i d e s  CS+ I r 1  s u ~ v a n t e  : 



Figure  26 : Chromatograph.ie s u r  Amberlite XE-64 (3 ,5  x 60 cm ; 

forme "citratè' des  p ro té ides  (2g) du p r é c i p i t é  P ( Figure 1 ; p.  57). ' 7 
En abc i sses  : nombre de f r a c t i o n s  de 10 m l  r e c u e i l l i e s .  

En ordonnées : absorbances mesurées à 278 nm en cuve de 1 c m  d ' épa i sseur .  



Oses "neu t r e s "  

Osamines 

Acide e i a . l i que  

L 1 u l t r . a c e n t r i f u g a t i o n  r.évèle l a  p ré sence  de 4 c o n s t i t u a n t s  

dont  l ~ s  c o n s t a n t e s  de  séd imen ta t ion ,  dé t e rminées  pour  l e s  3  c o n s t i t u a n t s  

l e s  p l u s  " l é g e r s "  e t  à l a  s e u l e  c o ~ c e n i ~ r a t i o n  de 10  mg. p .  m l  son t  l e s  

s u i v a n t e s  : 1 , 7 5 ,  4,55 e t  6 ,85 .  Ces p i c s  co r r e sponden t  vra i semblable-  

ment aux c o n s t i t u a n t s  du " p i c  1" ( v o i r  c i -des sous ) ,  à l a  l a c t o ~ r a n s f e r -  

r i n e  e t  aux g l o b u l i n e s  IgA. 

b - La chromatographie s u r  Amber l i te  XE-64 f n u r n i t  l e s  

p i c s  1 e t  2  ( f j g .  26; p .  120)  dont  l ? s  p r o p r i é t s s  son t  t r è s  d i f f é -  

r e n t e s  : 

1 - Le p i c  1 (0,3 g pour 2  g  d e  p r é c i p i t é  P s o i t  0 '15 à 0,20 g  p .  7 '  
l i t r e  de  l a i t )  ne poesède p a s  de c o n s t i t u a n t s  a n t i g é n i q u e s  e t  c o n t i e n t  

une p r o p o r t i o n  é l e v é e  en  g l u c i d e s .  Nous l ' é t u d i e r o n s  p l u s  l o i n  ( chap i -  

t r e  3; P .  147 ). 

2 - Le p i c  2  (1 g  p.  2  g de  p r é c i p i t é  P ; s o i t  0 ,75  g p. l i t r e  de 
7 

l a i t )  p r é s e n t e  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s u i v a n t e s  : 

- I l  possède une c o l o r a t i o c  rose-saumon 

- I l  e s t  homogène en 6 l e c t r o p h o r è s e  en  g é l o s e  mais h6 té ro -  

gène en é l e c t r o p h o r i s e  s u r  a c é t a t e  de c e l l u l o s e  ( 2  bandes)  e t  en immuno- 

é l e c t r o p h o r è s e  q u i  r é v è l e  l a  p ré sence ,  o u t r e  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  

de g l o b u l i n e s ~ ~ ! ~ .  

- Sa composi t ion  cen té s ima le  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

Oses " n e u t r e s "  2 ,94  à 4 p.100 

O s a m i  n e s  2,53 à 2,79 p.100 

Acide s i a l i  que 1 , 3  à 1 , 4 1  p.100 

- I l  renferme du g a l a c t o s e ,  du macnose, du f u c c s e ,  de l a  

glucosamjne e t  de l ' a c i d e  N-ac&tyln?uramlnique. 

3  - L'immune-électrnphorèse, app l iquée  à d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  du p i c  2 

( f j g .  26; p.  1 2 0 ) ,  montre que l a  f r a c t i o n  de  t ê t e  ( ~ r a c t i o n  1 ; O 15 g  

e n v i r o n )  e s t  hé té roggne  e t  renferme,  o u t r e  l a  l a c t o t r a n s f  e r r i n e ,  deux 

composants de comportement 1.7 e t A  e t  un c o n s t i t u a n t  de  c o m ~ o r t e ~ r - r . t  
1 



(*) cathodique d . 

La fraction 4 (0,08 g environ) est, elle aussi, hétérogène 

et poss&de un constituz.nt de comportement qui donne un arc de pré- 
1 

cipitation "interne" par rapport à celui de la lactotransferrine. 

Les fractions "centrales" du pic (fractions 2 et 3) (0,15 g 
environ) renferment seulement de la lactotransferrlne homog&ne en Glec- 

trophorèse, en immuno-électrophorbue et à l'ultracentrifugation. Rassem- 

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

a - L'application du procédé de TWNT'REUIL et coll. nous a fourni, 
comme à ces auteurs, des préparations pures de lactotransferrine à 

raison de 0,5 g par litre de lait, avsc un rendement de 85 p.100. 

Le lait de Femme, contiendrait, en effet, d'après nos travaux effectués 

d'une manière tris quantitative, de 700 à 9nO mg de lactotransferrine 

par litre. Cette valeur est interm6diaire entre celles de BLANC (0,6 g) 
et de MONTREUIL (1 à. 1,5 g ) .  

b - Les préparations que nous avons obtenues par ce procédé ont été 
utilisées pour nos études physico-chimiques et structurales. 

c - Nous avons tenté d'améliorer le rendemat en appliquant, au pic 2, 
la chromatograpkie sur colonne de DEAE-cellulose ou de CM-cellulose, 

afin d'éliminer les impuretés en Evitant le "découpage" du pic 2 et 

la perte des fractions de tête et de queue (~ractions 1 et 4). 

NODIFICATIONS DE LA METHODE DE I';ONTREIL, TûTiNELAT et MUL,LXT 

Chromatographie sur DEAE-cellulo~du pic 2 obtenu sur XE-64 

a - Princioe 

Notre choix s'est d'abord port6 sur un échangeur d'ions ne 

fixant pasla lactotransferrine et retecant les impuretés afin d'éviter 

la Jénaturation. Nous avons appliqu6 la méthode chromatogranhique sur 

- - -- 

(K) L'arc doriné par ce constituant se raccorde à celui de la lactotrans- 

f errine et fourni t une image identique à ce11 e que BLANC et r.ous-nême s 

obtenons avec une lactotransferrine dégradée par des prrtéases. 



D E A E - c e l l u l o ~ e  d é c r i t e  p a r  GROVES ( 4 2 7 ) ,  à p r o p o s  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

du l a i t  d e  Vache. L ' é l u t i c n  d e s  p r o t é i d e s  e s t  o b t e n u e  a v e c  un g r a d i e c t  

d i s c o n t i n u  de  c o n c e n t r a t i o n  e n  p h o s p h a t e  d e  sodium e t  d e  pH. 

b - rblode o p é r e t o i r e  

Les p r o t é i d e s  t o t a u x  du p i c  2  ( v o i r  p . 1 1 9 )  ( 7  g  e n  s o l u -  

t l o n  d a n s  100 m l  d e  tampon pl iosphate  0 , 0 0 5  Tb: d e  pH 8 )  s o n t  soumis  à 

l a  chromatographie s u r  d e s  c o l o n n e s  ( 4  x  5 0  cm) d e  DEAE-cellulose sta- 

b l l i s é e  a v e c  un tampon p h o s p h a t e  0 , 0 0 5  1\: de pH 8.  Le déplacement d e s  

c o c s t l t u a n t s  e s t  e f f e c t u é  p a r  l e  p a s s a g e  successif d e s  tampons s u ~ v a n t s  : 

- p h o s p h a t e  0 , 0 0 5  M - pH F 

- p h o s p h a t e  0 , 0 5  R - pH 7 

- p h o s p h a t e  0 , l  Ivl + N a C l  0 , 5  M - pH 4 

Les s o l u t i o n s  e f f l u e n t e s  s o n t  d i a l y s é e s  e t  l y o p h i l i s é e s .  

Les p r o t é i d e s  s o n t  e n s u i t e  soumis  à l ' a n a l y s e  6 l e c t r o p h o r i t i q u e  e t  im- 

m u n o - é l e c t r o p h o r é t i q u e .  E n f i n ,  l e u r  c o m p o s i t i n n  e n  g l u c i d e s  e s t  d é t e r -  

minée.  

c - R é s u l t a t s  

10) La f i g u r e  27 ( p .  1 2 4 )  i l l u s t r e  l e  r é s u l t a t  du f r a c t i o n -  

nement chromatogra .pk ' ique  du p i c  2 sura  3EAE-ce l lu lose .  On v o i t  que  n o u s  

avons  c a r a c t é r i s é  5 f r a c t i o n s  d o n t  noue a v o n s  p r é c i s é  d a n s  l e  t a b l e a u  

XXIV ( p .  1 2 5 )  : l a  m a s s e ,  l a  c o m p o s i t i o n  e n  g l u c i d e s  e t  l e  d e g r é  d ' h é -  

t é r o g é n 6 i t é  r é v é l é  p a r  immuno-élect rophorEse  ( f i g .  28; p .  1 2 6 ) .  

2 0 )  L a  f r a c t i o n  1 e s t  pondéra lement  l a  p l u s  i m p o r t a n t e  e t  

r e p r é s e n t e  70 & 80 p . 1 0 0  d e s  p r o t é i d e s  t o t a u x  soumis  à l a  ch romatogra -  

p l i e .  S e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  

( -  E l l e  r e n f e r m e  d e  l a  l a ~ t o ~ r a n s f e r r i r i e ,  m a i s  c e l l e - c l  e s t  

p a r t i e l l e m c  n t  d é n a t u r é e  comme l e  démont re  l a  morp l -o log ie  d e  l ' a r c  d e  

p r . l ' c l p l t a t l o n  yu1 p r é s e n t e  xnt: b l f l i 7 i t é  c a t h o d ~ y u e  s e  r a c c o r d a n t  exac-  

t ement  cLr 1 ' a r c  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r l n e  n a t i v e .  

j q -  La b i f i d i t é  c a t h o d i q u e  fixe l e  f e r  comme l e  m o n t r e  l e s  
.cl 

a u t o r a d i o g r a p l l i e s  r e a l i s é e s  a p r è s  f i x a t i o n  d e  '.'". 
% -  L a  b i f l d i t é  n e  à ~ s p z r a i t  p a s  a r r è s  s a t u r a t i p n  e n  f e r .  

d T J ' ~ l t r â c e n t r i f u g a t l o n  cjul r e v è l e  l a  p r é s e n c e  d e  d e ~ x  cons -  
O 

t l t u a n t s  d e  S 
20wJ 

4,55 e t  6 , 7 p  e s t  éga lemer i  e n  f a v e u r  d e  l a  d e n a t u -  

rat  i o n .  





. d 
k 
'a, += 



Figure 28 : Immuno-électrophorèse des fractions obtenues 

par chromatographie sur DEAE-cellulose du pic 2. 



6- E l l e  donne deux bandes d i s t i n c t e s  en  e l e c t r o p h o r è s e  s u r  

a c é t a t e  de c e l l u l o s e .  

3O) Les a u t r e s  f r a c t i o n s  son t  ob tenues  en p r o p o r t i o n  moin- 

d r e .  E l l e s  s o n t  t o u t e s  t r è s  hé t é rogènes  e t  renferment  des  t a u x  de g l u -  

c i d e s  p l u s  é l e v é s  que l a  l e i c t o - ~ r a n s f e r r i n e  ( t a b l e a u  XXIV; p. 125) .  

4 0 )  La f r a c t i o n  2  e s t  c o l o r é e  e n  rose-saumon e t  renferme 

e s s e n t i e l l e m e n t  de l a  1 a . c t o t r a n ~ f e r r i r i e  dont  1 ' a r c  de p r é c i p i t a t i o c  

p r ê s e n t e  une b i f i d i t é  ca thodique  p l u s  développée que pcur  l e  p i c  1 

( f i g .  28; p .  126) .  L7a rechromatographie  de  c e  p i c  2 s u r  DEAE-cellulose 

dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s  expé r imen ta l e s  r e d o ~ n e  un p i c  1 e t  un p i c  2  

c e  q u i  confirme l l h y p o t h ? s e  de  l a  d é n a t u r a t i o n  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

p a r  l a  DEAE-cellulose. 

d  - M o d i f i c a t i o n s  de  l a  méthode de  GROVES 

Les r é s u l t a t s  décevan t s  donnks p a r  l a  mgthode de  GRPVES - 
mise au p o i n t  pcur  l a  p u r i f i c a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i c e  bovine -, 
nous ont  i n c i t é  à t e n t e r  de mod i f i e r  l e s  c o n d i t i o n s  chromatograpl.liques. 

Nous avons p o u r s u i v i  deux o b j e c t i f s  : suppr imer  l a  d é n a t u r a t i o n ,  é v i t e r  

l a d i s p e r s i o ~ d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  en de  nombreux p i c s .  

Nous avons opé ré  de l a  manière s u i v a n t e  ( s u r  d e s  p répa ra -  

t i o n s  de l a c t o t r a n s f e r r l n e  préa lab lement  s a t u r é e s  en f e r )  : 

10) Augmentation de  l a  f o r c e  ion ique  du tampon d ' é l u t i o n  

(pkosphate  de sodlum pH 8 ) .  

Les r é s u l t a t s  f u r e n t  n é g a t i f s  : quand on augmente l a  f o r c e  

ion ique  du tampon d ' é l u t i o n ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  - t o u j o u r s  x é n c t u r é e  

- e s t  t r è s  rapidement  s o u i l l é e  p a r  une impure té  r é v é l é e  en  immuno-élec- 

t r o p h o r è s e  p a r  un a r c  sous  l e  t r o u  de d é p a r t .  

2O) Diminut ion du pH du tampon phosphate  de sodium 0,005 M. 

De pH € à pH 7 , 5  l e  rendement en  l a c t o t r a n s f e r  r i n e  a u g ~ e n t e  

s ens ib l emen t ,  p u i s  d e s  impure t é s  a . p ~ a r a i s s e n t .  L a  d i . n a t u r a t i o n  s u b s i s t e .  

3 0 )  U t i l i s a t i o n  d l u ~  tampon b i c a r k o n a t e  d'amrnnnium de pH 8 , 2  

( l e s  i o n s  b i c a r b o n a t e s  p a r t i c i p a n t  à l a  l i a i s , > n  f e r - l a c t o t r a n s f e r r i n e ) .  

Nous avons observé  l a  même d é n a t u r a t i o n .  

4 0 )  Les meilleurs r é s u l t a t s  s o n t  ob tenus  en u t i l i s a n t  l e  

systSme tampon p r é c o n i s é  p a r  GROVES, avec  l a  q u a n t i t é  minimale de 

DEAE-cellulose pour  une q u a n t i l , i  doririGe lie I s o t o t r s n s f e r r l n e  à p t l r i f i e r  



(5 de aEJ.E-cellul3se pour  330 mg 'l:' ;, I : 11 0'0 te,i:l s:ar IL<-84). 

Nous a w n s  e f f e c t u é  1 2  rnGrn? rec1lerc;ia des  me i l l eu re s  con- 

dj- t i ~ n s  ~ l . - i r o m . , t t o g r a p i . i i ( ~ u f 3 ~  en u t  . i - l  i : san t  d i r a c  t?.w?:if l e  F c a r ,  5 
' /  

l ' avar i tage 6vi:ie:riL il? suplr i in '3r  inle ~Ztape,  po.avai t  s ' a j o u t 3 r  1.3 p o s s i -  

b i l i t é  d'iane r 4 a i s t a n c a  a c c r i e  de 13 l z c t o t r a n s f e r r i n e  '2 1% d4n.;i.tir- 

r a t i o n .  Vous .zvoi1s obtenu  A? c e  t t  e  ni;:t.ni5re un reril_le-n?ilt légErernt<nt 

silpéril3ilr eu 1 , z c t o t r a n s P e r r ~ x e  qu i  p r é s a n t a i t  l a  rnZrn2 dénd,t l r a t i o n .  

L?, - La ~ h r o m z t o g r d p ~ l i e  d1.z p i c  2 sur DE~i3 - ;~e l lL l lo s su1o  f o i r r n i t ,  svec  un 

reri,lemeilt de 713 à 39 p.1130, i d e ~ i k i q u a  4 c e l u i   us .io.rln~? 13 méthode de  

MON'I'REiTLL e t  c o l l . ,  l ~ n s  1 s c t o t r ~ ; i : ; f e r r i n e  pu re  mais  dGnatilr4e. 

b - La dén;-itilr.iti31.1 de l < z  1 : tc to t ra i l i ; fe r r ine  e s t  p t ~ j ~ 0 q ~ 4 e  pa r  l , z  DU.!LE- 

c e l l i l l ~ 7 s e .  E l l e  s e  m:rnife::te p a r  Jzo anornalies de l'arc: de p r 2 c i p i t a -  

t i o n  obtenu  12-9 inm . i ?o - i l ec t rophor&se ,  p a r  un3 diminut i o n  de 1 ' a c i d e  

s i a l i q u e  dile 2 ilne ac- t  i v i  t 6  "sial  idas iyue"  de l a  3E.?i3-celliilo so s:-i uvent 

observée  ail S a S o r a - t : ~ i r e  avec  d i f  f é r e n - 5 ~  g l ,ycr~pro t6 iAes ,  p a r  une h e t é r o -  

gsnf i t 6  en  é l e c t r o p h o r e s a  e t  &. 1 ' a l  t r a c e n t  r if  tlgat i q n .  La chromatogra- 

p h i e  s u r  DEkE-ceIl.zloss d o i t  donc ê t r e ,  en r è g l e  g é n s r a l e ,  u t i l i s C e  

avec prudence.  E l l e  e s t  2 r e j e t e r  dans l e  c a s  de l z  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

Devsnt 13s d i f f i c u l t e s  r encon t rSes  pour  p u r i F i e r  l e  prSc i -  

p i t é  P s u r  DEKE-celluloss, nous avons déc id4  d 'eosa j re r  3-2 s i m p i i f ~ e r  7 
l e  m ~ t 6 r i i . l  4e i6p , r t ,  . - , ' e s t -5-d i re  1 1 2  p r é c i p i t é  obtenu p a r  r z l z r g r g e  

a u  s r i l f a t ?  d'am-notil l m ,  avan t  d 'expér imei l te r  d ' a u t r e s  échang<-,irç $.if i o n  

potln l a  pl-irif i c a t i o r i  f i n a l v .  La mol!-:ficatioii rie 1% m6t:iode de f r a c -  

tionnern:.:.lt z c o n s i s t é  en uns  p r é c i p i t a t i o n  plis s e l v c t i v r  de 1,s l a c -  

- t o ~ r a i s L e r r i L i ~ ? ,  nou!; I 'avoiis e;:po,;ée dan:; l e  c 'r iapitre 1. Les prSc i p i -  

3 F du ?ractioatlmeiit  de base et  P ; i i l  f  r.;lctionriern 2 i l t  rap-ide de t y p e  9 
-- 

7 -8 
i, bel;uccily: pLus r i z h v s  e:1 I s c t o t r a n s F e r r i n e ,  c a r  12 rn;:Lj<:ure p a r - t i e  

dei; g lycopep t ida : ;  o n t  e t 6  e n l e v é s ,  nota:; on t  s e r v i  de  n a t  i è r e  p ~ e m f . è r e .  



1°- C' i  -om to*rra;ei i?  :;;Zr CCP!-cel lul~~e-  --2 -A- 

L z ç  p r é c i p i t é s  F8 o u  P 
7 -3 

soiit  sn urni  s à uizf? ~ ~ i r o i n a t o g r a p j i i  e  

s:rr J id-zel lulose,  -3_'aSord ? fez  un tzmpj3ii a c é t a t e  d s  sodi lm d r  f a i b l e  

f o r c e  i o n i l i l ?  q u i  Slirnine 13s impil.retés, p u i s  de f o r c e  i m i q i l e  6 1 s - ~ é e  

q u i  i g p l s c e  l a  1 ,zcto t r d n s f  e r r i n e .  

b  - Bode o ~ é r a t o i r e  

13 )  1 3 r k a r a t i o i i  de l a  81Y-cellillose : -- ------------------- 
100 g  de  C:\?-cellulose 32 Wliatmrn son5 a g i t é s  dalis 15  f o i s  

l e u r  volumt? de s,.ude 0,5 N pendant l?nviran 33 mn. 4prZs dt5cantatiori 

d u  l i q u i d e  s~ i . r i i ageant ,  l a  CM-cellulose e s t  l a v é e  à 1 ' e a ~ i  d i s t  i l l é e  s u r  

un f l l t r e  Büchner, j u s q u ' à  c e  que l e s  eaux :le l s v a g e  s o i e n t  à pH 8, 

p u i s  e l l e  e s t  a g i t é e  dans l j  volumes d ' a c i d e  ch l3 rhgdr ique  3 , 5  N pon- 

dan t  30 mn. Apr5û d $ + c a n t z t i o n ,  l a  CM-cellulose e s t  de nodveau l a v e e  à 

l ' e a u  distillée j u s q u ' à  un pH v o i s i n  d? l z  n e u t r a l i t 6 .  

2")  P r 6 p s r a t i o n  d e s  co lonnes  : ---------- ------- 
La CM-cellulose e s t  a g i  t e e  dans  l e  tampoi~ , l ' é l i r - t i o~ i  ( a c é t a t e  

0 ,34  Y de p 3  5 ,5 )  pendant  20 à 30 m i l .  Le :surnagea.nt e s t  é l i m i n é  p s r  

d é c a n t a t i o n .  Ce traitement e s t  r4pé té  G à 8 f o i s  j u s q u ' à  ce  qu? l e  PH 

du tampon ne v a r i 3  p l u s .  

La CM-cellulose e s t  a l o i s  i n t r o d u i t e  dans  une colonne de 

2 cm de d i s m e t r e  e t  de  50 cm de 'aiiu-beur, r i on  r é f r i g s r é e .  E l l e  e s t  

" s t a b i l i s é e "  p a r  l e  pas sage  di1 tarnpoii a c é t z t e  de sodlim O,94 M, de 

p 3  5 , 5 ,  pendant 24 h e u r e s .  

3 " )  % r o m ~ Q g ~ a ~ i ~ -  

3  g de p r é c i p i t 4  P ou P 8 7-3' di s so  1s dans 20 m l  de t a ~ n o n  

a c é t a t e  de sodilrm 0 , 3 4  YI, sont, i n j e c t é s  ail sommet de l a  colonne de CM- 

c e l l u l o s e .  L' é l u t  i o n  e s t  r éa l i sGe  p a r  19 passaze  s u c c e s s i f  d e s  tampons 

s u i v a n t s  : 

- a c é t a t e  33 so3iilm 0,3rl. '' pH j,5 
- a c é t a t e  de s )d ium 0 , 2  4 pH 5,5 
- a c é t a t e  ,le s.,dl~urn 3 , 5  M pH 5,5 
Le d a b i t  tie l a  colonne ?ut $ 1 2  53 mi/neure.  L a  d e n s i t é  o p t i q u e  

de  l ' e f f l u e n t  e s t  mc?suré? à 273 nm. Les f r ac t l3n : ;  ob tenues  p a r  l e  pas- 

s a g ?  des  i i l f f é r e n t s  tampons sont  d l s l y s 6 e s  r t  l y o p h i l i s é e s .  Chatlus 



fr,ti: tien e s t  .;oumise à 1 ' é lec- t rophorSse  :Iz soile s u r  d i t - f é r e n t  s sup- 

por-Ls e t  à 1 'imrii;l~!io-éLect,rop1101"5~~e. 

L a  f i g u r e  29 ( p .  131)  i l l u s t r e  l e  r 6 s u l t a t  du Î r a c t i 3 n n e -  

a;:n$ ch ro in , i t og raph i lp  di1 p p 5 c i p i t é  P. s u r  3i.!-cell1~l:,se. 7 -8 
Nous ab tenons  6 f r a c t  ioi~:; doilt l e s  mai;seu son-t indiqut:es 

dans l e  t a b l e a u  3 X V ;  p .  132)  : 

- La première  7 é luSe  p a r  l e  tanpnn a c é t a t e  O 05 IVI de pH 
' 1 

5,5 e s t  c o n a t i  tllee p a r  l a  ~ ~ t j e u r e  p a r t i e  d e s  impure tés .  

- L a  f r a c t i o r i  F- éluSe p a r  l e  tampon a c é t a t e  O 5 M de pH 3,5 
L> 

e s t  l a  f r a c t i o n  m-L j eu re  de  c o a l e u r  r2se-sailmon. 

- Les a i i t r e s  P r a c t i o ~ s  s o n t  peu ;m120rtaii tes.  Les 6t7iies 

immano-8lectrophorétiques 2t é i e c t r o p h o r 6 t i q u e s  sir a c é t a t e  de c e l l u -  

l o s e  ( f i g .  29; p. 1 3 1 )  nous ont  permis  de p r é c i s e r  l a  composi t ron  de 

c e s  f r a c t i o n s  ( t a b l e a u  XXV; p.  132) .  

L a  l a c t o t r a a s f e r r i n e  de  l a  f r a c t i o n  F e s t  homogène e n  im- 
5 

muno-6lectrophorSse e t  en électrophor3: ;e  de  zone s u r  a c é t a t e  de  c e l -  

l u l o s e ,  g e l  d 'amidon e t  g e l  de  polyscry lamide .  

E l l e  e s t  obtenu's avec a:? rendernerlt de 60 à 65 p.100 p a r  

r appor t  à la massede p - r é c i p i t é  F chroinatograpilié.  T o u t e f o i s ,  m a l -  
7 -3 

g r é  l ' homogéné i t é  é l e c t r o p h o r é t i q i l e  e t  i m i n u n o - é l a c t r o p h o r é t i q u e ,  s e t t e  

p r é p a r a t i o n  n' e s t  p a s  absolument p:A:e, en  e f f e t ,  1 ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

r é v è l e  1s p r j s e n c e  de  5 à 1 9  p.100 d ' i m p u r e t é s .  Nous avons eu r e c o u r s  

à 113 u l t i m e  :s tsde de  p u r i f i c a t i o n  ': 1s f  i ' l t r a t i o n  s u r  g e l  de  3epiladex 

3-1 30. 

2" - C h r ~ r n ~ t t o g r a p h i e  de tamisag-: mo léc i i l a i r e  - 
a - T r i n c i p e  

Les irnj2uiet6s p r é s e n t e s  dans l a  p r e p s r a t  i o n  de l a c  t o t r a n s -  

f e r r i n e  ob t  enlie s x r  CM-cellulose pouvaient ê t r e  un r e l i q u a t  du complexe 

lactc? t r a n s f  e r r i n e - c h a î n e  de s - c r é t   on- comp l e m  dont nous avoiis soup- 

qonnd l ' e x i s t e n c e  dans  l e  p r é c i p i t é  F7 ( c h a p i t r e  2; p .  101)  su de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  polym15ris6e. Dans c z t t e  hypothèse ,  c e s  impure t e s  

ayant  unt3 masse m3Leci1laire é l e v e e ,  noas  avoiis soumis l a  f r a c t i o n  F- 
3 

O 5 t  enul3 p a r  cilroinatograp;iie s u r  CJ4-cellulose à  ne chromstograpi i ie  de  

tamlsage  molec i l l a i r e  s u r  colonne ,le Sephitdsx G-100. 
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Composition ;n protéides des différentes t'ractlons obteflues par 

cilromatographie sur CW-ceLLulose de 1 g vle prec~pite P, 1-3 ' 

F 

Fractions 

1 

*2 

Masses en mg Composition 

150 
I 
Glycoprp5idos - SSrum-albumin? 

I I hactotransf errine - Traces d'a;- 

20 

I 

l 15 3 
I 

antitrypçine et de chaîne de sé- 

crétion. 

Difficileincnt intrrprétable 

Lactotransferrine - Chaîne de se- 

crjtion - Slobulin2s immunes. 

F 10 Lactotransferrine - Chaîne de se- 
4 

cretion - Globulines immunes. 

Lactotraisf errlne - Lysozyme 



Noas avons employé dn tn  co lonnes  Pharrnacia S 30/100 char -  

gées  .le Zepliadex G-100 é q u ~ l l b r é  dzns di1 t ampm FliIS ( ~ r ; s  -(hydroxy- 

m6thyl)-aainométhane) 0 , l  M, N a C l  1 YI, de  p13 8 ,  s u i v a n t  1s t echn ique  

d é c r i t e  au  c h a p i t r e  2 ( p .  88 ) .  Ce tamaon s e r t  à l'élut- on r é a l i s j e  
il 

à + 4 O C  avec un d é b i t  de 4'3 ml/heura. 730 mg de  l a  F r a c t i o n  F" o5te-  
5 

nu'? p a r  ciiromatographie s u r  Z!K-cellulose son t  d i s s o u s  dan:; 10 m:L de  

tzmpan d ' é l u t ~ o n  e t  i n j e c t e s  s d r  l e s  co lonnes .  

c  - R e s u l t a t s  

1 O ) ~ ~ r - o g  5%-ogyap& 2 2 - : 
La coarbe  3 ' e L u t i o n  r e p r é s e n ~ e s  s u r  l a  f i g u r e  33 ( p .  134)  

montre que noua obtenons  deux f r a c t i o n s  : l a  premlère  F t  e s t  exc lue  
1 

du g e l ,  l z  second? F t  é luSe  p l u s  tzrdiveme lt e s t  de c o u l e u r  rose-  
2 

saumon. Les p r o d u i t s  lyophilisés co r r s spondan t s  s o n t  t o a s  deux r o s e s  

e t  r e p r é s e n t e n t  15 mg pour F t  e t  559 mg p3ur 3'' Le rendement de 1 2 ' 
l a  chromatographie e s t  s u p S r i e u r  à 80 p.100.  Le rendement en Lacto- 

t r a n s f e r r i n e  e s t  de  78 p.100.  

20  ) I d e n t i f  i c a t i o n  : ---------- 
Apras imini~no-r lectrophorzse ( f i g .  33; p .  134)  e t  e l e c t r o -  

phorhse r e a l i s é e  s u r  a c i t a t e  de c e l l u l o s e ,  noiis avons p d  d é n n n t r e r  

que : 

- l a  f r a c t i o n  F t  e s t  c o n 3 t i t L l s e  d l  co~nplexe l a c t o t r a n s -  
1 

f e r r i n e  - chaîne  de s é c r é t i o n .  

- l a  f r a c t i o n  F t  e s t  fornSe  cte l a c t o t r a n s f e r r i n e  homogène. 
2 

3 0 )  C r i t p r e s  de ~ u r e t é  : ------- --- 
4 - E l e c t r o p h o r è s e  de zone : en p l u s  i e  l ' a c i t z t e  de c e l -  

l u l o s e ,  nous avons egalement u t i l l s é  La gt5ioss,  l e  g e l  d 'amidon - e n  

p 3  a c i d s  e t  a l c a l i n  - e t  l e  g e l  de poiyacrylarnide ( ~ 1 ~ u r . e  31; p .135)  

en  s u i v a n t  l e s  t ec i in i~uz : ;  I é c r i t e s  dars l e  c i i s p i t r e  1 . Nous 

3vo-n; c o n s t a t é  2.I.e n o t r e  p r é p a r a t i o n  é t a i t  homogGn3 Sn é l e c t r o p h o r è s e  

s u r  c e s  d i f f é r e n ~ s  s l ippor t s  p ~ . ~ s ~ u ' e l l e  n?  donne ,qu'une s e u l e  zon? de  

m o b i l i t é  f a ~ b l e .  C e t t e  m a S i l i t 4  v l r i e  avec 1% n4,ture du supyor t  ( l a  

p l u s  grande  v i t e s s e  de m i g r a t i o n  2st obtenue s u r  act5tzte  de c e l l u l o s e )  

r t  avec 1s c o n c e n t r a t i o n  de l ' é c h a n t i l l o n  : presque  n u l l e  à l a  concen- 

t r a t i o n  de 5 p.100 l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t ~ q u e  augmente pour ê t r e  

p e r c e p t i b l e  à l a  n o n c e n t r a t i o n  d s  1 p.100.  



F i g u r e  33 : Chromi2tographie s u r  Sapiladex G-100 d e  la lac- 

t o t r a n s f e r r i n e  p u r i f i é e  s u r  CI$-c.r l lulose.  I m m u n o é l e c t r o p h o r 8 s e  des  

f r a c t i o n s  o S t e n u e s .  



GEL DE POLYACRYLAMIDE 

Figure 31 : Electrophorégrammes de la lactotransferrine 

purifiée sur CM-cellulose et sur Sephadex G-100 

- gel de polyacrylamide 
- gel d'amidon (1) en tampon formiate de pB 3 ; 

(2) en tampon tris-citrate de pH 8 , 6 .  

( ~ e  précipitg P du fractionnement par relargage au sulfate d'ammonium 
8 

est utilisé comme témoin). 



/3 - nitracentrifugation * : 1 'ultraceiitrif rigatinn a été 

réalisSe sdr des prsparations dissoutes dans différents tampons et a- 

yant subi différents traitements : 

. Lactotransferrinr dissoute dans le tampon d'élution du 
Sephadex G-100 : TRIS 0,l M - NaCl 1 K, p3 8. 

. Lactotransferrine après dialyse de 72 heures contre du 
tampon phosphate 0,l PI, de p;i '7 (renouvulé toutes les 24 heures). 

. Lactotransferrine aprix dialyse contre de l'eau distillée 
et lyophilisation. 

Dans tous les cas, les diagràmm3s d'ultracentrifugation (Fi- 

gure 32 ; p. 137) montrent la présence Itun seul pic spnétrique sans 

sucune trace de souillures, ce qui confirme lthomogén5ité de 1s lac- 

totransferrin~? obtenue par chromatographie sur Cl~T-cellulose puis sur 

Sephadex G-100. En outre, b'ultracen-trifugation nous révèle que notre 

proteide ne su5it pas de dégradation au cours de la dialyse et de la 

lyophilisation. 

ET - Cristallisation : Cette préparation a permi à B 2 A Z I E R  

($28) d'obtenir de la lsctotransferrine cristallisée en utilisant 

une méthode voisine de celle qui fut decrite par JOYANSSON (429).  

Cet suteur obtient des cristaux à partir de la gomme visqueuse de 

lactotransferrine qui se dépose dans les sacs Cie dislyse d'une solu- 

tion de lactotransferrine contre du tampon phosphate de sodium de pK 7. 
Le procedé uxilisé par BSAZIER est un peu différent : une solution à 

1 p.100 de lactotransferrine dans l'eaa est dialysée contre une solu- 

tion saturée de p~lyéthylène glycol 29.OGO à + 4OC. Au bout de quel- 
ques heures, la protéine donne une gomme dans le fond du tube de cel- 

lophan2. Une gomme semblable se forme parfois au cours du désalage de 

solutions de lactotransferrine plus ou moins purifiée. Une goutte de 

cette gomme est prélevée avec un peii de la solution surnageante, dé- 

posée dans ui cristallisoir et abandonnée 2. + 4OC. Au bout de 3 à 3 

semaines, on observe la formztion de cristaux (?ligure 33 ; p. 138). Ces 

cristaux sont idsntiqiies à ceux obteiius par J0HANSSI)N (430)~. La seule 

différence est que la formation a lieu ici e n  l'absence d'ions miné- 

raux et qu? l'on oStient un composé cristallisé absolument pur. 

(r) Avec la collaboration d'A. VEKBERT, J. B R A Z I E 3  et S. ?UPIRZ. 



Figure 32 : Diagramme d'ultracentrifugation 

Concentration : 15 mg/ml - Tampon phosphate 0,l M de pH 7 a 2g°C. 
1 - Lactotransferrine "pure" lyophilisée depuis plus d'un mois. 
2 - Lactotransferrine "a la sortie de colonne" après élution du 

Sephadex G-100 par le tampon TRIS 0,l M, NaCl 1 M de pH 8. 

3 - Lactotransferrine après dialyse de 72  heuras contre du tam- 
pon phosphate 0,l M de pH 7. 

4 - Lactotransferrine après dialyse contre de l'eau distillée 
et lyophilisation. 



Figure 33 : Cristaux de lactotransferrine observés au mi- 

croscope optique. 



d  - Conclus ions  

Le procede  de chromztographle s u r  C-7-cellulose p a i s  ssr 

Sephadex G-100 d e s  p r S c i p i t 6 s  P  ou P (ob tenus  t o u s  deux à 74 p.100 8 7 -8 
de s a t u r a t i o n  en  s u l f a t e  d'amnonium pH 7 ) ,  f o n r n i t  de l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r l n e  homoghne en < l e c t r o p h o r è s e  de zone s u r  d l f f é r e n 5 s  s u p p o r t s  en 

immuno-électrophorSse e t  en  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  En n u t r e  l a  l a c t n -  

t r a n s f e r r i n e  a i n s i  p rSparée  e s t  c r i s t z l l i s a b l e . Q u a n t  au r e n d e ~ e n t ~  i l  

peu t  ê t r e  c o n s i d é r é  comme e x c e l l e n t  c a r  nous obteaqns  e a t r e  1 , l  g e t  

1 , 2 5  g  de  l a c t o t r a ~ s f e r r i n e  pa re  p a r  l i t r e  de l a i t  t o t a l .  C ? s  v a l e u r s  

son t  sup4r ie i l res  à c e l l e s  de  BLANC e t a l .  ( ,$3Tj,~, ,5~& son t  en acco rd  - 
avec c e l l e  de MONTREUIL e t  c o l l .  (432)  q u i  fixai en^, l a  t e n e u r  en  l a c -  

t o t r a n s f e r r i n e  e n t r e  1 e t  1 , 5  g  p a r  l i t r e  de l a i t  ma te rne l .  

ETUDE DE LA COKPOSITION DE LA FRACTION GLYCANNIQUE - 

L'é tude  d e  l a  composi t ion chimique e t  de  1 s t r u c t u r e  de 
(37 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a é t é  dé te rminée  p a r  SPIK(433) . Notre c o n t r i b u -  

t i o n  s ' e s t  bornée à l ' é t u d e  de  l a  composi t ion  g lycannique  de  n o t r a  

p r é p a r a t i o n  a f i n  de l a  comparer à c e l l e  obtenue p a r  MOYi'REUIL e t , a l ,  

(434) .  Les t e c h n i q u r s  u t i l i s é e s  ont  é t é  d é c r i t e s  dans l e  c h a p i t r e  1 

( p . 6 3  ).  Toutes  l e s  e x p é r i r n c e s  ont  é t é  e f f e c t u 6 e s  s u r  de l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  préa lab lement  d é b a r r a s s é e  d e  son f e r  c a r  c e l u i - c i  c a t a -  

l y s e  de nombreuses d e s t r u c t i o n s  de g l u c i d e s .  Nous avons opéré  de  l a  

manière s u i v a n t e  : une s o l u t i o n  à 1 p .100  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans  

l ' e a u  e s t  amenée à un p 3  légèrement  i n f é r i e u r  à 2 ,  de manière à ob- 

t e n i r  l a  d é c o l o r a t i o n  complète  de l a  s o l u t i o n .  Ce l l e - c i  e s t  a.Lors 

d r a l y s é e  sous  a g i t a t i o n  pendant uns n u i t  à + 4OC - dans un tube  de 

ce l lophane  prga lab lement  l a v é  à l ' e a u  c o u r a n t e  pendant 24 à 48 heures  

- c o n t r e  une s o l u t i o n  de s e l  d i sod ique  d'EDTA à 1 p.100. Le s e l  e s t  

e n s u i t e  é l iminS p a r  d i a l y s e  c o n t r e  de l ' e a u  d i s t i l l é e  pendant 2 j ou r s .  

La s o l u t i o n  obtenue  e s t  l y o p h i l i s é e .  

Nos r é s u l t a t s  s o n t  compsrés à ceux de NONTREUIL e t  a1 . (435)  

a i n s i  q u ' à  ceux de  SPIK (136) e t  de BRAZIER (437)   a able au X X V I ;  p.140 ). 

Le t z u x  d ' o s e s  n e u t r e s  de  n o t r e  prép ,%ra t ion  e s t  ne t temant  i n f é r i e u r  à 

c e l u i  q u i  a  é t é  donné par  ?v!ION'PREJIL e t  l égèrement  i n f é r i e u r  à ceux d e s  

( r )  En c o l l a b o r a t i o n  avec J .  BRAZIER e t  B. DE1"IORY. 
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prsparations de SPIK et BBAZIER qui ont été obtenues par la même mé- 

thode. Les tzux de N-acétylglucosamine et d'acide N-acétylneuramini- 

que sont sensiblement égaux, ce dernier étant pourtant plus faible 

dans la préparation de MONPRELFIL. La composition centésimale en gluci- 

des est donnée pour an3 masse moléculaire de 76.000. Nos résultats 

concordent approximztivement avec ceux de SPIK et de BRAZIER qui donne 

pour les oses neutres, la composition molaire suivante : 10 mannose et 

7 fucose pour 10 galactose. 

III - VARIATIONS DE LA MOBILITE ELECTROPH3RETIQUE ET FORi-ATIOTT DE 

COMPLEXES - 

Différentes observations nous ont conduit à supposer que 

la lactotransferrlne humaine devait former des cnmplexes avec cer- 

tains constituants du lait maternel. 

Les variations de mobilité électropharétique de la lacto- 

transferrine sont bien connues et se manifestent de manière continue 

en électrophorèse de zone sur différents supports quand on fait va- 

rier la concentration de l'échantillon. La mobilité électrophoréti- 

que en milieu alcalin sur gélose, acétate de cellulose et gel d'a- 

midon est inversement proportionnelle à la concentration. 

Nous avons remzrqué de plus qu'à une concentration donnée, 

la mobilité électrophorétique semblait quantifiée et pouvait prendre 

deux valeurs correspondant sans doute à deux états de la lactotrans- 

ferrine (exemple : pg de la figure 19; p.103 ) .  Ces deux zones re- 
présentent la lactotransferrine car elles sont toutes deux colorees 

en rose. Elles n'expriment pas de différences de saturation en fer 

et nous avons pensé qu'elles pouvaient correspondre à des variants 

génétiques. Cette hypothèse fut infirmée, car la purification des 

échantillons polymorphes sur CX-cellulose rassemble la quasi-tota- 

lit6 de la lactotransferrine dans un seul pic (pic 5 , fig. 2 9 ;  p. 131), 

dont le contenu possède une seule zone lente en ilectrophorèse sur 

acétate de cellulose. Nous avons donc supposé que la zone ranide cor- 

respondait au complexe lactotransferrine-glycopeptides. 

La conflrmatinn de cette hypothèse a été apportée par 

l'expérience inverse qui a consisté à ajouter à un échantillon de 

lactotransferrlne pure et dorinant ur-e seule zor,~? lente en 



électrophorèse sur acétate de cellulose, des quantités cr~issantes de 

glycopeptides obtenus à partir du précipité P du fractionnenent par 
10 

le sulfate d'ammonium. Nous avons obtenu immédiatement deux zones avec 

une concentration en glycopeptides de 1 p.100 dans le mélange, puis 

une intensification progressive de la zone rapide à mesure que la 

concentration en glycopeptides augmentait. Avec 30 p.100 de glycopep- 

tides dans le mélange toute la lactotransferrine se trouve sous forme 

de mobilité rapide et identique à celle d'un échantillon de lactotrans- 

ferrins préparée par chromatographie de gel-filtration directe du lac- 

tosérum sur Sephadex G-150 ( ~ i ~ u r e  34 ; p.143). Elle correspond égale- 

ment à la zone de lactotransferrine sur l'électrophorégramme du lac- 

tosérum humain. Cette zone rapide a été isolée à partir du précipité 

P du fractionnement de base, par filtration sur gel de Sephadex G-100 
9 
et purification par électrophorèse prépsrative sur papier. La composi- 

tion centésimale et molaire en glucides de cette fraction movtre 

qu'elle correspond approximativement à un mélange théorique de 47  p.100 

de lactotransferrine pure et de 53 p. 100 de glycopeptides  ableau au 
XXVII; p. 144). Ce mélange contient plus de glycopeptides que ce qui 

est nécessaire pour faire passer toute la lactotransferrine purifiée 

sous forme "rapide" et la lactotransf errine qu ' il contient serait 
donc sursaturée en glycopeptides. 

Les solvants de force ionique élevée ne provoquent pas de 

dissociation sensible du complexe, en particulier la filtration sur 

gel de Sephadex G-100 en présence de tampon TRIS 0,l M - NaCl 1 M 
ne produit pas de dissociation. Par contre, la fixation de la lac- 

totransferrine sur la CN-cellulose semble se faire au dépens des liai- 

sons lactotransferrin5-glycopeptides pnisque cette fixation provoque 

la libération des glycopeptides, non retenus sur cet échangeur d'ions, 

ainsi d'ailleurs qu'une très faible partie du complexe non dissocié. 

Il semble donc que les forces misese? jeil soien* de nature électrosta- 

tique. 

En conclusion, il apparaît que la lactotransferrine se trouve 

dans le lait maternel sous forme complexée à des glycopeptides, ce qui 

explique que la mobilité électrophorétique de la forme native m i t  dif- 

férente de celle de la forme pure, 



Figure 34 : Différents comportements électrophorétiques 

de la lactotransferrine. 

1 - Lactotransferrine isolée par gel-filtration directe du lactosérum. 
2 - Lactotransferrine pure et 30 p.100 de glycoprotéides du P 1 O' 
3 - Lactotransferrine pure et 20 p.100 de glycoprotéides du P 1 O' 

4 - Lactotransferrine pure et 1 p.100 de glycoprotéides du Plo. 

5 - Lactotransferrine pure. 
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IV - DISCUSSION ET CONCLUSIOïjS GENEaALES 

De nombreuses méthodes de préparation de la lactotransfer- 

rine humaine à partir di1 lait maternel ont été proposées. 

Les premiers procédés de TCONTREUIL et -- al. (441) et de 
JOHANSSON (442), comme plus tard celui de YIASSON et HEREKANS 

(443), utilisaient comme premier stade d'enrichissement un fractionne- 

ment d-1 lait par le sulfate d'amaonium. Le stade suivant de chromato- 

graphie sur échsngeurs d'ions mettait en jeu une résine carboxylique 

pour le premier, la DEAE-cellulose et l'hydroxy-apatite pour le se- 

cond, la DEAE-cellulose seule pour le troàsiéirie. Nous avons prouvé que 

1.a DUE-cellulose avait un rôle déLaturant sur la lactotransferrine. 

C 'est pourtant le même échangeur d'ions qu'utilisèrect BLANC et. ISLI-KER 

(b44) pour ourifier ün précipité enrichi en lactotransferrine et obknupr le 
rivanol. Notre procédé s'apparente à celui de GOT (425). 

Après un premier découpage commun par le sulfate dtammo- 

nium, GOT purifie incomplètement le précipité obtenu à 66 p.100 de 

saturation en sulfate d'ammonium, pH 4, par chromatographie de gel 
filtration sur Sephadex G-230. Nous avons préféré chromatographier 

le précipité homologue, obtenu dans des conditions voisines (74 p.100 
de saturation , pH 7) sur C1.l-cellulose qui décomplexe la lactotrans- 
ferrine des glycopeptides, permet de traiter des quantités tràs impor- 

tantes avec un rendement excellent et fournit ües préparations très 

pures qui peuvent le plus souvent être utilisées directement. Une ul- 

time purification sur Sephadex G-100 est cependant parfois nécessaire. 

La méthode de préparation de JOHANSSOX (446), séduisante 
par sa rapidité, ne semble pas donner les mêmes qualités de pureté ; 

la lactotransferrine qu'elle fournit est, en effet, souillée de ly- 

sozyme, 

Nous avons également apporté quelques prjcisions sur les 

variations de mobilité électrophorétique de la la~totr~nsferrine au 

lait maternel, et montré, qu'à une concentration donnée elle pouvait 
1 

se présenter sous deux formrs de mobilités différentes, dont la plus 
\ \  // 

rapide correspond à celle de la lactotransferrine native. 11 semble 

q u e  la forme "rapide" représente le protéide cqmbiné à des glycopep- 

tides, puisque l'addition de ceux-ci à la lactotransferrine pure 

1 'amène prr,gressivement sous cette forme, qui, isolée par ailleinrs 

du précipité ? est effectivemvnt tres riche en glucides. Ce poly- 
9 ' 





par NON'TREIJIL et coll., au cours des travaux de purification de la 

lactotransferrine et nous en avons entrepris l'étude. Elle peut être 

également obtenue, à partir du précipité P du fractionneinent par le 
10 

sulfate d'ammonium, par un procédé qui permet de l'isoler d'une frac- 

tion peptidique et de l'Ci -antitrypsine sérique. 
1 

Nous envisagerons successivemrnt : 1 'étude des composés 

glycopepti~iques, puis llisolem,?nt et la caractérisation de l'ci 
1 - 

antitrypsine sérique. 

1 - ETUDE DE LA FRACTION GLYCOPEPTIDIQUE 

A - ETUDE PHYSICO-CBIMIQUE FREALABLE 

La purification du précipité P du fractionnement original 
7 

de MONTRELJIL et coll. par chromatographie sur Amberlite XE-64 fournit 

1 pic 1 avec le tampon acétate de sodium 0,05 M de pH 5,2 ( ~ i ~ u r e  26 ; 

p. 120). Les constituants de ce pic 1 furent appelés par lTONIRE!.IIL 

et coll. gynolactomucoïde 1, le gynolactomucoïde II étant la lac- 

totransferrine. Ils possèdent les caractéristlq~~es suivantes : 

1) Ils ne sont pas antigéniques. 

2) Ils contiennent une proportion élevée de glucides 

- Oses "neutres" 25 à 30 p.100 

- Osaminss 20 à 22 p.100 

- Acide N-acétylneuraminique 6 à 10 p.100 

3) Ils sont riches en fucose et ne contiennent pas de 

mannose. La composition molaire globale est en effet la suivante : 

- Galactose 4 
- Fucose 2 

- Galactosamlne 1 

- Glucosamine 3 

- Acide N-acétylneura~inic~ue 1 

4) 11s sont homogènes à l'ultracentrifugation(*). En effet, 

pour trois dilutions différentes un seul pic apparaît. Les valeurs de 

(n) Les déterrnlnations des constantes de sédimentation ont été effectuées 

par F ? .  le Professeur TONNELAT, M. M. FIONSIGNY et par Mlle A. RARNEOUD. 

Nous leur adressons nos vifs remerciements. 



S20w 
sont les suivantes : (en tampon phosphate de pH 6,9 et de force 

ionique 0,l) 

- 3,3 mg /ml S20w : 2,04 

- 6,6 mg /ml S20w : 1,98 

- 10 mg /ml S20w : 1,73 

Le calciil de S20w par extrapolation à une dilution infi- 
3. 

nie donne une valeur de 2,3S - 0,2. 

5) Cette homogénéité n'est qu'apparente car le "pic 1" est 
hétérogène en électrophorSse sur papier, sur acétate de cellulose et 

en gélose : dans les trois cas, il fournit trois bandes (~igure 35 ; 

p. 149). L'une, majeure, en position de , est Amidoschwarz négative 

et P.A.S. positive ; la seconde, en position d'M -globl:line et la 
1 

troisième en position de préalbumine, sont Amidoschwarz et P.A.S. po- 

sitives. 

Fractionnement chromatographique 

Nous avons tente ae fractionn,r lec constituants du "pic 1" 

par chromatographie de tamisage moléculaire sur Sephadex et par chro- 

matographie sur échangeurs d'ions. 

a - Chromatographie de tamisage moléculaire sur Sepiladex 

Nous avons réalisé des filtrations sur colonnes de gels de 

Sephadex G-25, G-50 et U-75, sans parvenir à aucune séparation satis- 

faisante. Ce résultat confirme les données de l'ultracentrifugation 

qul révèle l'existence d'un seul pic. Les constituants glycopsptidi- 

ques lu "pic 1" possèdent donc des masses moléculaires très voislnes . 
cette nomogenelté cortraste avec l'hétérogénéité chimique que nous 

verrons plus loin. 

b - Chromztographie sur celluloses modifiées 

La DE4E-cellulose fixe trSs énergiquemeat les glycopeptides 

qui sont ensuite difficilement élués. On obtient une dizaine de pics 



m u r e  35 : Electrophorèse préparative sur papier des 

glycopeptides du "pic ll'. 



s u i v a n t  l e s  g r a d i e n t s  d ' é l u t i o n  e t  l a  rechromatograyhie  de c e s  p i c s ,  

dans  l e s  mêmes c o n d i t i o n s ,  provoque un nnuveaii décnilpage. ce  q u i  

prouve que l ' o n  n ' i s o l e  p a s  d ' e n t i t é s  b i e n  dé f ' l n l e s  p a r  c e t t e  méthnde. 

L a  chromatographie s u r  BE-cellulose avec  d i f f é r e n t s  g r a d i e n t s  

d l é l u t i o n  ne nous a  f o u r n i  qu 'une  ébauche de s é p a r a t i o n  en  L f r a c t i o n s .  

2 - Practionnem2nt p a r  é l e c t r o p h o r s s e  s u r  p a p i e r  

Nous avons dans  un second temps u t i l i s é  à des  f i n s  pré-  

p a r a t i v e s ,  l ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  q u i  nous a v a i t  donné, rappe- 

l o n s  l e ,  une ébauche de s é p a r a t i o n .  

a  - Node o p é r a t o i r e  

20 mg de p r o t é i d e s  sont  déposés  s u r  ane  bande de  p a p i e r  

Arches 304 de 1 2  cm de l a r g e u r  e t  soumis à l ' é l e c t r o p f l o r è s e  h o r i -  

z o n t a l e ,  en tampon vé ronz l  de  pH 8 ,2  e s  de f o r c e  ion ihue  O , i ,  p rndant  

1 7  n r u r e s ,  à 4 ~ / c m .  

Après r é v é l a t i o n  de banaeu i;:.ic$raise p;r~.  i~ mC611ode à. i 'a- 

cils-e peric.6icju.e-Schifl: les  g l y c o p ~ o t ~ i d e s  s c n i  ili;(is  YI cie i leau.  

l , e s  t61uai,s s o r l i  i j u p i ! i i i s i s ,  p u i s  ùé::a.lés s u r  colonne de S e ~ k ~ a d e x  C-25 

dont  l ' e f f l u e n t  e s t  a n a l y s é  en C.V. e t  p a r  l e  r i a c t i f  au phencl  s ~ . l f u -  

r i q u e .  L8e v i r o n a l  q u i  abso rbe  1 ' U . V .  à 280 nm e t  l e s  g l y c o p e p t i d e s  

sc,nt a i r  s i  r ep< , r é s .  

La composi t ion  cen té s ima le  en  g l u c i d e s  des  f r a . c t i o n s  6 l ec -  

t r cpk !o r6 t iques  e s t  p r i c i s i e  dans  l e  s ab leau  XX.B?TI(~.  151) .  Les ri- 

u u l t a t s  de  c e t t e  ana. lyse conf i rment  l e  comportemerit i l e c t r o p h o r i t i q u e  

q u i  sem1;le l i b  à l a  t e n e u r  e.n ;,cide s i a > l i q u e  ?.es f r a . c t i o n s .  On coris- 

t a t e ,  en  e f f e t ,  que l e  rapp0r.t  o s e s  n e u t r e s / a c i d e  N-ac6tyl neuramj-ni- 

que augmente r é g u l i è r c m r ~ n t  de  l a  f r a c t i o n  1 à. l a  f r a c t i o n  3 ,  c ' e s t - à -  

- d i r e ,  de  la .  fia-ction l a  p l u s  a.rrodjque à l a .  f r a c t i o n  la .  p1u.s c z t h o t i -  

que. La f r a c t i o n  1 c o n t i e n t  nettemeiit  moins c?.e g1uc:ides que l e s  f r a c -  

t i o n s  2 e t  3 dont l e s  composi t ions  glucidiqu.es  s o n t  tres v o i s i n e s .  

3 - Fract io~nemcrLt  p a r  é l e c t r o p h o r b s e  p r i p a r a t i  v c  en \ e i n c  l i q u i d e  (*) 

(s) Ce tr.ava31 a  é t é  e f f e c t u e  en ( :o l labora t lon  a \ e c  1,. GPIF~l~OFJE-EF'2 (452) 
q u i  a  r e p y l s  rios t ravaux etppcvssE p l u s  l o i n  l ' é t u d e  de l a  ccmposltiori  

e n  g1uc:des des  fractions. N o u ~  l u i  empruntcns c e t t e  f t u d e .  
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?.!nus a v o n s  t e n t é  d 1 a m 6 l i o r e r  l e  f r ~ a c t l o u r ~ ~ m e r i t  d e s  cons -  

t l t u s r i t s  du " y l c  1" e n  u t l l l s a r i t  l ' é l e c t ~ o p ~  o r t s ?  p r é p o r a t i v e  d â n s  

1 ' appLarel  1 E LPHOR VAP ( 4  

a - Mode o p 6 , r a . t o i r e  

300  mg d e  protéides t o t a v x  s o n t  souml s à 1 t ~ l ~ c t r o p k a r i  se  

p r5éps ra t ive  e n  t a m ~ o u  ' R I S - c l i r a t e  d e  pB 5,63 s c u s  ur l t  t e n ~ l o n  de  2.4CO 

v o l t s .  :a ~ o l u t 1 0 ~  d e  p ~ . o t ~ é l d c s  à 2 p.lOC1 (F /v )  e s t  l n j e c t é e  a v e c  un 

d6ki-t de  1 , 8  ml / h e u r e .  La deui;]lté optique ô 280 nm e t  l a  t e r i e u r  er. o s p z  

t o t a u x  ( d o s a g e  p a r  l ' o r c l n o l  s u l f ~ r i c ~ b e )  o n t  é t é  d i t e r m z n i s  ~ c u r  cha- 

cun?  d e s  d e  f r a c t i o n s .  S e p t  f r a c t i o n x  @rit é t é  a r b l t r a ~  ~~erncr . t  c - n s t i -  

t u e e s  s ~ i v a n t  l e  découpage  r e p r é s e n t é  s u r  l a  f ~ g i i r e  36; p .  153. Ces 

f r a c t i o n s  o n t  é t é  l y o p h i l i s i e s  e t  l e  résidu s e c  obteiiu a i t é  r e p r l s  

p a r  l ' e a u  p ~ l s  p r é c i p i t é  p a r  1 0  volumes d ' a l c o o l .  L ' o p é r a t i o n  a 6 t é  

r e n o u v e l c e  d e u x  f n l s  af 1 n d '  é l i m l n e r  comyilètenitrit l e s  s e l s  du . t a i l r cn ,  

b - R é s u l t a t s  

L e s  r é s u l t a t s  d e  l ' é l e c t r o p h o r i j s e  p r é p a r a . t i v e  8on.t i l l u s -  

t r is  p a r  l a  f i g u r e  36 ( p .  153). On o k t i e n t  deux  p i c s ,  l ' u r - ,  r é g u l i e r ,  

e s t  o rc ino? .  e t  U.V. p c s i t i f  ; l ' a u t r e ,  e s t  s e u l e m t n t  o r c i n o l p c s i t i f  e t  

p r i s e n t e  d.es i r r é g u l a . r j  t é s  de  t r a c é  q u i  r é v & l e r i t  son  h é t é r o g 6 n i . i t é .  

I,a c o m p o s i t i o n  c e n t 6 s i r n z ~ l e  e t  m o l a i r e  e n  g l u c i d e s  d e s  s e p t  f r a c t i o n s  

a  é t é  e f f e c t u é e  e t  l e s  r é s u l t a t s  ob tenus :  s o n t  ra.ssem'rilés dan:: l e  ta- 

b l e a u  X X I X  ( p .  154) .  NOL~S ,  l e s  r é sun ie rons  d e  l a .  mô.nière s u i v a n t e  : 

1) T o u t e s  l e s  f r a c t i o u s  ~ t l t e r ~ u e ~  o n t  comme p c i n t  commun 

d e  p o r u é d e r  une  t e n e u r  é l e v é e  en   luc cl de^ ( d e  37 à 57 p . 1 0 0 )  e t  d ' ê -  

t r e  c o u ~ t l t u 6 e s  d e  g a l ~  c , t o s e ,  de  f u c o s e ,  d e  g l u c o s a m l n e ,  d e  g a l a c t o - -  

samlne e t  d ' a c l d e  IV-ac6tjl neuram;nlque.  

2 )  Les p ~ o p c r t i o n s  r e l a . t i v e s  d e s  o s e s  s o n t  d i f f i r e n t e s  

eu iva r i t  l e s  f r a c t i o n s .  On o 'cserve ,  d  'a i  l l e . u r e ,  u r . ~  v a r )  a t i o n  " c c n t i -  

riue" de  l a  compos i t io r?  e n  o s e s ,  eu: G t r c ' i t e  r e l a . t i o n  a v e c  l e  comp(7rte- 

ment e l e c t r c p h c r i t i q u e  d e s  f r a . c t i c ; n s  : l e s  ~ r . o p o r t i o r , s  de  f u c c s e  e t  

d ' a c i d e  s i a . l i q u e  d6crc1i.sseri-t régul ièremc+r . t ,  FET r a p p o r t  au g a l a c t o s e ,  

au f u r  e t  à mesure  q u e  1 ' o n  s ' é l o i g n ~ ,  v e r s  l a  c a t h o d e ,  d e  l a  f r a c t i o n  

l a  p i u s  a i iod ique .  

- -- - - - -- ---- - - . - - --- --- - "- - --- --- y-- 

(%)  Les s 6 p z r a t l o n ~  é l e c t r o p h o r i t l q u t s  en v e i r e  l i q u i d e  o n t  é t é  r é a l i -  

s E e s  p a r  Y. f70SCTrF:'-O ( i s k o r a t o ~ r e  d e  Ctiimie P l o l o g ~ c r i i e  d e  l a  F a c u l t é  d e  

n;&c?eclr,d dc L I I I E )  à, c,ul ncils ad-reiceoni- 1 o s  v r f e  rem, ~ c i e m f  r ~ t s .  





Composi t ion e n  g l u c i d e s  d e s  f r a c t i o n 5  d e  l a c t o - f u c o ï d e s  i s o l é e s  p a r  

é1ec; ropkiorèse  p r é p a r a t i v e  à p ~ , r t i r  du " p i c  1" o b t e n u  p a r  chrometo-  

g r a p h i e  sur- ArnLer l i te  XE-64 du p r b é c i p i t é  P 7 '(dtapr? s L. G R I L I ~ O N F R E : Z ) ( L ~ ~ )  



3 )  Ces r é s u l t a t s  r é v è l e n t  l a  grande  complexi té  du " p i c  1". 

11 s ' a g i t ,  en r é a l i t é ,  d'urie f a m i l l e  groupant  de nombreuses e n t i t é s  

de c o n p o s i t i o n  chimique v o i s i n e .  Le comportemtr~t de c e s  composés en  

é l e c t r o p h o r è s e  en v e i n e  l i q u i d e  nous perrret déjà de d ~ s t i n g u e r  decx 

groupes : 

~4 - Le p remie r ,  correspondari t  au p i c  anodique,  e s t  c a r a c t é -  

r i s 6  : p a r  une t e n e u r  r e l a t i v e m e r t  f a i b l e  en g l u c i d e s  (37  p . l O O ) ,  p a r  

un taux  impor tan t  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  p a r  une p r o p o r t i o n  é l e v é e  de  

fucose ,  p a r  r appor t  au  g a l a c t o s e ,  e t  de glucosamine,  p a r  r a p p o r t  à 

l a  g a l ~ c t o s a m i n e .  

@ - Le second groupe ,  l e  p l u s  impor t an t ,  co r r e spond  au  p i c  

ca thodique  e t  aux f r a c t i o n s  4 à 7 bpigure 36 ; P.153) .  I l  e s t  c a r a c t é -  

r i s é  p a r  sa r j c h e s s e  en  g l u c i d e s ,  pi,r  une p iaopor t ion  f i t i b l e  de f u c o s e  

e t  d ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  r a p p o r t  au g a l a c t o s e  e t  p a r  une t e n e u r  p l u s  

é l e v é e  en ga l ac tosamine .  

L a  composi t ion en a c i d e s  amiriés  a able au XXX; p .  156)  rnon- 

t r e  que c e  groupe de  g l y c o p e p t i d e s  e s t  c a r a c t é r i s é  p a r  sa r i c h e s s e  e n  

hydroxy-aminoacides, en  a c i d e s  aminés d i ca rboxy l iques ,  a i n s i  qu ' en  

p r o l i n e .  P a r  c o n t r e ,  i l s  ne renfermect  que peu d ' a c i d e s  aminés b a s i -  

ques  e t  a romat iques  c e  q u i  exp l ique  q u ' i l s  n'absornbent p a s  l a  l umiè re  

u l t r a v i o l e t t e  à 280 nm. 

C - ACTION FE LA SOUDE SUR L'A FRACTION GLYCOPEPTIDIQUE MAJEUIIEI 

L a  r l c h e s s e  de  c e t t e  f r a c t i o n  en hydroxy-aminoacides e t  

en ga l ac tosamine  la issai t  p r é s a g e r  l a  p ré sence  de l i a i s o n s  C-gly- 

c o s i d i q u e s  e n t r e  l e s  c c p u l e s  g lycann iques  e t  p r o t i d i q u e s  d e s  glyccpep-  

t i d e s  q u i  1,s c o ~ s t i t u e  . L ' a c t i o n  de l a  soude d i l u é e  permet de  dé- 

t e c t e r  ce  t y p e  de l i a i s o n  (TAN! KA, BERTOLINI e t  FIGMAN (454) ) .  Nous 

avons f a i t  a g i r  l a  soude en  p ré sence  de borohydrure de sodium s E r  l e s  

g l y c o p e p t i d e s  dans l e s  c o n d i t i o n s  i d e n t i q u e s  à c e l l e s  q u i  on t  é t é  

e m p l o ~ é e s  p o u r  l e s  g l y c o p e p t i d e s  p ronas iques  provenant  d e s  IgA 

( c h a p i t r e  I V ;  p. 195 ).  Le t a b l e a u  XXXl , ( p .  157)  montre l a  composi- 

t i o n  en a c i d e s  aminés e t  en  osamines avant  e t  a p r è s  a c t i o c  de l a  

soude. Les r é s u l t a t s  s o n t  exprimés en  micromoles d ' a c i d e s  aminés p a r  

milligramrre d e  g l y c o p e p t i d e s  c a r  nous avons opé ré  s u r  un melange de  

g l y c o p e p t i d e s  de masses m o l é c u l a i r e s  non dé terminées .  



Composition en a c i d e s  aminés de l a  f r a c t i o n  g lycopep t id ique  mi jeure  

i s o l é e  par  é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e .  



T A B L E A U  XXXI 

( f )  Action de la s o ~ d e  SUT les glycopeptides . 

(r )  Résultats exprimés en micromoles par mg de glycopeptides, 



On c o x s t a t e  c,ue 0,06 micromoles de s e r i n e  e t  d e  t h r é o n i n e  

0,10 micromoles: d e  ga lac tosamine  d i ~ p a r a i s s e n t  e t  que p a r a l l è l e -  

ment a p p a r a i s s e n t  O , O 7  micromoles d ' a l a n i n e  provenant  d e  l a  réduc- 

t i o n  de  l a  déhydrosé r ine .  Nous avons également c a r a c t é r i s é  de l 'a-  

c i d e ~ - a m i n o - b u t y r i q u e ,  i s s u  de l a  r é d u c t i o n  de l a  3éhydrotI i réonine 

e t  du g a l a c t o s a m i n i t o l ,  ayan t  pour  o r i g i n e  l a  ga l ac tosamjne  impl i -  

quée dan? l a  l i a i s o c .  

Environ 25 p.100 du m a t é r i e l  g lycanniqce  p r é s e n t  dans 

les: g l y c o p e p t i d e s  s e  t rouven t  l i b é r é s  p a r  l a  soude qu i  ne coupe 

pas  de  ma,nière q u a n t i t a t i v e  l e s  l i a i s o n s  O-glycosidiques s u r t o u t  

l o r s q u e  l a  copule  p r o t i d i q u e  e s t  i m p c r t a n t e .  Cependant, il n ' e s t  

pas  e x c l u  que c e r t a i n s  g l y c o p e p t i d e s  p o s ~ è d e r ~ t  égalerrerAt un a u t r e  

type  de l i a i  son g lycanne-pro t ide .  

D - DISCUSSICN ET CONCLVYIONS 

Ces r é s u l t a t s  témoignent de  l a  grande  h é t é r o g é n é i t é  d e s  

g l y c o p e p t i d e s  du l a i t  de Femme. C e t t e  h é t é r o g é n é i t é  é t a i t  d é j à  ap- 

parue à GOT, FONT, BOURRILLON e t  COEKILLOT (455) q u i  o n t  obtenu p lu-  

s i e u r s  f r a c t i o n s  g i y c o p e p t i d i q u e s ,  r i c h e s  en g l u c i d e s  e t  c o n s t i t u é e s  

dans d e s  p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  de  g a l a c t o s e ,  g lucose ,  f u c o s e ,  gluco-  

samine, ga l ac tosamine  e t  a c i d e  N-acétylneuraminique. 

En d é p i t  de c e s  d i f f i c u l t é s ,  MONTRWIL e t  HOLLEMAN (456 ), 

p u i s  GOT, FONT e t  KARNAY ( 457) i s o l è r e n t  d e s  e n t i t é s  dont  i l s  d é c r i -  

v i r e n t  l e s  p r i n c i p a l e s  p r o p r i é t é s  chimiques e t  phys iques .  

De même p l u s  récemment, H I R A N G ,  HAYASHI, IIASUDA e t  ONCDERA 

( 458) i s o l è r e n t  d e s  g lycopept  i d e s  dont  i l s  donlièrent que lques  p r o p r i é -  

t é s  physico-chimiques (TIRANO e t  a1.)(459 ) que nous avons r appe lées  pa- 

ge 5 1 .  Bien  que n ' a y a n t  jamais t r o n v é  de g lucose  dans n o s  glycopep- 

t i d e s ,  ceux-ci s ' a p p a r e n t e n t  é t r o i t e m e n t  aux subs t ances  c a r a c t é r i s é e s  

p a r  GOT e t  c o l l .  e t  HIRANO e t  c o l l .  Les composi t ions  g l u c i d i q u e s  doc- 

nées p a r  c e s  a u t e u r s  e t  c e l l e s  d e s  f r a c t i o n s  obtenues  p a r  é l ec t ropho-  

r è s e  l i b r e  montrent  que l ' o n  s e  t r o u v e  vraisemblablement  devant  une 

f a m i l l e  d e  composés dont  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s o n t  f ~ y a n t e s  mais  q u i  

possèdent  un c e r t a i n  nombre de p o i n t s  communs : r i c h e s  e n  g l u c i d e s  - 
60 à $0 p.100 - i l s  ne renferment  p a s  de mannose e t  on t  une t e n e u r  

é l evée  e n  ga l ac tosamine .  S i  c e s  s u t s t a n c e s  n ' o n t  pas  de r e l a t i o n  avec  



l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  l i b r e s ,  comme on l ' a v a i t  c r u  t o u t  d ' a b o r d ,  e l l e s  

peuvent ,  au  c o n t r a i r e ,  ê t r e  r app rochées  de l a  c a s é i n e  e t  en  p a r t i c u -  

l i e r  du caséinoglycome.crope~~tid.e  provenant  de l ' h y d r o l y s e  p a r  l a  

p r é s u r e  de  l a s - c a s é i n e .  La comparaison des  composi t ions  g l u c i d i q u e s  

d ' u n  mélange de g l y c o p e p t i d e s  du l a i t  e t  du caséinoglycoma,cropeptide 

i s o l é  de  l a  c a s é i n e  t o t a l e  p a r  Y.ULPRESS e t  a l .   ableau au X X X I I t  p.160)(4@ 

montre qu 'une  p a r e n t é  semble e x i s t e r  e n t r e  c e s  s u b s t a n c e s .  Les t a u x  

d ' a c i d e  N-acétglneuraminique s o n t  d i v e r g e n t s  mais  l e s  methodes de do- 

sage u t i l i s é e s  ne son t  p a s  l e s  mêmes. En o u t r e ,  l e s  g l y c o p e p t i d e s  du 

l a i t  renferment  envi ron  0 , 2  p.100 de phosphore,  s o i t  l a  m o i t i é  de c e  

que c o n t i e n t  l a  c a s é i n e  t o t a l e .  

Une r e l a t i o n  i d e n t i q u e  a é t é  mise en ivi .dençe dans  l e  

l a i t  de  Vache p a r  BEZKOROVAINY e t  a l .  (461)  e n t r e  l e  g l y c o p r o t i i d e  

M e t  l a  c a s é i n e  q u i  possèdent  t o u s  deux des  grrupements  g lycanni -  
1 

ques  semblab le s  l i é s  O-glycosidiquement.  I l  n ' a  p a s  é t é  démontré 

que l e  composé de l a  c a s é i n e  a p p a r e n t é  au g l y c c p r a t é i d e  M f a i s a i t  1 
p a r t i e  i n t é g r a n t e  du complexe c a s é i n e  e t  q u ' i l  n ' é t a i t  p a s  du glyco-  

prote ide^ adso rbé  s u r  l a  c a s é i n e .  I l  e x i s t e  néanmoins une p a r e n t é  
1 

é v i d e n t e  e n t r e  l e s  g lycannes  du glycopmtéide Y1 e t  ceux de  l a  casé-  

i n e  X d e  Vache. 

E n f i n ,  à l a  n o t i o n  purement f o r m e l l e  d ' u n e  p a r e n t é  métabo- 

l i q u e  e n t r e  l e s  g l y c o p e p t i d e s  e t  l a  c a s é i n e ,  nous pouvons a j o u t e r  une 

p a r e n t é  d ' e s s e n c e  f o n c t i o n n e l l e  e n t r e  c e s  g l y c o p e p t i d e s  e t  l a  l a c t o -  

t r z n s f e r r i n e ,  d ' une  p a r t ,  l e s  IgA d ' a u t r e  p a r t .  Les g l y c o p e p t i d e s  

formeni; en  e f f e t  des  complexes avec d i f f é r e n t s  g l y c o p r o t é i d e s  e t  

b i e n  que c e l a  n ' a i t  pa s  é t é  démontré,  on peut  supposer  que de  t e l l e s  

a s s o c i a . t i o n s  a i e n t  une i n f l u e n c e  s u r  l e s  su 'cs tances biologiquement  

a c t i v e s  que s o n t  l e s  IgA e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

II - ISOL,EY1ENT DE L ' a ( 4 - . ~ ~ ~ 1 ~ ~ ~ ~  PSINE SERIQUE 

La f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de  Sephadex (2-50 du p r é c i p i t é  PlO9 

@'igure 2 ;  p .  59) nous a f o u r n i  une f r a c t i o n  g lycopep t id ique  dont l a  

compos i t i on  e s t  t r è s  v o i s i n e  de  c e l l e  q u i  f u t  o b t e ~ c e  p a r  MONFREliIL 

e t  a l .  (462)  s u r  Amberl i te  XE-64 e t  q u i  e s t  c rn taminée  p a r  un g lyco-  

p r o t é i d e  de m o b i l i t é  c(l r é v 6 l é  à l a  f o i s  p a r  l e s  immunsérums a n t i -  

p r o t é i d e s  s é r i q u e s  e t  l a c t é s .  Nous avons pu i d e n t i f i e r  c e  g l y c o p r o t é i d e  



T A B L E A U XXXII 

Composition ceLtésimale en glucides des glycopeptides et du caséino- 

glycomacropept ide selon 1-JALPRESS et al. ( 463). 

Glycopeptides 

du lait s 
Galactose 

Fucose 

Gala.ctose 
Fucose 

GalNAc I 6955 

Ose neutres 
ANA N 

Caséino-glyco- 

macropeptide 



à 1'4 - a n t i t r y p s i n e  s é r i q u e ,  à l ' a i d e  d ' u n  immunsérum s p é c i f i q u e  e t  
1 

nousavons t e n t é  de l ' i s o l e r .  

Pour c e l a  nous avons u t i l i s é  l a  chromatographie sur SE- 

Sephadex du p i c  1 obtenu  p a r  paesage du p r é c i p i t é  P s u r  G-50. Le 
1 0  

SE-Sephadex, é q u i l i b r é  dans  un tampon a c é t a t e  de sodium 0 , 0 1  M de 

pH 3 , 6  e s t  déposé dans  une colonne de  2 cm de d iamèt re  e t  d e  60 cm 

de hau teu r .  500 mg du p i c  1 sont  chromatographiés .  L ' é l u t i o n  e s t  r éa -  

l i s L e  p a r  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  en  tampnn a c é t a t e  de sodium de 

c o n c e n t r a t i o n  c r o i s s a n t e  . 0 ,01  i , O , l  l ' ,  0 , 2  PI, 0 , 4  M e t  0 , 6  M e t  

de pH c o n s t a n t  : 3 6  u i s  f i na l emen t  p a r  un tampon a c e t a t e  d e  so- J P  
dium C,6 M de pH 8,5. Un a u t r e  système d ' é l u t i o n  a é t é  u t i l i s é  : 

a p r è s  l e  pas sage  d e s  tampons a c é t a t e  de  sodium 0 , 1  N e t  0 , 6  il7 de 

pH 3 , 6  , on r é a l i s e  un g r a d i e n t  cor- t inu (mélangeur  : une éprou-  

v e t t e  de 500 m l  con tenan t  400 m l  de  tampon a c é t a t e  de  sodium 0 , l  M ,  

pH 3 ,6  ; r é s e r v o i r  : un Erlenmeyer d ' u n  l i t r e  rempl i  de tampon acé- 

t a t e  de sodium 1 M ,  pH 8,5) .  

B - RESULTATS 

Tout l e  m a t é r i e l  chromatographié s e  r e t r o u v e  d a n s  q u a t r e  

p i c s .  Le premier  é l u é  p a r  l e  premier  tampon r e p r é s e n t e  90 p .100  de 

l ' ensemble  e t  e s t  c o n s t i t u é  du mélange d e s  g lycopep t ides  que nous 

avons é t u d i é  dans  l e  paragraphe  p r é c é d e n t .  L ' u t i l i s a t i o n  au d é p a r t  

d ' u n  tampon de f o r c e  i o n i q u e  i n f é r i e u r e  ne  nous a  p a s  permisd 'ob-  

t e n i r  un f r ac t ionnemen t  de  c e s  g l y c o p e p t i d e s .  Le second,  t r è s  peu 

impor t an t ,  renferme également des  g l y c o p e p t i d e s .  Les tampnns d e  mo- 

l a r i t é  0 , l  à 0 , 6  M en a c é t a t e  de sodium, pH 3 , 6  n ' é l u e n t  aucun pro- 

t i d e .  

L ' d  - a n t i t r y p s i n e  s é r i q u e  e s t  g luée  p a r  l e  tampon acé- 1 
t a t e  de sodium 0 , 6  M de  pH 8 ,5  en un p i c  ( p i c  3 )  f l anqué  d ' u n  au- 

t r e  p i c  un peu p l u s  impor tan t  ( p i c  4 ) .  Une s é p a r a t i o n  complète  de 

c e s  deux d e r n i e r s  p i c s  e s t  r é a l i s é e  p a r  l e  g r a d i e n t  c o n t i n u  (3 ' igure 

37; p. 1 6 2 ) .  

LI a( l - a n t i t r y p s i n e  obtenue, q u i  e s t  r é v é l é e  p a r  1 ' immunsérum 
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Tp Acitate de Sodlum 

N. Fractions 
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Figure 37 : Fractionnement du mélange glycopep t ides -5-an t i t ryps ine  sérique 

- composé sérique X sur SE-Sephadex. Immunoélectrophorèse et électrophorèse de zone sur 

acétate de celliilose des fractions obtenues.(~éuélation par I~Amidosahuarz et le P.A.S.). 
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s p é c i f i q u e  de c e  glyc0protéide h i E u r e  38 ; p .  1 6 4 ) n ' e s t  c e p e n h a +  

absolument pure comme en témoigne l'immune-électrophorèse r é a l i s é e  

avec 1 ' an t i s é rum a n t i p r o t é i d e s  s é r i q u e s  ( F i g u r e  37 ; p .  162) .  Le cons- 

t i t u a n t  s é r i q u e  X ofz,fortemr:nt P.  A .  S. p o s i t i f  ( F i g u r e  37 ; p .  162)  q u i  

contamine l ' o r l - a n t i t r y p s i n e  é l u é e  dans l e  p i c  3 e s t  a u s s i  l e  c o n s t i -  

t u a n t  r n a ~ e u r  du p i c  4 ; il n ' a  pas  é t é  i d e n t i f i é .  De p a r  c e s  d i f f é -  

r e n t e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  : p ~ a é c i p i t a b i l i t é  p a r  l e  s u l f a t e  d'arn~onium, 

m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  hau te  t e n e u r  en g l u c i d e s ,  c e  glycopro-  

t é i d e  p o u r r a i t  ê t r e  l 'hernopexine.  

C - CONCLUSIONS, 

La p ré sence  d 1 4  - a n t i t r y p s i n e  s é r i q u e  dans l e  l a i t  ma- 1 
t e r n e 1  a é t é  montrée pour  l a  première f o i s  p a r  HANTON (464) .  Nous 

avons r é u s s i  à l ' i s o l e r  à p a r t i r  du p r é c i p i t é  P mais l e  p r é c i -  10 ,  
p i t é  P e n  renferme une q u a n t i t é  é g a l e .  On peu t  é v a l u e r  l e  t a u x  

9 
d f w l - a n t i t r y p s i n e  du l a i t  à 30 à 50 mg p a r  l i t r e  ce  q u i  e s t  i n f ime  

p a r  r a p p o r t  au t a u x  de  c e  p r o t é i d e  dans  l e  sérum (200 à 500 mg 

pour 100  ml) .  

De ce  f a i t ,  il p a r a i b  douteux que 1 ' ~ 4 ~ - a n t i t r y p s i n e  

s é r i q u e  p u i s s e  j oue r  un r ô l e  impor tan t  dans  l e  l a i t  de Femme ofi 

s a  p ré sence  semble ê t r e  l e  r é s u l t a t  d f u n e  s imple  t r a n s u d a t i o n  

au n iveau  de l a  g l a n d e  mammaire. 

4.  - ETUDE DES IgA 

Nos t r a v a u x  p ro longen t  ceux de i?ONTR3üIL e t  c o l 1  (465) 
q u i  o n t  i s o l é  pour  l a  p remiè re  f o i s  l e s  IgA du l a i t  m a t e r n e l ,  p a r  

r e l a r g a g e  au s u l f a t e  d'ammonium e t  chromatographie s u r  échangeur  

d ' i o n s .  N ~ u s  avons c o n ~ e r v é  l e  p r i n c i p e  d ' une  p r é p a r a t i o n  en  deux 

é t a p e s  e t  l a  première  n ' a  é t é  que légèrement  mod i f i ée .  Nos e f f o r t s  

ont p o r t é  s u r  l a  r e c h e r c h e  d ' u n e  a m e l i o r a t i o n  de  l a  seconde.  

Nous nous sommes d ' abo rd  i n t é r e s s é  à l a  chromatographie 

d 'échange  d ' i o n s  q u i ,  comme l e  r e l a r g a g e  p a r  l e  s u l f a t e  dlamnioniurn, 

permet l e  t r a i t e m e n t  r a p i d e  de  q u a n t i t é s  é l e v é e s .  



Figure 38 : Immuno-électrophorèse du lait humain (LH) et 

de 1 1 4  -antitrypsine sérique isolée du lait ( Q ~ L )  réalisée avec 
1 

23s immunsérums antidl-antitrypsine (A.( 1) et antiprotéides lacté$ 

( A L )  



1 - PURIFICATION DES I G A  

A - PURIFICATION - SUR ECHANGETJXS D'IONS 

1- A p p l i c a t i o n  de  l a  méthode de  MOKTREUIL, CHOSSON, HAVEZ e t  MULLET (466)  

a - P r i n c i p e  

Après f r ac t ionnemen t  du l a i t  de  Femrrie p a r  r e l a r g a g e  p a r  

l e  s u l f a t e  d'amnionium, l e s  p r é c i p i t é ' s  l e s  p l u s  r i c h e s  e n  IgA ne pou- 

vant  ê t r e  p u r i f i é s  p a r  r e p r é c i p i t a t i o n ,  JIONTREUIL e t  c o l l .  on t  u t i -  

l i s é  l a ' c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  AMBERLISE XE-64. 

b  - M a t é r i e l  e t  méthodes 

Les p r é c i p i t é s  P e t  P6 ( ~ i ~ u r e  1; p .  57 ) dont  l a  compo- 4 
s i t i o n  p a r a i s s a i t  l a  p l u s  s imple  e t  dont  l a  t e n e u r  en I g A  é t a i t  l a  

p l u s  é l e v é e ,  f u r e n t  u t i l i s é s .  500 mg de  p r o t é i d e s  en s o l u t i o n  dans  

20 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  de c i t r a t e  de  sodium 0 , 0 1  M à pH 3 , 6  s o n t  cbro- 

matographiés  s u r  une colonne d'ADIBERLITE XE-64 de  3 cm x 64 cm, f o r -  

me c i  t rat  e  .5'élution ?es protéides est réalisée par l e  pas= e  de soJu-&cms de c i t ra te  

de sodium dont la concentration varie de façon discontînue de O, 01M à 0,5M. 

Le p r é c i p i t é  P f o u r n i t  4  p i c s ,  l e s  deux p r e m i e r s  dé- 
4 

pourvus d l I g A  avec  un tampon c i t r a t e  0 ,01  M de pH 3,6 ; l e s  deux 

d e r n i e r s  renfermant  des  IgA, avec  d e s  tampons c i t r a t e  r e spec t ivemen t  

0,25 M (PH 6 )  e t  0 , 5  M (PH 6 , l ) .  

Le p r é c i p i t é  P f o u r n i t  3 p i c s  : l e s  deux p r e m i e r s  dé- 6 
pourvus d l I g A ,  p a r  l e  passage  d ' une  s o l u t i o n  de  c i t r a t e  d e  sodium 

0 ,01  Di ; l e  t r o i s i è m e  contenant  d e s  IgA, p a r  l e  passage  d ' une  so- 

l u t i o n  de  c i t r a t e  d e  sodium 0 ,25  M.  Les d i f f é r e n t s  é l u a t s  s o n t  sa- 

t u r é s  en s u l f a t e  d'ammonium. Les p r é c i p i t é s  ob tenus ,  r e d i s s o u s  dans 

l ' e a u  d i s t i l l é e ,  d i a l y s é s  p u i s  l y o p h i l i s é s  on t  é t é  é t u d i é s  p a r  é- 

l e c t r o p h o r è s e  en g é l o s e  e t  en g e l  d 'amidoc  e t  p a r  immuno-électropho- 

r è s e .  La compos i t i on  g l u c i d i q u e  de  chacun d ' e u x  a  é t é  dé t e rminée .  

c  - R é s u l t a t s  

L'immune-électrophorèse ne permet pas  de d é c e l e r  dans 

l e s  f r a c t i o n s  p r o t é i q u e s  é l u é e s  p a r  l e s  tampons c i t r a t e s  0 ,25  e t  



0 , 5  M d ' a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  que l e s  IgA q u i  semblent identiques auy 

IgA s é r i q u e s .  D ' a u t r e  p a r t ,  l ' é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  d 'amidon r é v è l e  

que ces  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  ont  un comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  

l i é  au comportement chromatographique s u r  XE-64. 

Ces deux comportements s o n t  eux-mêmes en  r e l a t i o n  avec 

l a  composi t ion  chimique d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  : i l s  dépendent  

essentiel1emc:nt d s  l a  t e n e u r  en a c i d e  s i a l i q u e .  

En e f f e t ,  comme l e  montrent  l e s  r é s u l t a t s  de  l ' a n a l y s e  

chimique  a able au X X X I I I ;  p. 1 6 7 ) ,  l e s  f r a c t i o n s  l e s  p l u s  r i c h e s  

en  ac ide  s i a l i q u e  s o n t  é l u é e s  l e s  p remiè re s  e t  on t  une m o b i l i t é  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  p l u s  é l e v é e .  

d  - Conclus ions  

L ' é t u d e  é l e c t r c p h o r é t i q u e  e t  immuno-électrophorétique 

montre que l e s  IgA du l a i t  de Femme q u i  semblent i d e n t i q u e s  aux 

IgA s é r i q u e s  p r é s e n t e n t  une grande h é t é r o g é n i i t é  physico-chimique. 

En r eche rchan t  d ' a u t r e s  méthodes d ' i s o l e n e c t  de  c e s  IgA 

nous avons vou lu  v é r i f i e r  que c e t t e  h é t é r o g é n é i t é  c ' é t a i t  p a s  due 

au  mode de  p1 ,épara t ion .  

2 )  Chromatogra-ptie s u r  CM-Sephadex 

a - P r i n c i p e  

Nous avons c k o i s i  un échangeur  d ' i ~ n ~ c a r b o x y l i q u e  dont  

l e  support  d e  Dextran é t a i t  s u s c e p t i b l e  de  provoquer moins de  déna- 

t u r a t i o n  que c e l u i  de l l A m b e r l i t e  XE-64. 

b  - - M a t é r i e l  e t  m é t h o d s  

300 mg de p r é c i p i t é  P s o n t  chromatographiés  s u r  une 
4 

colonne de 2 x 20 cm, ch&rgé  de CN-Sephadex C-25 é q u i l i b r é  dans  un 

tampon a c é t a t e  de sodium 0 ,04  M de pH 5,5 .  Le déve1oppemc:nt d e s  

p r o t é i d e s  e s t  e f f e c t u 6  p a r  l e  passage  d ' u n  t a m ~ o n  a c é t a t e  de  sodium 

0 ,04  M ,  pK 5 , 5 ,  p u i s  p a r  un g r a d i e n t  c o n t i n u  l i n g a i r e  de pH ccns-  

t a n t  : 5 ,5  obtenu  en mélangeant 400 m l  de tampon a c é t a t e  de  scdium 

C,04 M avec 400 m l  de  tampon a c é t a t e  d e  sodium 0 , 8  M. 
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c  - R é s u l t a t s  

L a  courbe d ' a b s o r p t i o n  de  l ' e f f l u e n t  à 28C nm e s t  repré-  

s e n t é e  s u r  l a  f l g u r e  39 ( p .  169)  avec 1 ' immunoélectrophorègramme 
des  f r a c t i o n e  obtenues .  On c o n s t a t e  que l a  majeure p a r t i e  d e s  IgA 

(75 p.100 du m a t é r i e l  é l u é )  n ' e o t  p a s  r e t e n u e  s u r  l e  suppor t  e t  que 

l a  seconde m o i t i é  du p remle r  p i c  e s t  d é j à  corttam1nC.e p a r  de  l a  sé-  

rum-albumine. 

Des IgA s u b s i s t e n t  dans l e  melacge d e s  p r o t é i d e s  dépla-  

c é s  p a r  l e  g r a d l e n t  c o n t i n u ,  e l l e s  coex i s t en t avec  des  IgG e t  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i r i e  ~ , u i  e s t  l i b é r é e  p a r  l e  tampon a c é t a t e  de  sodium 

G,8 N. 

d  - Conc lus ions  

L a  q u a s i - t o t a l i t é  des  IgA s e  t r o u v e  rassemblée  dans l a  p i c  

1 e t  l e  r e s t e ,  enviraon 1 0  p.100,  de m o b i l i t é  s l e c t r o p h o r é t i q u e  p l u s  

c a t h o d i q u e ,  e s t  é l u é  p l u s  t a r d  avec des  IgG e t  d ' a u t r e s  impure tés .  

Malheureu._:emtr:rt l e  prosc ip i té  P u t i l i s é  comme m a t i è r e  première  
4 ' 

rengerme souvent de l a  sérum-albumine c e  q u i  l i m i t e  consid.érable-  

ment l ' e f f i c a c i t é  de c e t t e  méthode. 

Nous nous sommes donc t o u r n é  v e r s  l e s  échacgeurs  d ' a n i o n s .  

3 - Chromatographie s u r  DEAE-cellulose e t  DEAE-Sephadex --- 

1) P r i n c i p e  -------- 
De nombreux a u t e u r s  o n t  u t i l i s é  l a  DEAE-cellulose pour 

l a  p u r i f i c a t i o n  e t  l e  f r ac t ionnemen t  des   globuline^ immunes d ' o r l -  

g i n e  s é r i q u e  : IgG (HAVEZ e t  a l .  ) ( 4 6 e )  ; (BISERTE e t  a l .  ) ( 4 6 9 )  e t  

IgA ( S A U T I E R E ) ( ~ ~ O ) .  Nous a v o w  t e n t é  d ' u t i l i s e r  c e t t e  c e l l u l o e e  

mo2 i f i ée  pour  p u r i f i e r  l e  p r é c i p i t é  P 
4 ' 

2 )  M a t é r i e l  e t  méthodes --- --------------.--- 
Les p r o t é i d e s  do p r é c i p i t é  Pd ( 2  g  en  s o l u t i o n  d a n ~  15 m l  

de tampon phosphate  0,OC5 M de pH 8 )  s o n t  soumis à l a  chromatographie 

s u r  une colonne de DEAE-cel lulo~e ( 4  x 40 cm), s t a b i l i s é e  dans un 

tampbn phospk'ate C , O C 5  fi? d e  pH 8. Le d6placemer.t d e s  p r c t é i d e s  e s t  



CM-S 

AcOt8te 6 0.04 M Gr. Lin. Q04-04M -- s 

de sodlum PH 5.5 

F i g u r e  39 : P u r i f i c a t i o r !  di? p r é c i p i t é  P s u r  CE;-Sephadex 
4 

e t  i m n i u r ~ o é l e c t r a p h o r è s e   de^ f r a c t i o n s  o k t e ~ u e s .  



a s s u r é  p a r  l e  passage  s u c c e s i f  de 7 t a m ~ o n s  r é a l l s a r , t  un g r a d l e n t  

d i s c o c t i n u  de c o n c e n t r a t i o n  e c  p h o ~ p h a t e  de  sodium au  pH c o n s t a n t  

de 8.  Les d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  en phosphate  d e  sodlum d~ gra-  

d i e n t  , l a  d e n s i t é  o p t l q u e  de l ' e f f l u e n t  à 280 nm, l a  maase des  d i f f i -  

r e n t s  p i c s  e t  l e u r  a n s l y s e  en imniunoélectrophorèse s o n t  r e p r é s e n t é s  

s u r  l a  f l g u r e  40 ( P .  1 7 1 ) .  

3 )  R é s u l t a t s  --------- 
Le p r é c i p i t é  P renfermant  8C p.100 de p r o t é i d e s  imniunolo- 

4 
giquement a p p a r e n t é s  aux IgA, on pouva i t  s ' a t t e n d r e  à, obteni r .  un p i c  

maJeur cor respondant  aux- IgA e t  un ou p l u s i e u r s  p i c s  mineurs  d ' impure-  

t é s .  

La ckromatograpk~ie s u r  CEAE-cellulose r é a l i  s e  au c o n t r a i r e  

un "découpage" du m a t é r i e l  de  d é p a r t  en a u t a n t  de f r a c t i o n s  que de 

tampons d ' é l u t i o n ,  chacune de c e s  f r a c t i o n s  ayant  approximativement 

l a  même ma.sse. L ' a r ~ a l ~ l s e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  e t  immuno-électrophor€ - 
t i q u e  r é v g l e  que cilaque f r a c t i o n  renferme en m a j o r i t é  d e s  IgA de 

m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  v a r i a b l e ,  contaminées p a r  d i f f é r e n t s  pro- 

t é i d e s  : l e c t o t r a n s f e r r i n e  Cprésente  dans  chaque p i c ) ,  IgG ( p i c s  4 

e t  € ) ,  sérum-albunliite ( p i c  6 ) .  Ce procédé c h r o m e t o g r a ~ h i q u e  ne f c v r -  

n i t  donc aucune p u r i f i c a t i c n  e t  provoc,ue un "Ci4coupa,ge" d e s  Igli qii i  

par.e.i t a r h i  tr2.i r-e puisc~u ' i l  sem1:~l.e dépendre ut?iyuen:erit di). grcîdi eii te 

d ' é l u t i o n  c h o i s i .  

Comme: r:oür l a .  chrom2.tcgra.phie si?r XE-64, on c o n s t a t e  uce 

c c r r i l a  tl on e n t r e  l e s  con~.~clrtem<. 11t :. chrorrt: t o g r ~ p h i q u e ~  e t  i l e c t r c p h o -  

r6t ique:- :  ma.ie dans  l e  c a s  de  la .  'DEbE:-cellulose ce  s o n t  ividerrimerit 16:s 

f r a c t i o n s  l e s  p l u s  lente:: e t  a:usc:i l e s  moins r iches ,  en  a c i d e  s i a l i c iue  

qui  ~ i o n t  El~iée:. le:: p r emiè re s .  

1 j P r i n c i ~ p e  ---- - - -- 
LE: DEAE-Sepliad ex t:::t. apptr r1.i p l u s  récemmt:i- -t P O L I . ~  1 a pur:i - 

f ic :a . t icr i  de p r o t é i t i e s  s é r ique : -  ( G E I ~ ( I T ~ ' E :  zt-*zJ2 ) ( 4 7 1 ) .  )TOUS 1 'a.voris 

égalern~~:l:t, Z.ppl.iqué 8. l a .  p~!l. , i  Yi c.atiori (?lez T g A  c a r  l e  comportement de  

c e t  (çk~arigeur$. d ' i o n s  e s t  seri:ibleni!::i:-!, di  ff C!rent de c e l u i  de la.  

DERE-cellulose. 

2 )  M a t é r i e l  e t  mf:tklodee -- - - - - - - - - - . - - - - - - - - -  

)?nu~. a v o n ~  u t i l  I SC: une co! orir:e de clriroci~ t c  g ~ , a p l - ~ ~ e  d e  Lx35 cci 



DEAE-C 

N Fractions 

phosphate , 0005A- O01 M 0.02M - 0.035M 0 0  OIM 

NaCl 

01M 
O1M 

, 

E ' i g u i e  4? : P u r i f i ( a . t i o n  d e  1 gramme d e  p r c c i p i t f .  F 
4 

s u r  DEAE-cellulo:.e e t  inirnuno6Jectrophor&se des  f r a c t i o n s  ob tenues .  



cha.7.gi.e d e  ":AT-Wephadex i c , ~ i i l i b r < ,  d a ~ s  du ta i - l ;c~n ri.lnsr~l-:att; C , C 1  Y, 

d e  FIT 6 , 5  da~ls: l e q u e l  200 m g  d e  p i - . i c i l : i . t i  P s r r i t  d i : : s ~ . i > s ,  p u i s  6 6 -  
L 

prisés s u r  12 ,  c o l c n n e .  L < ' é l i ; t i o r ~  2en p l ~ c ? . i i . d e s  e s t  rc'a.ll  s e c  pal .  l e 

p;r.::ua.ge ~ u c c e s s i f '  d e  taml.,c ri phosp l -a te  O ,  G1 IV: et, C:, 025 M d e  pF 6 ,  

pc.i :i pt i r  cri gra .d i  cint co r i t i  r 8 u  ! i n é a . i r e ,  o b t e n u  e r  rni~1z.ngea.n-t 500 ml. 

d e  tamy.iclri phospl-tate C,025 Id cLe pF 6,5, à. 5C;O m' d e  tarnpc~ri pktosphote 

0 , 6  PT tie pK G,5. 

Le:: C':eux pl.<-mi C'I :; tamy)c;ris rie d6pl.z cer : t  aiicut! p1.c +,t.i.?e. 011 

s e  t r o u v e  donc>. 3.u d.ép:.rt d a n s  d e  mej.11 cures coriclit i o n s  pclcir c.or:trô!.er 

1 ' é1 i : t ion  dez. c o r ! ~ t i l . , u a n t s  du mt!zr~ge. Lci dépl .acem~;~:t  Ce ceux-ci  est 

r é o . l i s 6  p a r  l e  g r a d i e r i t  c o n t i n u .  La. cour l ie  d e  c i e n s i t e  opl.,iciue de  1 I e f -  

f1i:ent  e s t  r e p ~ a i s e r i t é e  s u r  121  f i g u r e  41 ( p .  173)  a v e c  l ~ s  r C s u l t a t a  

de  1 'immun0 é l e c t r o p h o r è s e  , .  011 çor1:-;t,te mzl heureusemer ; t  qu ' aucc i~ç i  

cles f r . c^c t ions  n ' e s t  hornogi:ne. La premizrc :  e s t  cori ta.mir&e p a r  den 

tra.c:es d e  c h a î n e  d e  s 6 c r F t i o n  l j t l r c :  e t  d e  l a . c : t o t r a i s s f e r r i r i e ,  l a  se- 

con2.e p a r  6.e 1 ' 3i - Is .c ta lbum%rie  e t  tie l a  l ~ . c t o t r a . n s f e r r , : i  n e .  L#a f r a c -  

t i c n  3 e s t  c o n s t i t u é e  e s s e n t i e l 1 ~ r n t : r i t  d ' ,i -la.ctaltri~criine e t  1s f r a c t i o n  

C de  sdrum-altlurnj.re. 

La ck!rorne,togra.pl-:ie dt6charig:.e d ' i c n s  s u r  s u p p o r t s  a r j ion i -  

q u e s  ou c a , t i o n i q u e s  f o u r t i i t  raremier1.t d e s  pr . i .pa~.a . t i  o n s  d . '  IgA imnicr,o- 

1ogic;uemint I.iomogèr;es e t  prc!vcc!ue t o v  j o u r s ,  s p r c i a l s m t ? c t  da1.s l e  cas 

de  lc? D3:P.E-celluloçe, un fr-a.ct4or!rierncr:rit a ~ . t i f i  c i e l .  De c e  f a i t  p o u r  

e f i ' e c t u e r  1 ' é t u d e  pli) ~ i c o - c . h i m i q u e  d e s  Igff on e s t  c o n t r . a . i r ~ t  ci op&- 

r e r  uri choix-  pa.rrni d i i ' f é r e n t e s  f r a c t i c r i s  en f o r ~ c t i o r i  de  l e u r  homo- 

g i ! n i i t é .  Pour  t e r i t e r  d t 6 v i t e r  <.ela.  T ~ O L I P  a v o n s  u t i 1 i s B  l a .  f i 3 t r a . t i c n  

s u r  d i i ' f i r r e n t ~ .  gels d e  Sepkiadex. 

Les p13ic5pi t f  :: F ,P F d u  f r ~ . c t i n r r n e m i - n t  de  t : a s e ,  l e  
1. 2' 4 

p r G c i ~ i . - t 6 , F  c?ufr~~.c t ior i .nemt=~r : l ;  ra.pi3e 1 e t  l e  1a.c;tosBri.m c:oricentr,i 
2-4 

s u r  p o l g 6 t h j l è n e  g l y c o l  2Cl. O00 o n t  e t 6  z:ci;mls & l a  f i  1 t , r a . t i o n  s u r  g e l  
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Gr. Phosphate de Sodium 0,025 M - O.8M p H 4 0  0.0 M PH 6.0 
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FIQ!J-: : P ~ ~ r l l ' i  c a t l o r i  du p r i c l  F I  té F sur 1:EPR-Seplladex - . - 4 
e t  lnir un0 é l e c t r o p h o r è s e  d e s  f ~ a c t l o r i s  o b t  e r l u t e .  



de Sephacler s e l c n  l a .  mtithode d 6 c r i t e  daiis  l e  c:hay:Ltrc: 2 .  

LAes c:c)url,es d e  d.er:si t(  opt iq~1.e  c'e:: e f f l i ; e r i t s  l e s  C t u d e s  

i . l e c t r c . ~ ) k ~ o r . i t i o , u e ~ ~  e t  i r n ~ : u r ~ o é l e c t r o p h o r é t i q u e s  o n t  É t é  ra.x)11or,t4es 

dai ::; l e  ckiapi t r e  2 ( p .  98 ) .  Une 6tucle d.e l a  c o m ~ r ~ s i . t i c n  cent6sima.l .e  

e n  g l v c i ? e s  d.e chaque  p ~ i p > ~ r a . t i o i - i  cllIgP. a & t é  e f f e c t ~ 1 6 e  er; ay : l$ i i -  

qua.iit l e s  t e c h n i q u e s  c i t é e s  d a m  l e  c h a p i  trc: 1 (vo i r .  p .  6 3  ) .  

L'es pclrits 2.i su1f'iir.e de l a  prFp:;~.a.tic:,n d l  IgC, prri:. enzrl t  du 

p ~ - , G c i l , i i , é  F o n t  É't6 r @ d u i l , s  e t  a3k.yl6,s en mj.lie:u lTrCe 8B7 p u i s ,  l a .  
4- 

p l - 6 p a r a t i o n  a d e  nouvsa,u & t e  scumise  à urie f i l t r a . t i n r 1  s u r  E i o g e l  F-1OC). 

Lta mCt,hocie apy:lic:u6e a. é t é  l a  s u i v a r i t e  : 

5C;O mg d t I g R  sori t  d i s s o u s  dan:: SC; m l  de  tampc.n (cirC,c 8 P':, 

TRI S 1 , 5  Ri,  E.D.T.A. 0 , 0 0 3  M) d é g â z é  e t  p1a.cé sou:. citnio~pkière d ' a -  

zo4e .  On ; , jou te  p r o g r e s s i ~ ~ ~ e m i r i l  C , 5  n i 1  de  /3 -mcir.c a p t o - é t h ~ t . n o l  e t  on 

l a i . s s e  a.u ~ . e p o s  per d a n t  24 l i eu res .  L ' a l k r l a . t i n n  e s t  e n s i : i t e  r<:zli s é e  

p a i  2 , 5  m l  d ' é t h ~ l G n e - i m i n e  z . j o u t é e  e n  p l u s i e u r s  f c i . s  à. l a  ~ : o l u t i c : r i  

r e f r j g é r é e ,  der!-i- l e  pH e s t  ma.iriter:c à. 8,3. Oui v é r i f i e  q u e  l ' a l l c y l a -  

t i c n  e s t  t o t a l €  à. 1 ' a i d . e  du r 6 a c t i f  a.u n i t r c p r u s s i a t e .  La s o l u t i o n  

e s t  d i a . l y s é e  e t  l y o p k l i l i ~ é e .  200 mg d e  l a .  p rC:p~c .~a . t inn  r é d u i t e  e t  

allss1i.e s o n t  d i s s o u s  d a n s  5 m i  d ' a c i d e  a c é t i q u e  1 N e t  dépos i ' s  s u r  

une c o l o n n e  d e  1 0 0  x 2 cm, r e m p l i e  de B i c g e l  F-100 é q u i l i b r i  d a n s  

1  ' a c i ? e  a c é t i q u e  nn1ma.l. L1a. r ia lyse  d.e l a .  c0mpos i t , j c r i  g l c c i d i q u e  e s t  

e f f e c t u é e  a v a n t  e t  aprF:s réducti~n-alkl-lation-filttraatinn sb.r g e l .  

T o u t e s  c e s  ~ r C : p a r a . t i o r i ~ i  d.' IgA p~: .Fsenl ;er~t  a p p 1 . o ~  i r n a t i ~ e m t ' r i t  

l a  niêrne m i > t i l i l , é  6 lec t r*oplr . !or6t ique.  La ccimy,:ra.i~,ori d e s  m a s s e s  d ' I g A  

o b t e n u e s  à p a r t i r  des: d i f f e r e n t ~  p ~ é c i p i t é s  (!I1ableai~ YXXIV; p .  l '(5) 
montre  que  ce  s o n t  l e u  p r & c i p i i , É n  F2,  P4 e t  F2-.4 qui  s o n t  l e s  mieux 

a d a p t é s  POLIT s e r v i r  d.e ma.t ière.  p r e m i è r e  d '  IgA. 

l'Calheureusem~,,rit s e u l e s  le:: prGp; i . ra t iccs  p ~ ' c ~ , ~ n z n t  du P I - C -  

c i p l t é  F s o n t  conbtamment irnniur101og:c ~emt- r i t  p u r e s .  Ce11 e s  q u i  sont  
4 

 saut.: du pTaGcip l t é  F ? o n t  soi ,~-er i t  c o r i t a m ~ r i G e ~  p z r  l a  c h a î n e  d e  
2 

s é c r P t i o r i  libre t a r : c i i ~  que  c e l l e s  q u i  s o n t  ot i tenii t :  2 p a r t i r  cies p r t s i - .  

p i t é s  FT e t  P9-n s o n t  t o u j o d r s  s o u i l l é e s  par c e  même g l y c o p r o t é i d e .  

L1 é t u d e  d e  l a  compos i t i  o n  g l ; : c i d i q u ~  de  c e s  p ~ * C p a r . a t i o n s  

c o n f i  r m t :  l c  s r i s~ i l  t a . t  s f ot.irr.iis p z r  1 ' imniiirio6lectrophorèse ( l a h l e a u  

XXXV; p .  1 7 6 ) .  L i  compc1sitic:n g l u < : i d i < . u ~ :  d e s  IgL i s s u e s  d e  pa es: 







r igoureusement  c o n s t a n t e ,  t a n d i s  que c e l l e  des  a u t r e s  p r é p a r a t i o n 8  

montre d e s  t e n e u r s  e? g l u c i d e s  v a r i a b l e s  e t  genéralem.?nt p l u s  é l e -  

vées.  I l  e s t  t o u t e f o i s  remarquable que l e s  a r é p a r a t i o n s  i s s g e s  de 

P  e t  dépourvues de  cha îne  de s é c r é t i o n  l i b r e  a i e n t  l a  w ê m 3  composi- 2 
t l o n  g l u c i d i q u e  que l e s  p récéden te s  e t  égalc.mept l a  même que c e l l e  

des  JgA i s s u e s  de  P e t  r e p r é c i p i t é e 3  f n l s  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammo- 
1 

nlum. 

La s e u l e  p r i s e n c e  de l a  c h a î n e  de s é c r é t i o n  l i b r e  dans  

l e s  p r é p a r a t i o n s  d ' IgA su rcha rgées  en g l u c i d e s  ne peut  e x p l i q u e r  

l e u r  t a u x  é l e v é  en g l u c i d e s  c a r  c e l u i - c i  e s t  & p e u  de chose près l e  

même dans l a  cha îne  de s é c r é t i o n  e t  dans  l e s  IgA ( K O B A Y ~ I S H I ) ( ~ ~ ~ ) ,  

L ' e x p l i c a t i o n  de  c e t t e  anomalie nous a é t é  f ~ u r n i e  p a r  l ' é t u d e  de 

1â f r a c t i o n  IgA p r é p a r é e  à p a r t i r  du l ac tosé rum concen t r é  s u r  po- 

l y é t h y l è n e  g l y c o l .  Dans c e t t e  p r é p a r a t i o n  où l ' o n  t roüve  é g a l e m ~ n t  

de l a  cha îne  de s é c r é t i o n  l i b r e ,  l e  t a u x  de  g l u c i d e s  e s t  p re sque  

d o ~ b l e .  

Comme précédemment, c e t t e  p r é p a r a t i o n  a  é t é  p r S c i p i t é e  

à 33 p.100 de s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  d'amnonium à pH 7 e t  l ' o p é r a -  

t i o n  a é t é  r é p é t é e  2 f o i s .  Ces p r é c i p i t a t i o n s  s u c c e s s i v e s  f o n t  tom- 

b e r  l e  t a u x  de  g l u c i d e s  à des  v a l e u r s  prcç'ries L e c e l l e s  de:: 6 -  

c h a n t i l l o n s  p r é p s r é s  à p a r t i r  du p r é c i p i t é  P En o u t r e  si  l ' o n  pour- 
4 ' 

s u i t  l e  r e l a r g a g e  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium s u r  l e s  eaux mères du 

pramier  p r é c i p i t é  obtenu à 33 p.100 de s a t u r a t i o n ,  o n  f i n i t  p a r  ob- 

t e n i r  a n  p r - ~ d u l t  q u l  ne renferme p l u s  d ' ? g A  e t  d ~ r t  l a  r o - p o s l t i n n  

chirnlcii~e s ' a p p a r e t i t e  t t r l . i tem 'n t  à r i - l l e  fies cl:-cnpep t i  des  dl-I rrE- 

: : ipit l '  l n '  
La présence  de  g l y c o p e p t i a e s  a a s o r a é s  s u r  l e s  IgA e s t  

confirmée p a r  l e  c a l c u l  comme dans l e  c a s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  : 

l a  composi t ion  c e n t é s i m a l e  en g l u c i d e s  e t  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  en 

o s e s  n e u t r e s  des  IgA i s s u s  du lac tosérum sont  approxima.tivement l e s  

mêmesque ceux du mélange t h é o r i q u e  de  83 p.100 d ' IgA t g p e  P e t  de 
4 

1 7  p .  100 de  g l y c o p e p t i d e s  préparés à p a r t i r  du p r é c m 6  P tableau XXXVI , p .  178. 
1 O ' 

Pour t e r m i n e r ,  nous avons v é r i f i é  que l a  copule  g l u c i -  

d ique  "minimum" d e s  IgA p r é p a r é a à  p a r t i r  du p r S c i p i t é  P p r û v e n a i t  
4 

b l e n  t o t a l e m e n t  d e s  IgA. Dans ce  b u t ,  l e s  IgA on t  é t é  r é d l i i t e s  e t  

a l k y l é r s e n  m l l i e u  u r é e  e t  soumisesà une filtration s u r  Biogel  P-100 

en m i l l e u  a c i d e  a c e t l q u r .  Dans c e s  c o n a i t l o n s ,  l a  molecale  a r I g A  

ayant  e i e  c o m p l è t e m ~ a t  a e n a t u r e e  e t  l e s  a i r f e r e n t e s  cha înes  sëpa-  

r e e s  l e s  unes ü e s  a u t r e s ,  l e s  g l y c o p e p t i a e s  eventue l iement  a d s o r a ê s  
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a u r a i e i t  é t é  eux-mêmes l i b é r é s .  La f ~ l t r a t i o n  s u r  Biogel  F-100 ne 

f o u r n i t  qu tunu ebauche a e  s e p a r a t i o n  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  cha ines  

mais aucu-ie t r a c e  d e  g i y c o p e p t i a e s  n ' e s t  d é c e l é e  dans l ' e f f l u e n t .  

L ' a n a l y s e  g l u c i l i q u e  au m a t é r i e l  l i b é r é  dans l e  p i c  unique ne r é -  

vè l e  aucune m o d i f i c a t i o n  p a r  r a p p o r t  & l a  c o m p ~ s l t i o n  du v a t e r i e l  de  

d é p a r t .  

3- Conclusions 

Contrairement  aux a u t r e s  procédés  chromztographiques,  

l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de  Sephadex G-150 du p r é c i p i t é  P  f o u r n i t  un 
4 

é c h a n t i l l o n  t o u t - à - f a i t  r e p r é s e n t a t i f  de l a  f a m i l l e  d e s  IgA du l a i t  

ma te rne l .  Ces IgA s o n t  immunologiquement p u r a s  e t  ne renferment  

p l u s  de g l y c o p n p t i d e s  a d s o r b é s .  Pour l e s  a u t r e s  p r é c i p i t é s  obte-  

nus p a r  l e s  d i f f e r e n t s  f r a c t i o n n e m r n t s ,  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de 

Sephadex nt? condu i t  malheureusement p a s  à des  p r é p a r a t i o n s  homo- 

gènes e t  il e s t  a l o r s  n é c e s s a i r e  d ' a v o i r  r e c o u r s  à une t r o i s i è m e  

é t ape  d e  p u r i f i c a t i o n .  

II - ETUDE DE QUELQUES FROFRIETES PKYSICO-CLIMIQUES DES TGA LpCTEES - 

A - PRINCIPE 

Avant d ' e n t r e p r e n d r e  des  recL1erches s u r  1s- s t r u c t u r e  

a e s  IgA de  l a  s é c r i t i o n  l a c t e e  humaine nous avons  é t u d i é  l e s  p r i n -  

c i p a l e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques de n o t r e  p r é p a r a t i o n .  

L ' é tude  physico-chimique s ece r é a l l s s e  s u r  une prépara-  

t i o n  d l I g A  provenant  de l a  p u r i f i c a t i o n  p a r  f i l t r a t i o n  sxAr g e l  de 

Sephadex G-15C du p r S c l p ~ t é  P :u f rac t icnnemeï i t  p a r  l e  s u l f a t e  
4 

d'ammonium. 



TT:- I- .-t, 3 Ctude p.ré?imi~ïa. i re  a é t é  e f f  e2t : iée  s L . r  c.ne üI t r a c e ; . . ! t ~ i  f ' l~gei lsc; 

3?TniC0 rncd.àle F 2, 5.5.200 t,/mï-i avec ,lrle c o i i c e ~ t r a t i o i i  pr3tji iÿiie de  20 .ny,/rnl 

e t  Il i :  s o l v a n t  c h l o r u r e  de sodium 0 ,14  M .  

3 - Analyse des  g l u c i d e s  

Les t e c h c i q u e s  u t i l i s é e s  ont  é t é  c i t é e s  dans l e  c h a p i t r e  1 

Nous avcns  et-, oi1t;r.e ernplogi, l a  m6thod.e à 1 'anthro?!.e ~ u l f i l r i q u ( ~  idt? DR.Wu'OOTi 

(473) rnociif ié p a r  SHIil2DS ::t 5-Ti?TET,.i1 (474) poux- l e  dosage des o s e s  neu t . r e s ,  

la méthode dtAP,iTNOFF (4;75), poinr l e dosa,ge d e s  acid.es  s i a , l i y u ~ i s  apr.&s h l -  

dl-.oi.yse des  l i a i s o ~ s  e t  l a  méthode d.e GARDELT, e t  ccoll. (476) pour  l ; u  dG-- 

t'e.rrninatia.,n des  : r - ~ t . p p o ~ t ~  rnol;ri.res des  o:~ar:iines. 25 ~g d 'IgA oc-? iiycLrolj;- 

sec; pen;!.ant 4 h p a r  de  l ' a c i 5 v  cl~l:!r:î;;d~-ique 4 !Ja T;.'hydrolys.;;2-1; diü:j<cii% 

siir soude ?:;t r e p r i s  p a r  de  l ' a c i d e  cliI.c>rh;rdri.qui 3 ,3  N e t  chrnmaiographié 

siIr i;ne co lon  e de  Dowex 5 0  2: 8 ,  200-40C "meoh", de 70 x C , 7  ~cnl L t é l u t . i o n  

e s t  r i a l i s e e  p a r  l ' a c i d e  ch lo rhydr iqce  C , 3  N. 

d - An?'~;fee des  a c i d e s  amines 

Les a c i d e s  arrlnés e t  l e s  o s a r i n e c  o n t  e t 6  dcsés  à l 'Auto-ürialy- 

s e k r  'iFCI?NICQI\' s - ~ i - ~ a u ~ t  l e  mode o p g ~ a t o i r e  d é c r i t  p a r  NCNSIGNY (477). 

5 - I - i e n t l f  1 c a t i o n  (Ir,:; a c i d e s  a r i n i r -  N-term~ n a c r  



L'immuno-électrophorkse r é a l i s e e  en g é l o s e  avec  d e s  

immun-sérums p o l y v a l e n t s  a n t i p r o t é i d e s  l a c t é s  e t  s é r i q u e s  moct re  

que n o t r e  p r é p a r a t i o n  e s t  homogène ( ~ i ~ ~ i r e  42;  p.  182) .  E l l e  donne 

t o u t e f o i s ,  pour  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  f a i b l e s  d e  l ' a n t i g è n e  ( i n f é -  

r i e u r e s  à 0 , 5  p.  100)  p l u s i e u r s  a r c s  c o n c e n t r i q u e s  q u i  co r r e spcnden t  

t o u s  aux  IgA. Ce comportemert e s t  c l a . s s iqce .  

2 , E l e c t r o p h o r è s e  de  zone 

L a  p r é p a r a t i o n  d r I g A  e s t  homogène en L l e c t r o p h o r è s e  

de  zone r é a l i s é e  en a c i t a t e  de c e l l u l o s e ,  g e l  d t a g a r  e t  d ' a g a r o s e ,  

g e l  de polyacry lamide  e t  g e l  d 'amidon ( ~ i ~ u r e  43; p.  183). 

3, U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

L ' é t u d e  p r é l i m i n a i r e  ( s u r  une s o l u t i o n  d '  IgA à 20 m g / m l )  

a montré que n o t r e  p r é p a r a t i o n  d l IgA renferme 95 p.100 d ' u n  compcsi: 

ayant  un 
S20, BI 

de 1 0 , 5  accompagné de  t r a c e s  de composés p l u s  

" lou rds"  : 
S20, w 

de 1 3  à 18 S. L a  c o n s t a n t e  de séd imen ta t ion  d u  

c o n s t i t u a n t  ma.jeur ex t ra .pc lée  à une d i l u t i o n  i n f i n i e  d e v r a i t  donc 

a v o i s i n e r  l a  v a l e u r  de 11 S. 

4, Composition e n  g l u c i d e s  

L a  ccmpos i t i on  en g l u c i d e s  des  IgP du l a z t  m ~ t e r n e l  

e s t  donnée dans l e  t a b l e a u  XXXVII ( p .  184). Le dosage d e s  o s e s  

n e u t r e s  p a r  l a  méthode à l ' a r i t h r o n e  donne d e s  v a 1 e ~ r . s  . ~ e t t e m s r t  

i n f 6 r i e u r . e ~  à c e l l e s  q u l  s o n t  ob tenues  p a r  l a  mithode à l ' o r c l n o l .  

NOUS pensons que c e s  d e r r ~ i è r e s  s o n t  p l u s  j u s t e s ,  c a r ,  sl on renou- 

v e l l e  l e s  dosages  s u r  d e s  g l y c o p e p t i d e s  p ronas iques ,  l e s  deux mg- 



Figure 42 : Immuno-électrophorèse des I g A  pures réalisée avec 

des immunsérums antiprotéides lactés (AL) et antiprotéides sériques (AS). 



F i g u r e  43 : E l e c t r o p h o r è s e  de  zone d e s  IgA p u r e s  

(1) Sur  a c é t a t e  de  c e l l u l o s e  ( r 6 v é l a t i o n  Amidoschwarz (AS) e t  P.A.S.) .  

( 2 )  Sur  g e l  d e  po lyac ry l amide  ( r é v é l a t i o n  Amidoschwarz). 



C o m ~ o s i t l o n  c e r t s u i m a l e  e t  mclaire en g l c c i d e s  d e s  IgA. 

I 
Composition csntésima& 

l 

i Oses n e u t r e s  
t 1 

l Oses n e u t r e s  Métlode 5 1 an th rone  4 , 7  j 
I N-âcetylhexosamine l':éthocie d ' E l  fion-1 organ  (E > 573 I 

I 
I 

N-zcéty lgl l -cosamine 1':éthooe de LUBCiIIEG e t  BEni" lKAN 4 9 5 

ku t  o a n a l y s e u r  TECHBI CON 4 ,c 

N-ac6tylgalactosamine Kéthode de LUD('llJPEG e t  BCnIYnPPMF PT ( ' 9  7 

Bu toa r : a lpeu r  TECHNICON ? , 6 3  

Acide K-ack ty lneu ramin iq~~e  I?&ti--ode à l a  dipl: 6riyla.mine 198 

EIéthode d 'AM TTJOFF 1 , 2  

---..---- I -- -- - 

ComKi t l o n  mola i r e  
(x.) 

I 
- 'O-- 1 I 

I I 

i J i - ac6 ty l -~ - (+ )  g lucosami re  

N-ac6tg-l-D-(+) ga lac tosamir -ê  

glucosami ne ( Avec tirnoin , -- = 7 (33.)   POL^^ ur-e masse m ~ l é c u . l a l r a  de 
g a l a ~ t o r ~ a m i n e  285.000 



100 
N. Fractions 

Fi&E.2-d&i Dosage des  hexosamineç. des IgA p a r  l a  - 
rréthode de GARIIELL. 



thoc?es co rve rgen t  e t  l e  r a p p o r t  oses/osamines obtenu avec  l e s  g ly-  

c o p e p t i d e s  e s t  ider i t ique  au r a p p o r t  o ses  ( o r c i n o l ) / o s a m i n ~ s  de l a  

p r o t é i n e -  : 'nat ive".  

L'e t a u x  d 'osamines  e t  l e  r a p p o r t  oses/osa,n~:nes o b t e ~ u s  

~ a r  l e s  différentes méthodes c: t é e s  s o n t  à pefi p rEs  ~ d e n t i q i ~ e s .  Le 

dosage d e s  osam;nes p a r  l a  methode de  LL1)ONIEG e t  EEMP SITAR dorme un 

r a p p o r t  GlcN / G s l N  de 6,5, Ce r2ppor-L pas se  à 7 quand l e  dosage 

e s t  e f f e c t u é  à 1 'Autoanalyseur  TECEiTiC IN e t  à 7,8 avec l a  méthode 

de GARCEL,L ( f i g .  44; p.  l e 5  ). Il  f a u t  t o u t e f o i s  remarkuer que l a  

ga lac tosamjne  n ' e s t  pas  dosée  avec uKe grande p r 6 c i s i o n  du f a l t  du 

r a p p o r t  é l e v é  G ~ C N / G ~ ~ N .  

Nous not&rone  e n f i n  l a  grande  d i f f é r e n c e  e n t r e  16s t a u x  

d ' a c l d e  N-acétylneuraminique donnée p a r  l a  méthode à l a  d iphényla-  

mine e t  p a r  l a  méthode dfAIVIINOFF a.pr3ès hydrc lyse .  I l  e s t  d i f f l c l l e  

de l i b é r e r  to$alement  l ' a c i d e  N-ac6tylnsuraminique p a r  hydro lyse  

chimique,  mais  l a  c i n é t i q u e  d ' h y d r o l y s e  p a r  l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  C , 1  N 

B 80°C nous a moctré  q u ' i l  n ' y  a  p l u s  de  l i b e r a t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e  

a p r è s  30 mn d ' h y d r o l y s e .  P a r  a c t i o n  d e  l a  neura.minidase on o b t i e n t  l e  

même pourcen tage  d ' h y d r o l y s e .  S ' i l  r e s t e  de l ' a c i d e  N-acétylneuramx- 

n ique  non h y d r c l y s e  a p r è s  ces deux t y p e s  de t r a i t e r 7 s i ? t ,  ccrnue semble 

l ' i n d i q u e r  l e  dosage p a r  l a  d iphénalamine ,  c e l u i - c i  p a r a î t  ê t r e  t o -  

ta lement  i n a c c e s s i b l e  aux a g e n t s  d ' h y d r c l y s e .  

Nous donr-ons d e s  v a l e u r s  uniques  pour  l e s  t a u x  d e s  d i f f é -  

r e n t s  g l u c i d e s  c a r  nous avons c c n s t a t é ,  en f a i e a n t  d e s  dosages  s i s -  

t éma t lques  s u r  d e s  p r é p a r a t i o n s  p r é e e n t a n t  l e s  c r i t è r e e  de p ~ ~ r e t é  

6nonc6s p l u s  h a u t ,  que l e s  r é s u l t a t s  ob tenus  é t a l e r i t  a b s o l u m e ~ t  cons- 

t a n t s .  M i s  à p a r t  l e  t a u x  de  g a l ~ c t o s a m i n e  q u i  n ' a  jamals é t é  p u b l i é  

à n o t r e  conna i s sance ,  l a  corcposi t ion g l u c i d i q u e  que ncils p r4sen tons  

e s t  com~z , r ab le  à c e l l e s  q u i  oi?t é t é  0btenuespa.r d i f f é r e n t s  a u t e u r s  

 a able au ZXXVIII; p .  1E7). 

5 - Compc ~ i t i  on en  a c i d e s  amln6s e t i d e f i t i f  i c a t i o n  d e s  a c i d e s  amj.ni:s 

N - t  errriineux 

L a  c o m p c ~ ï l ï o r ~  er. a c l a e z  an:inés e s t  ray;por.tée daras  l e  t a b l e a u  

Y l r X l X  (-p. l ee) .  Af i u i  a e  pouvo i r  ef Lec tur3r d e s  compara; s e n s  avec l e s  t r a -  

v a i ' ~  L e -  a u t e u r s ,  roi;s a v o i l ~  exprlrnE fios r 6 s ~ l t a t s : e n  mole:, p.100 moles,  
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T A B L E A U XXXIX 

Composition eE acides aminés des IgA colostrales et sériques 



en g .  de  r é s i d u s  p.100 g  de  m a t i è r e  sèche  e t  en r é s i d u s  p .  170.000 

c e  q u i  e s t  uc.e v a l e u r  pcrement a r t i t r a i r e  pu isque  l a  masse mc81écc.- 

l a i r e  de  l a  molécule  d l I g A  de  s é c r é t i o n  e s t  mzin tenant  bieri  é t a b l i e  

à 385.000 (KOBAYASHI) (187). Nos r é s u l t a t s  sont  comparables  à. ceux 

q u i  o n t  é t é  oh tenus  p a r  TOMASI -- e t  a l .  (2%) , KLTH (489) e t  AXE:LSSC:N 

e t  a l .  (492). I l s  montrent  de  nombreuses a n a l o g i e s  de  c c ~ p o s i t i n n  

e n t r e  l e s  IgA s é r i q u e s  e t  l a c t é e s .  Les p l u s  g r o s s e s  d i f f é r e n c e s  por- 

t e n t  s u r  l e  t a u x  d ' a c i d e s  aminés d i c a r b o x y l i q u e s  e t  s u r  l e  t a u x  de 

c y s t é i n e  qui s o n t  beaüccup p l u s  é l e v é s  dans  l e s  IgA l a c t é e s .  C e l l e s -  

c i  s o n t  éga1emen.t pl.us r j c h e s  en pro!.ine e t  s e r i n e ,  p a r  c o n t r e  l e s  

t a u x  de  t h r é o n i n e  sont  v o i s i n s .  T r o i s  a c i d e s  aminés N-terminaux ont  

é t é  c a r a c t é r i s é s  : l ' a c i d e  a s p a r t i q u e ,  l ' a c i d e  g lu tamique  e t  l a  ly -  

s i n e .  Ces r é s u l t a t s  conf i rment  ceux deAXYLSSON e t  a l .  (491) d  ' une 

p a r t ,  e t  de  HAVEZ e t  a l .  ($92)  d ' a u t r e  p a r t .  

III - DISCUSSION ET CGBCLLSIONS 

L ' i so lement  de l a  molécule  d l I g A  de s G c r é t i o n ,  molécule  

t r è s  complexe, demande d e s  c o n ~ i t i o n s  expé r imen ta l e s  p r o p r e s  à ne 

p a s  provoquer  de  déna tu ra , t i on .  Pour c e l a ,  il impor te  de c h o i s i r  ju- 

d ic ieusement  l e s  méthodes e t  de r é d u i r e  au maximu-m l e  nombre des  6 -  

t a p e s .  

Le premier  procédé  d é c r i t  q u i  f u t  c e l u i  d e  KPNI'REUIL e t  a l .  

(493) compor t a i t  deux é t a p e s  : un f r a . c t i o n n e ~ e r ~ t  p a r  r e l a r g a g e  au sul- 

f a . t e  d.'ammonium e t  une chromatographie  s u r  AMBERLITF XEI-64. De nom- 

b r e u s e s  a u t r e s  methodes o n t  é t é  p r , -poçées  depu i s .  E l l e s  cornpcrtent 

t o u t e s  au  moins deux ou t r o i s  temps. L,es p remie r s  s o n t  t r è s  d i v e r s  : 

é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  (AXELSSOM e t  a l .  ) (494) q u i  peut  ê t r e  s u i v i e  

d ' une  chromatographie s u r  DEAE-cellulose (TOMASI e t  a l .  ) (495)- c e l l e  

c i  é t a n t  p a r f o i s  u t i l i s é e  d i r ec t emt r i t  pcu r  l e  fra.ctionr.ement du l a c t o -  

sérum s a n s  é t a p e  p r é a l a b l e  (LANSON e t  a l .  ) (496) (NF~WCOMB e t  a l .  ) (497) ,  

(KOBAYASHI) (428) .Le r e l a r g a g e  p2.r l e  s u l f a t e  d'ammonium e s t  également 

employé cornnie s t a d e  de c o n c e n t r a t i o n  (HAVEZ e t  a l .  ) ( A - 9 9 ) ,  mais l a  pu- 

r i f i c a t i o n  f i n a l e  e s t  t o u j o u r s  e f f e c t u é e  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de Se- 

phadex G-200. Seule  l a  méthode de BL8ANC (520)  e s t  se :~e ib lement  dflererrte : 

pa.r a c - t i o r  p r e c i p i t a n t e  de  l ' a c é t a t e  de z i n c  s u r  l e  1a.ctosérum ce lu i -  

c i  e s t  e n r i c h i  en IgA q u i  s o n t  p u r i f i é e s  s u r  DEAE-celluloee. 

Nous avons gardé  l e  s t a d e  d ' e n r i c h i s s e m e n t  en IgA conçu p a r  



1:ONTREUlL e t  a l .  (521) , l e  r e l a r g a g e  p a r  l e  s u l f a t e  d'am~7onium o f f r e  

en e f f e t  l ' a v a n t a g e  de p e r m e t t r e  l e  t r a i t e m e n t  de q u a n t i t e s  impcr- 

t a n t e s  de prbotéides s u r  l e s q u e l s  il n ' a  aucune a c t l o n  d é n a t u r a n t e .  

Nous avons e n s u i t e  montré q u ' i l  e s t  d i f f i c i l e  de r é a l i s e r  l a  p u r i -  

f i c a t i o n  de c e s  f r a c t i o n s  e n r i c h i e s  p a r  ~ h r o m a ~ t o g r a p h i e  s u r  échan- 

g e u r s  d ' i o n s  c a r  ceux-ci p r é s e n t e n t  pour  l a  p l u p a r t  l ' i n c o n v é n i e n t  

majeur  d ' o p e r e r  un f rac t ionnement  a r b i t r a i r e .  Chorchant avan t  t o u t  

à o b t e n i r  un é c k a n t i l l o n  d t I g A  ple inement  r e p r é s e c t a t i f  de c e t t e  en- 

t i t é  du p o i n t  d e  vue de  l a  copule g l u c i d i q u e ,  a f i n  a t e n  é t u d i e r p a r  

l a  s u i t e  l a  s t r u c t u r e ,  nous avons v é r i f i e  q u ' i l  n ' e x i s t a i t  p a s  de 

d i f f é r e n c e s  a p p r é c i a b l e s  dans l a  c o m p o s i t i ~ n  g l u c i d i q u e  d e s  3 pr.6- 

c i p i t é s  l e s  p l u s  r i c h e s  en IgA, Pl, P p  e t  P4 e t  nous avons c h o i s i  

l e  p r é c i p i t é  P q u i  é t a i t  l e  p l u s  f a c i l e  à p u r i f 7 e r .  Celu i -c i  a é t é  
4 

soumis à l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  de Sepliadex G-150 q u i  donne d e s  r é -  

s u l t a t s  e x c e l l e n t s .  L a  p r é p a r a t i o n  obtenue  s ' e s t  r é v é l é e  homcgène se- 

l o n  t o u s  l e s  c r i t è r e s  phys iques  que nous  l u i  avvns app l iqués  et l e s  

p r i n c i p a u x  t r a i t s  de s a  ccmposi t ion  chimique on t  é t é  d é t e r o i n é s .  

Nous avons ,  en  p a r t i c u l i e r ,  c c n t r ô l é  l a  p a r f a i t e  cons t ance  

de s a  composi t ion  g l u c i d i q u e  Fa r  d e s  a n a l y s e s  s y s t é v a t i q u e s .  

Nous a v r n s ,  en o u t r e :  remzrqué au c o u r s  de l a  p u r i f i c a t i o n  

l ' a s s o c i a t i o n  IgA-chaîne de  s é c r é t i o n  l i b r e ,  c e t t e  d e r n i è r e  a y a n t  une 

m o b i l i t é  é l ec t ropk io ré t ique  p l u s  é l e v é e à p H  €,2 que l a  fcrrne classique 

/i2 q e  nous avons ét;alemerit mise en  e v i d  nce ( c h a p i t r e  2 ;  p .  1 0 1  ) .  
C e t t e  a s s o c i a t i o n  forme un v é r i t a b l e  complexe t e r n a i r e  avec 

d e s  g l y c o p e p t i d e s  dont l a  présence  a é t é  c a r a c t é r i s é e  s u r t o u t  dans  

une p r é p a r a t i o n  d l I g A  i s o l é e  d i r ec t emen t  à p a r t l r  du l ac tosé rum con- 

c e n t r é .  



ETUDE STRUCTUEALE DE L A  FRACTICN GLYCANNIQUE DES IgA 

C 

1. - INTRODUCTION 

Les g l y c o p r o t é i d e s  du l ac tosé rum eont  r e p ~ ~ é s e n t é s  dans  l e u r  

quas i  t o t a l i t é  p a r  l e s  IgA, l a  cha-?ne de  s é c r 6 t i o n  l i b r e ,  l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  e t  l e s  g l y c o p e p i i d e s  a p p a r e n t é s  à l a  c a s é i n e .  

L ' é tude  s t r u c t u r a l e  des  g l y c o p e p t i d e s  e s t  t o u j o u r s  t r è s  

f r agmen ta i r e  é t a n t  donné l e  c a r a c t è r e  appe.remment fuyan t  d e  l e u r  com- 

p o s i t i o n  g l a c i d i q u e  d ' o ù  ne r e s s o r t e n t  que des  l i e n s  de p a r e n t é  i n -  

c o n t e s t a b l e s  avec la kappa c a s é i n e .  Ces l i e n s  s o n t  c o r r o b o r é s  p a r  

l a  présence  dans l e s  g l y c o p e p t i d e s ,  d e  l i a i s o n s  g lycanne-pro t ide  de  

n a t u r e  O-glycosidique q u i  peuvent cependant  coexister avec un a u t r e  

t y p e  de  l i a i s o n .  

L a  copule  g l u c i d i q u e  de l8 l a c t ~ t r a n s f e r r i n e  a f a i t  l ' o b j e t  

de  nombreuses é t u d e s  e n  p a r t i c u l i e r  c e l l e  de SPIK ( 5 0 2 )  q u i  a démnntré 

l a  p re sence  de  3 groupements g lycann iques ,  2  d ' u n e  masse m o l é c u l a i r e  

de  2100 e n v i r o n  s o n t  conjugués  à l a  p r o t é i n e  p a r  des  l i a i s e n s  a spa ra -  

g i n y l  glucosamine e t  un t r o i s i è m e  g lycanne  &'une  masse molécu la i r e  dk 

1000 e s t  a t t a c h é  à l a  p r o t é i n e  p a r  une l i a i s o n  O-thréonyl g l u c o s j d i q u e .  

Ces g lycannes  son t  composés de c h a î n e s  c o u r t e s  peü r a m i f i e e s .  

Notre  é t u d e  s u r  l a  copule  g l u c i d i q u e  d e s  IgA a  p o r t é  essen-  

t i e l l e m e n t  s u r  l e s  m o d a l i t é s  de  l ' a t t a c h e  g lycanne-pro t ide ,  s u r  l a  

r eche rche  du nombre d ' u n i t é s  g lycann iques  e t  sur l e s  p r i n c i p a u x  t ra i t s  

de  l e u r  s t r u c t u r e .  L a  copule  g l u c i d i q u e  de  l a  cha îne  de s é c r é t i o n  li- 

b r e  n ' a  p a s  é t é  é t u d i é e .  

2. - DESCRIPTYON DES METHODES 

1 - HY DRCILYSE PRC)l\iASIG&fE ET 1 SOLE!( ENT DES GLYCOPEPTITlES 

A - HYDROLYSE FRONASIQUE 



1- Principe 

Nous avons appliqué, dans ses grandes lignes, le procédé 

de YANASEINA et TLAKINO $503 ) modifié selon l:ONSIGNY, ADAB!-CHOSSON 

et BIONTREI~IL (50.4). 

2- Mode opératoire 

A une solution de 5 g dtIgA dans 500 ml d'acétate de cal- 
cium C, 1 M, oc ajoute 50 mg de pronase (CALBIOCEEM). L'hydrolyse est 

effectuée à pH 8 et à 40°C sous agitation, pendant 48 heures, en pré- 
sence de toluène. Le pR est maintenu constant par l'addition de soude 

0,l N contrôlée par un titrateur automatique ( p ~  stat TTT 1C RADIOME- 

TER) et la consommâtion de soude est régulièrement déterminge. Lq 'hy- 

drolysat est ensuite ajusté à pH 4,5 avec de l'acide acétique glacial, 
puis concentré à 20 ml environ et traité par 10 volumes d'éthanol ab- 

solu. Le m6la.nge est maintenu pendant 2 heures à la température du 

laboratoire, puis à 2OC pendant 18 heures. L*e précipité qui s'est 

formé est recueilli par centrifugation, dissoue dans 5C0 ml d'acé- 

tate de calcium 0,l M et soumis à une nouvelle hydrolyse pronasique 

dans les mêmes conditions. On opére au total 4 cycles d'hydrolyse. 
Le dernier précipité est soumis à une purification selon le mode O- 

pératoire décrit ci-dessous. Ce précirité représente la fraction 

glycopeptidique totale. 

B - PURIFICATION ET ISOLEI\IEXT DES GLYCOPEPTIDES 

1 - Principe 

Les glycopeptides sont débarrassés des sels minéraux et d'une 

partie des peptides par un passage sur échangeurs de cations et d'anions 

Ils sont ensuite purif i6s par chromatograpi.ie de tamisage mc léculaire 

sur Sepkadex pour éliminer le reste des peptides. 

2 -. Mode opératoire 

Purification sur échangeurs d'ions 

La fraction glycopeptidique totale ou fraction glycopeptidi- 

que 1, est dissoute dans 50 ml d'eau distillée et la solution obtenue 



est a~ditiocnée d'un volume égal d'une soluticn aqueuse d'acide tri- 

chloracétique à 10 g p.100 ml. Le précipité formé est éliminé par 

centrifugation après un repos de 18 heures à + 2OC. La sol.ution sur- 
nageante est purifiée par passage successif sur des colonnes (2 x 35 

cm), d'échangeurs de cations (~owex 50 x 8 ; "mesh" 25 x 50 ; forme 

acide), puis d'anions (~uolite A-102 D ; forme formiate ; "mesh" 25-50). - 
Le liquide effluent, auquel on joint les eaux de lavage des colonnes 

(1 litre) est concentré à 20 ml dans un évaporateur rotatif. Les gly- 

copeptides sont isolés par l'addition de 10 volumes d'éthanol absolu. 

Ce précipité représente la "fraction glyccpeptidique II!I 

b - Purification par chromatographie sur Sephadex 

La fraction glycopeptidique II est débarrassée des peptides 

qui n'ont pas été retenus par les échangeurs d'ions, par une chromato- 

graphie sur colonne (2 x 35 cm) de gel de Sephadex G-25. La quantite 

de précipité chromatographié est de l'ordre de 400 mg et l'élution est 

effectuée avec de l'eau bidistillée. Le repérage des constituants pré- 

sents dans l'effluent est réalisé en dosant les glucides par la métho- 

de calorimétrique au phénol-sulfurique de DUBOIS et al. (505) et les 
protides par le procédé à la ninhydrine de MOORE et STEIN~(~O~$.P~ o~tient 

de cette manière, une fraction enrichie en glycopeptides. 

Il s'agit de la.'Praction glycopeptidique III". 

II - COPTPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE DES GLYCOPEPTIDES 

Les m6thod.e~ utilisées ont 6té citées au chapitre 1 (p. 63 1. 

III - DETESICINATION DE LA MASSE MOLECULJIRE CES GLYCOPEPTIDES ET DES 
GLYCANNES 

A - PROCEDE CHIMIQUE 

1- Principe 

Les groupem~~nts N-terminaux des amino-acides sont dosés 

selon la technique aufluorodinitro benzène de C-HUYSEN, TIPPER, BIRGE 

et ZTROMINGER ( 5 07) l .  



Les dosages sont effectués par rapport à des témoins cons- 

titués par les acides aminés dont la position N-terminale a été préa- 

lablem(3nt déterminée. On élimine de cette manière, la cause d'erreur 

due aux différences d'absorbante molaire des DNP-aminoacides. 

2- Mode opératoire 

A 0 , 2  ml de solusion contenant 0,01 à 0,05 micromoles de 

composés aminés, on ajoute 0,4 ml d'une solution de t6traborate de 

scdium à 1 p.100, puis, après agitation, 0,05 ml d'une sclution compo- 

sée de 0,65 ml de fluorodinitrobenzène dans 50 ml d'éthanol absolu. 

La réaction est complétée par un séjour de 30 mn du mélange au bain- 

marie à 60°C. 

La solution refroidie saus eau courante est acidifiée par 2 ml 

d'acide chlor?iydrique 2 N pour éliminer l'interférence du dinitrophénol 

libéré par hydrolyse du réactif. L'absorbante est mesurée à 420 nm. La 

masse moléculaire est calculée en appliquant la formule : 

où P : poids de substance en mg. 

P M  : nombre de micromoles d'aminoacide N-terminal pour 

le poids P. 

FILTRATION SUR BIOGEL 

Les masses moléculaires des glycopeptides et des glycannes 

ont été déterminées par la méthode de JOHN, TRENEL et 9ELLWEG (508) . 

1- Principe 

La filtration sur gel permet de déterminer la masse molécu- 

lajre d'une substa:-&ce car le volume d'élution de celle-ci est inverse- 

ment proportionnel au logarithme de sa masse moléculaire. Il faut tou- 

tefois veiller à prccéder à un étalonnage préalable au moyen d'une sé- 

rie régulière de substances de nature identique à celles dont on veut 

mesurer la masse moléculaire. 



2 -  Moc'ce o p é r a t o i r e  

Nous avons u t i l i s é  une colonne de BIOGEL P6 de 130 cm x 1,2cm. 

L # ' é l u t i o n  e s t  r i a l i s é e  p a r  l e  passage  d ' une  s o l u t i o n  de c h l o r u r e  de so- 

dium 0 ,14  M. L ' é t a lonnage  e s t  e f f e c t u é  à l ' a i d e  de  g l y c o p e p t i d e s  d t I g G  

bovine e t  de  p o l y s a c c h a r i d e s  de  l a i t  ma te rne l  (*? Pour chacune des  me- 

s u r e s  Ve e t  Vo s o n t  à nouveau dé t e rminés  : en e f f e t  t o u t  é c h a n t i l l o n  

e s t  chromatographié conjo in tement  avec  du g lucose  e t  du d e x t r a n  b l e u  

de  masse moléc :~ l . a i r e  1.000.000. Le r epe rage  des  c o n s t i t u a n t s  p r é s e n t s  

dans  l ' e f f l c e ~ t  e s t  r é a l i s é  e n  dosant  l e s  g l u c i d e s  p a r  la .  méthode 

calorimétrique au phéno l - su l fu r ique  de DUBOIS e t  a l .  (509)  . Les courbes  

du loga r i thme  desmasses m o l é c u l a i r e s  en  f o n c t i o n  du volume d ' é l u t i o n  

( v ~ / v o )  s o n t  t r a c é e s  pour  l e s  g lycannes  e t  l e s  g l y c o p e p t i d e s .  

DETERMINATION DE L'ATTACHE GLUCIDE-PROTIDE 

IDENTIFICATION DES LIAISONS O-GLYCOSIDIQUES 

1- Amidation des  g l y c o p e p t i d e s  

L a  r u p t u r e  des  l l a i s o n s  O-glycosidiques p a r  $ -é l imina t ion  

ne peu t  s ' e f f e c t u e r  sous l ' a c t i o n  d e s  a l c a l i s  s i  le)-hydroxy-amino- 

a c i d e  l i é  au g lycanne  possède son groupement ~ a ~ r b o x y l i q u e  l i b r e  (MON- 

TRBUIL e t  col  1. ) (510) .  Nous e f f e c t u o n s  une amidat ion  sys t éma t ique  d e s  

g l y c o p e p t i d e s  pour  é v i t e r  c e t t e  cause  d ' e r r e u r .  

a - F r i n c i p e  

Dans un pr.emier temps l e s  g l y c o p e p t i d e s  a o c t  e s t é r i f i é s  p a r  

l e  méthanol  dnhydreen x ré sence  de c h l o r u r e  de t h i o n y l e ,  

s e l o n  l e  procédé g é n i r a l  de SOKOLOVSKI, SADEH e t  PATCHORNIK (51 1 ) .  

L ' amida t ion  e s t  r é a l i s é e  dans  un second temps p a r  a c t i o n  

s u r  l e s  e s t e r s  de l a  buty lamine .  

Mode o p é r a t o i r e  

1) E s t é r i " '  L l z a t  i o n  -------------- 
100 mg de g l y c o p e p t i d e s  s o n t  d i s s o u s  dans  50 m l  de  méthanol 

(n )  Ces suiss tances nous on t  é t é  a lmz~b le rne~ t  fourn ies  p a r  i~l :~ .  A .  CHERCN 

e t  L .  GR1111 ONPREZ que nous remerclone vivement.  



în1ydre.A l a  s o l u t i o r .  r e f r o i d i e  à - 5 O C ,  on a j o u t e ,  g o u t t e  à g o u t t e ,  

1 , 5  m l  de c h l o r u r e  de  t h i o n y l e  p réa l ab lemen t  r e f o i d i  à - 20°C. Le 

mélange e s t  maintenu à l a  t empéra tu re  ambiante  pendant 4 h e u r e s  sous  

a g i t a t i o n  c o n s t a n t e .  I l  e s t  e n s u i t e  c c n c e n t r é  sous  v ide  à l a  tempérâ- 

t u r e  du l a b o r a t o i r e ,  à. l ' a b r i  de t o u t e  t r a c e  d ' e a u .  

mida t ion  2 )  A -------- 
Le r é s i d u  s e c  e s t  t r a i t é  p a r  0 , 2  à 2  m l  de N bu ty lamine  e t  

l a  s o l u t i o n  obtenue  e s t  évaporée à s i c c i t é ,  a p r è s  24 h e u r e s  d ' a c t i o n  

à 20°C. 

2-  Act ion  de l a  soude e t  r é d u c t i o n  p a r  l e  borohydrure de sodium 

a  - P r i n c i p e  

On sa i t ,  d e p u i s  l e s  t r avaux  d'ANDERSON e t  c o l l .  ( 512 )  que 

l e s  l i a i s o n s  O-séryl e t  O- thréonylg lycos id iyues  son t  t r è s  l a b i l e s  en 

mi l i eu  a l c a l i n  e t  que l a  r u p t u r e  de l a  l i a i s o n  g l y c o s i d i q u e  s'accom- 

pagne de  l a  l i b é r a t i o n  du glycânne e t  d ' une  mod.if icat ion s t r u c t u r a l e  

du 3-l~ydroxy-amino a c i d e  conjugué, p a r  un mécarii sme d i t  d d ' k é l i m i n a -  I 
I I  t ion  : l a  s é r i n e  e s t  t ransformée  en déh.ydro-alanine ( a c i d e  2-amino-2- 

propénoïque)  e t  l a  t h r é o n i n e  en a c i d e  2-amino-2-but~énoïque ( f i g .  46; 

p.  1 9 7 ) .  Au c o u r s  de  l ' h y d r o l y s e  a c i d e  de  l a  cha îne  p e p t i d i q u e ,  l e s  

"déhydro-aminoacides" s o n t  d é t r u i t s  e t  on peut  d0ri.c d é t e r m i n e r  l e  

nombre de  r é s i d u s  de/%-hydroxy-aminoacides dispa , rus  a p r è s  l ' a c t i o n  de  

l a  soude . On en d é d u i t  l e  nombre .de r é s i d u s  g l y ~ a n n i ( ~ u e s  conjugués  

O-glycnsidiquement a u  p e p t i d e  ou à l a  p r o t é i n e .  

En f a i s a n t  a g i r  l a  soude e c  m i l i e u  r é d u c t e u r ,  on o b t i e n t  

un double e f f e t  : 

1 )  - Les "déhydro-aminoacides" son t  r é d u i t s  : l a  déhydro- 

a l a n i n e  e s t  t r ans fo rmée  en a l a n l n e  - q u i  s ' a  j o u t e  é v e n t u e l l e r r e ~ t  à 

l ' a l a n i n e  p r é e x i s t a n t e  - e t  l ' a c i d e  2-amino-2-buténoique e n  a c i d e  

d-aminobutyr ique  q u i  a p p a r a î t  s u r  l e s  chrc'matograrnmes. 

2 )  - Dans l e  g lycanne  dé t aché  p a r  l a  soude, l a  f o n c t i o n  r é -  

d u c t r i c e  du monosa,ccharide engagé dans  l a  l i a i s o n  e s t  r é d u i t e  e t  il 

peut  ê t r e  i d e n t i f i é  sous  l a  forme d ' u n  p o l y o l .  

b - Mode o p é r a t o i r e  

250 mg de  g l y c o p e p t i d e s  amidés sont  maintenue pendant  4 j o u r s  
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à 20°C dans 50 ml d'une solution 0,l N en soude et 0,3 id en borohydru- 

re de sodium (TANAKA et a1.)(513). La solution est neutralisée par de 

l'acide acétique dilué et évaporée à sec. Le résldü est débarrassé de 

l'acide borique en le reprenant par un mélange de méthanol et 

d'acide acétique glacial (4:l) v/v, et en tvapcrant la suspension par 

distillation sous pression réduite. Le mode opératoire est répité 4 
fois. La prépa.ration obtenue est analysée à llAutoanalyseur TECENICON. 

3, Action de la soude et réduction par le sodium dans l'anmoniac 

liquide 

a - Frincipe 

La réduction des "déhydro-aminoacides" par le borohydrure 

de sodium n'est pas quantitative. Nous avons utilisé également le pro- 

cédé de réduction des nitriles en amines de RESSLER et KASHELIKAR ( 5 1 4 )  

préconisé par MONSIGNY (515) pour la réduction des produits de la 
// 

"béliminatioo. 

b - Mode opératoire 

50 mg de glycopeptides amidés sont traités par 10 ml de soude 

0,l N contenant 4 à 5 mg de borohydrure de sodium pendant 4 jours à 

20°C. La solution est neutralisée par de l'acide acétique 0,l N et 

lyophilisée. Le résidu est desséché pendant 24 heures à 50°C en pré- 

sence d'anhydride phosphorique puis mis en suspension dans 0,2 ml de 

méthanol anhydre. Dans le tube maintenu dans un mélange de neige car- 

bonique et de méthyl-cellnsolve, on fait pa,sser un courant d'ammoniac 

anhydre qui est préparé par addition lente de lessive de soude à du 

sulfate d'ammonium cristallisé très pbr. L~'ammoniac qui se dégage est 

déshydraté par passages successifs sur une colonne de chaux sodée et 

sur une colonne de sulfate de calcium (fig. 47; p. 199). Quand 3 ml en- 
viron d'ammoniac sont condensés, le tube est agité et réchauffé à 

- 33OC. Le sodium est introd~it à l'aide d'un tube de 4 mm de diametre 
que l'on plonge plusleurs fois dans l'ammoniac. La réduction est ter- 

minée auand, apris l'introduction du tube de sodium dans l'ammoniac, 

la coloration bleue donnée par le sodium dissous persiste pendant 30 

secondes. L'ammoniac est éliminé en gardant le tube pendant quelques 

minutes à la tempérauure du laboratoire. L'amidure de sodium formé est 

détruit pz1.r addition de méthanol. Le borate est éliminé comme précé- 

demment . 



Réduction par le Sodium dans 

l 'ammoniac liquide 

a - Lessive de soude 
b - Sulfate d'ammonium 
c - Agitateur magnétique 
d - Sulfate de calcium et chaux sodée 
e - Métnyï-cellouolve + carboglace 
f - Sulfcto de calcium 
g - Acide acétique dilué 

Figure 4 1  



4- Fractionnement des composés libérés par l'action de la soude 

Les produits de dégradation sodique des glycopeptides sont 

fractionnés selon le schgmpdécrit par SFIK et al. (51') Le passage 

du mélange sur une colonne d'échangeur de cations DOWEX 50 x 8 ("mesh" 

25-50 ; forme acide) fournit deux solutions. L'une, qui est l'effluent 

auquel on joint les eaux de lavage de la colonne,esC constituée par 
\\ I l  

les glycannee libérés par la /-élimination et par les glycrpeptides 

respectés par l'action de la soude. L1autre,qui est obtenue par pas- 

sage sur la colonne d'une solution dtammor,iaque 0,5 N2contient les 

peptides détachés au cours de la b-élimination. Deux témoins interces 

sont introduits avant le fractionnement : la norleucine qui se retrouve 

dans la fraction basique et l'acide cystéique qui est élu6 avec la 

fraction acido-neutre. Ces témoins internes permettent de mesurer 

comment le matériel de départ se répartit dans les fractions subsé- 

quentes. Enfin, les glycopeptides sont sépzrés des glycannes par é- 

1ectrophorEse préparative à pH 1,5. 

Dosage des substances réduites 

a - Galactosaminitol 

La présence des osaminitols dans les hydrolysats chlorhydri- 

ques des glycopeptides traités par la soude en milieu réducteur, intro- 

duit une cause d'erreur dans le dosage des osamines à l'Auto-anal-yseur 

TECHNICON, car ces composés possèdent le comportement chromatographi- 

que de la galactosamine. Nous éliminons cette interfére~ce de deux 

manières: 

1) En dosant la glucosamine et la galactosamine par la me- 

thode colorim6trique de LUDOWIEG et BENMAMAN (517). 

2) En détruisant par la soude (soude 0,l N à 100°C pendant 

5 minutes) les osamines préalablement N-réacétylées par la méthode de 
LEVVY et Mc ALLAN (513). Cette action est suivie d'une nouvelle hydro- 

lyse acide ( H C ~  2N, à 100°C pendant 2 heures) destinée à N-désacétyler 

les osaminitols qui sont ensuite dosés à llAutoanalyseur TECHNICON. 

1) Les "déhydro-aminoacides" présents dans la fraction pep- 



t i d i 1 - 1 ~ 3  on t  é t é  c a r a c t é r i s é s  soi/:: 1 2  forme 3e q u i n o x a l i n o l s  a p r è s  

hydro lyse  a c i d e  e t  condensa t ion  avec  1'0-phénglSne diami-ne s e l o n  l u  

moile o p é r a t o i r e  d é c r i t  p a r  9AliSOM e t  c o l l .  (514) .  

2 )  J e  même l a s  "déhydro-aminoi~cides" peuvent  ê t r e  mis en 

év idence  a p r a s  rbduc t ion .  L a  déhydro-alznine e s t  r é d u i t e  à 30 p.130 

p a r  le boroilydrilre de sotlium e t  à 100p.190 p a r  l e  s:tdi am dans  l'am- 

moniac l i q u i d e .  L ' a c i d e  2-amino-2-Suténoïq~ie e s t  r Q d u i t  e n  a c i d e  u( - 
aminobutyr ique  avec  un rende-ncqit de 75 à 80 p.130 p a r  l e  sodium dans 

l 'arnnioniac l i q i l i d e .  Ces a c i d e s  aminés néoforln6s s o n t  dnsSs à 1 'Aut -- 
a n a l y s e ~ l r  TECHNICON -(MONSIGNY ) (5 20) .  

B - ZDENTIFICATION DE3 LTAISONS DE LA N-( ~BSPASTYL)-GLIJCOSA!YINYLAMINE 

Les modes o p é r a t o i r e s  u t i l i s é s  ont  é t é  d e c r i t s  à propos de  

l 'ovomucoïde (MOIJSIGNY e t  alA)(521) e t  de l a  t r a n s f e r r i n e  (SPIK e t  a l .  ) 

6 2 2 )  . 
Les g l y c o p e p t i d e s  r s s p e c t é s  p a r  l ' a c t i o n  de  l a  soude son t  

soumis à un2 hydi-ol~yse a c i d e  menagée (100 mg dans 20 m l  d ' a c i d e  chlo-  

r h y d r i q u e  1 ,5  N - 130°C, pendant  1,5 h e u r 3 ) .  

La ~ - ( / 3 - a s ~ a r t g l )  glucosaminylzmine e s t  i s o l é e  p a r  é l e c t r o -  

phor s se  p r é p a r a t i v e  s u r  p a p i e r  Arches 304 à pH 3,9 e t  i d e n t i f i é e e n  u- 

t i l i s a n t  l e s  mét!iodes employées p a r  l e s  a u t e u r s  c i t é s  ci-dessu:;. 

De p l u s  13s g l y c o p e p t i d e s ,  a l c a l i - s t a b l e s  ont  é t é  soumis à 

p l u s i e u r s  c y c l e s  de  d é g r a d a t i o n  dlEDMAN q u i  ont  condu i t  aux  PTH-aspar- 

t y l -g lycannes  q u i  on t  é t é  é t u d i e s .  

3 . - XESOLTATS 

1 - ISOLEBIENS ET ET'UIIE DE LA FRACTION GLYCOPEP?IDIQUE TOTALE 

L 'hydro lyse  p ronas ique  de  5 g  d t I g A  f i - u r  îit 520 à 550 mg de  

g l y c o p e g t i d e s  a p r g s  p u r i f i c a t i o n  s u r  Gchangeiirs d ' i o n s  e t  f i l t r a t i o n  

siIr g e l  de  Sephadex 5-25. 

La composi.tion de  c e t t e  f r a c t i o n  appe lée  GLYCOPEPTIDE II e s t  

donnée dans  l e  t a b l e a u  I L  ( P .  2 0 2 ) .  Les r a p p o r t s  m o l s i r e a  d e s  o ses  

n e u t r e s  s o n t  i d e n t i q u e s  à ceux  de la p r o t é i n e  n a t i v e .  Il e n  e s t  de même, 

à peu lie clioses p r & s ,  pour  13s r a p p o r t s  glucoaam~~ne/galactosamine,  
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/ oses n e i ~ t r e s / a c i d e  N-acétylnei~rarn-inique e t  o s e s  n e u t r e s j  hexosa!n.ines. 

La composi t ion  en  amino-acides d e s  g lycopept  i d e s  p a r a î t  complr-xe quand 

oti l , z  cornpare à c e l l e  d e s  g lycopep t - ides  ob tenus  dans 12s mêm;rs condi-  

t i o n s  .5 p a r t i r  d e s  IgG (DUQUESNE -- e t  a l .  ) ( 5 2 3 ) ,  ou de l a  t r a n s f e r r i n e  

( SPIK e c  a l .  ) (524). C e r t a i n s  gl.jrcopepii.des obtenus  p a r  c e s  a u t e u r s  

ne r e a f e r m e l t  que l t a c i ' 3 e  a s p a r t i q u e  e t  1.3 s é r i n e .  

L 1 é l e c t r o p h o r S s e  ; ;Ur  p a p i e r  en tampon pK 2,4 montre  que 

c e t t e  f r a c t i o n  sst  composée de nombreux g lycopep t ides .  

Une hydro lyse  p a r  l a p r o n a a e  : s u r  une p r Q p a r a t i o n  d ' IgA obte-  

nue à p a r k i r  dd p r é c i p i t é  P  nous a fo i l rn i  une f r a c t i o n  g1,ycopept i ' i i -  
2 

que t o t a l e  de composi t ion  sens ib lement  i d e n t i q u e  à c e l l e  que nous ve- 

nons de d é c r i r e .  Nous avons f a i t  a g i r  l z  soude s u r  c e s  deux  prépara-  

t i o n s  de  g1ycopept i : les .  

II - ACTION DE LA SOUDE SUR LA FRAC'I'IOM GLYCOPEPSIDIQUE TOTALE ET' 

MISE EN E\TIDENCE DE LIAISONS O-GLYCOSIDIQUES 

Les g l y c o p e p t i d e s  p réa l ab lemen t  amid6s sont  s - u m i s  à l ' a c t i o n  

de l a  soude en p ré sence  de Sorohydrure  p u i s  à une seconde r é d u c t i o n  p a r  

l e  sodium dans  1 'ammoniac l i q u i d e .  

Les r é s u l t a t s  r a p p o r t é s  dans  l e  t a b l e a u  XLT ( p .  204)  montrent  

que pour  l e s  deux p r é p a r a t i o n s  d l I g A ,  4 r é s i d u s  de t h r é o n i n e  e t  4 r 4 s i -  

dus de  s é r i n e  a i n s i  Tue 3 r é s id i l s  de  ga lac tosamine  on t  d i s p a r u .  I l  e s t  

apparu simiiltanément 7 r é s i d u s  de g a l s c t o s a m i n i t o l ,  3 r 8 s i d u s  d ' a l a n i n e  

(provenant  de  l a  r é d u c t i o n  t o t a l e  de  l a  déhydroa lan ine )  e t  3 r é s i d u s  

d 'ac ide&-amino-butyr ique  (provenant  de  l a  r é d u c t i o n  p a r t i , o l l e  de  l ' a -  

c ideR-aminobuténoïque .  

III - FHACTTONF'EYLEi;" ET E'PIJDE DES JRODiJ1,'S DE L'ACTIOX 9E Lh SOUDE 

Chacune d e s  f r a c t i o n s  e s t  d ' a b o r d  soumise à une a n a l y s e  d 1 a -  

minoacilles e t  de g l u c i d e s  dont  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  r a p p o r t é s  dans l e  

t a h l  ?au :CL11 ( p .  205 ) . 
E n s u i t e  l a  v a l e u r  d e s  reademrnts  de chaque f r a c t i o n  permet 

de d e d u i r e  d e s  r é s u l t a t s  p r6céden t s  l a  r e p a r t i t i o n  m o l a i r e  di1 m a t é r i e l  

g l y c o p e p t i d i q u e  de  d e p a r t  dans  cllacilne d e s  f r a c t i o n s  comrne l e  montre 

l e  t a b l s a u  X L I T I  (p .  206) En o u t r e ,  l a  coririaissance d e s  masses rnc~lé- 

c u l a i r e s  d e s  glycopep t i d e s  a l c a l i - s t a b l e s  e t  d e s  glycauities perme %, pour  



T A B L E A U  XLI 

Z 
R é s u l t a t s  de l ' a c t i o n  de l a  soode s u r  l e s  f r a c t i o n s  g l y c o p e p t i d i q u e s  t o t a l e s  

provenant de 2 p r é p a r a t i o n s  d i f f é r e n t e s  d l I g A  i s s i i e s  d e s  p r é c i p i t é s  P e t  F 
2 4 

(f ie .  2 ; p . 5 9  1. 

(r)  Exprimés en  moles p a r  mole d l IgA.  



T A B L E A U  XLII 

Composition csntésimale en acides aminés et en glucides des différentes fractions 

obtenuesapr~s action de la soude comparees à la fraction glycopeptidique de 

départ (glycopep tides II), 

bide aspartique 

TlirSonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Pr,) 1 ine 

Glycocolle 

Alanine 

Val ine 

Acide 4-aminobutyrique 

N-acétylglucosarnine 

N-acétylgalactosarnine 

Galactosaminitol 

Ga1,sctose 

Manno 3 e 

Fucose 

Ac i de N-acéty1;mramnique 

- 
T O T A L  

Glycopeptides 1 

4,3 

2,2 

2 

2,7 

2,6 

0,7 

098 

096 

O 

26,6 

4,l 

O 

13 9 1 

1597 

579 

10,7 

92,9 

Peptides 

11,5 

7 

Glycopep bides 

Alcali-stables 

4 9 8 

136 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
O 

1593 

traces 

898 

35 

O 

9 

2 2 

90,1 

Glycannes 

libérés 

traces 

.- 
7 1 1,4 

12,9 1 2,7 

. 

3 3 

3,5 

14,2 

4 

895 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

101,6 

1,4 

096 

098 

O,4 

O 

3396 

2 

O 

6 , 7 
22, 3 

4,9 

794 

90,7 



C o m p o s i t i o n  m o l a i r e  e n  a c i d e s  a m i n 6 s  e t  e n  g l u c i d e s  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

o b t e n u e s  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  s o u d e  p a r  r a p p o r t  à 1 a . f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  d e  

d é p a r t  ( g l y c o p e p t i d e  1 1 ) ( ~ o u r  une masse  m o l é c u l a i r e  d e  385.000). 

(x) Sans  r é d u c t i o n  : 1 , 9  ( ~ 3 )  S a n s  r é d u c t i o n  : O 



l e s  p r e m i e r s  d ' e s t i m e r ,  pour  l e s  seconds de  v S r i f l e r  l e  nom5re de 

g lycannes  a l c a l i - s t a b l e s  e t  a l c a l i - l a b i l e s  dans l a  molécule  d l IgA.  

On peu t  e n f i n  é t a b l i r  une composi t ion  m o l a i r e  mayenne de  c e s  d i f -  

f é r e n t s  g lycannes .  Nous a l l o n s  c o n s i d é r e r  succes s ivemra t  l e s  r é s u l -  

ta ts  o b t e n u s  pour  l e s  p e p t i d e s ,  l e s  g l y c o p e p t i d e s  a l c a l i - s t a b l e s  e t  

l e s  g lycannes  l i b é r é s  p a r  l a  soude. 

ETUDE 3ES PE?'?IDES 

Les p e p t i d e s  l i b é r é s  p s r  l a  soude q u i  o n t  é t é  r e t e n u s  s u r  

l ' é c h a n g e u r  de c a t i o n s  p z i s  é l u é s  p a r  l a  s o l u t i o n  d'ammoniaque 0 ,5  N 

r e p r é s e n t e n t  5 p.100 de  l a  f r a c t i o n  g lycopep t id ique  t o t a l e .  I l s  rsn-  

ferment l a  t o  t s l i t é  de  1 ' a c i d e  d-amino-butyrique e t  de 1 ' a l a n i n e  néo- 

formés. Pour  é v a l u e r  c e t t e  d e r n i è r e  nous avons f a i t  a g i r  l a  soude 

sans  borohydrure  s u r  l e s  g l y c o p e p t i d e s ,  p u i s  d l v l s é  l e s  p r a d i i i t s  en 

deux p a r t i e s ,  l ' u n e  a . é t é  f r a c t i o n n é e  d i r e c t e m e n t ,  l ' a i z t r e  l ' a  é t é  

a p r & s  a v o i r  s u b i  une r é d u c t i o n  p a r  l e  sodium dans l ' avmon iac  l i q u i d e .  

L ' a l a n i n e  néoformée a donc é t é  dosée  p a r  d i f f é r e n c e .  Nous avons re -  

p r é s e n t é  c e c i  schématiquement s u r  l a  f l g u r e  48 (p.208 ). 

Les déhydro-arninoacldes p r é s e n t s  s u r  l e s  déhydropro t ides  

l i b é r é s  p a r  l a  soude en  a i l i e u  non r é d u c t e u r  on t  également é t é  carac-  

t é r i s é s  dans  c e t t e  f r a c t i o n  sous  forme de  q u i n o x a l i n o l s  p a r  hydroly-  

s e  de c e t t e  d e r n i è r e  en p ré sence  d 'O-phénylènediamine.  On n o t e  e n f i n  

que l e s  p r o t i d e s  l i b é r é s  comportent  un t a u x  é l ev6  de  p r o l i n e .  

B - ETUDE DES GLYCOPEP'PIDES ALCALI-STABLES 

L a  f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  a l c a l i - s t a b l e  e s t  c a t i o n i q u e  

en é l e c t r o p h o r h s e  s u r  p a p l e r  à p9 1 , 5  e t  e l l e  r e p r s s e n t e  70 p.100 de 

l a  f r a c t i o n  g l y c o p r p t i d i q u e  t o t a l e .  Sa composi t ion  c e n t é s i m a l e  e s t  

donnee dans  l e  t a b l e a u  X L I I  ( p .  2 0 5 )  t a n d i s  que l a  compos i t i on  m o l a i r e  

r a p p o r t &  à une mole d l I g A  e s t  i n d i q u é e  dans  l e  t a b l e a u  X L I I I  ( p .  206 ) .  
On remarqua que l ' a c i d e  amlné l e  p l u s  abondant e s t  l ' a c i d e  a s p a r t i q u e  

e t  q u ' i l  r e s t e  de l a  p r o l i n e .  

Dans l a  f r a c t i o n  g l u c i d i q u e ,  on n o t e  l ' i m p o r t a n c e  d e  l a  

glucosamine e t  du mannose e t  l a  pzésence d ' u n  peu de  ga l ac tosamine .  

La masse m o l é c u l a i r e  moyenne de c e s  g l y c o p e p t ~ d e s  e s t  de  3 .300 ,  p a r  

dosage d e s  N-terrriinailx e t  de  3.200 p a r  f i l t r a t i c n  s u r  g e l .  



Glycopep t i d e s  amides 

Action de l a  soude en 

présence de t r a c e s  de 313,Na 

Pep t ides  Glycannes 

Glycopeptides 

Dowex 50 x 8 

Glycopep t i d e s  

Figure  48 : Sc?iérna de fractionnem~.?rit u t i l i s é  pour l a  

recherche  de 1 l a l a n i n e  f ormee au coiirs de l a  1 -Slirnincition, dans 

l e s  p r o d u i t s  de l l a c i i o n  de 1s soude s u r  l e s  glycopt3ptides. 



La masse des glycopeptides totaux calculée à partir dia pourcentage 

de glucides des Ig4 et du p.urceatage d'acides aminis présents dans 

cette fraction est de 58.600 pour uns masse moléc~~laire des IgA de 

385.000. Les glycopeptides alcali-stables en représentent 70 p.100 

soit 41.000. Il y aurait donc - 41.000/3.250 - environ 12 glycopepti- 

des alcali-stables par molécule d'IgA. 

C - ETUDE DES GLYCANNES LIBERES PAR LA SOUDE 

La fraction correspondante obtenue par électrophorèse pré- 

parative représente 25 p.100 des glycopeptides totaux. 

La masse moléculaire moyenne mesurSe par filtration sur 

gel est de 2.000. 

La masse molécalaire calculée à partir du rendemeit de 

l'électrophorèse préparative et du nombre de résidus de thréonine, 

serine et N-scétylgalactosamine détruits est de 1.830. 

La composition molaire des glycannes liés O-glycosidiquement 

 a able au XLIII, p.206 ) montre qu'ils ne renferment qu'une molécule de 
galactosamine impliquée dans la liaison O-glycosidique, et, qu'à la 

différence des glycannes à liaisons alcali-stables, ils ne renferment 

pas de mannose et sont plus riches en acide sialique. 

IV - COMPARAISON DES GLYCANNTS A LIAISONS ALCALI-STABLES ET ALCALI- 
LABILES. 

La composition molaire globale des fractions glycopepti- 

diques alcali-stables et de la fraction glycannique libérée -par la 

soude - établie sur la base d'une masse moléculaire tle 385 .O00 -diune 

part, les masses moléculaires mesurées d'autre part, permettent de 

déduire une composition moyenne des deux types de d.lycaane. Cette com- 

position rapportée dans le tableau XLIV (p.210 ) montre que chacun 
des :;lycannes liés O-glycosidiquement est composé essentiellement 

~e galactose et possède vraiser>bleblement 1 ou 2 résidus d'acide N- 

acétylneureminique. Les glycannes à liaison alcali-stables sont plus 

complexes comme en témoigne la richesse en mannose et en glucosamine. 

Par contre, leur teneur moyenne en zcide N-acétylneuraminique est 

plus faible. 



T A B L E A U  X L I V  

Compositions molaires moyennes des glycannes à liaisons 

alcali-s tables et alcali-labiles. 

. 
Glycannes à liaisons 

L41cali-labiles 

1 - 2  

1 

4 

O 

1 

1 - 2  

1.80C 

N-acétylglucosamine 

N-acétylgalactosamine 

Galactose 

Manno s e 

Fucoee 

Acide N-acétylneuraminique 

Alcali-stables 

6 

O 

1 - 2 

5 

1 

1 1 

Yasse moléculaire 3.000 



V - 1\11 SE EX Ei:l 3E1Vl:EJ 9ES LIAISONS DE TYPE N-(P -AQPARTYL)-ULTJCOSA- 
bII  NYLAYIINE 

La composition des gly~op~sptides alcali-stables laisse à 

penser que la liaison glycanne-protide s'effectue par le type clas- 

sique de liaison entre l'asparagine et la glucosamine. Pour le dé- 

montrer, nous avons isolé le chaînon formé de l'ose et de l'acide 

aminé par hydrolyse partielle des glycopeptides et effectué de nom- 

breux cycles de dégradation d' EDY,IAN? chô.~;;le c ~ c l e  ét :.nt s~livi dl Urie 

purification sur Sephadex G-25. 

L'hydrolyse acide partielle nous a fourni après purifica- 

tion un composé que nous avons caractérisé de la manière suivante : 

1 - sa mobilité électrophorétique et la coloration gris-bleu qu'il 
donne avec la ninhydrine sont ceux de la N-(F -a~part~l)-~luco- 
sarninylaminr. 

2 - Après hydrolyse du composé par HC1 5,6 N à 100°C, la composition 

molaire déterminée à 1'Autoanalyseur TECHNICON montre la présence 

d'acide aspartique, de glucosamine et d'ammoniaque en proportions 

équimolaires. 

3 - Le composé ne renferme pas d'oses neutres, cnmrne l'a montré la 

chromatographie sur papier, après hydr~jlyse par 1 'acide chlo- 

rhydrique 2 N pendant 1,5 heures. 

4 - L'application de la méthode de PARK et JOHNSON(??;) montre que 

le composé n'est pas réducteur. C'est donc la fonction réductrice 

de la glucosamlne qui est conjuguée à l'acide aspartique. 

5 - Le composé est stable vis-à-vis de la soude. La conjugaison de 
la fonction semi-acétalique de IL glucosamine ne s'effectue pas 

zvec le groupement carboxyli~~ue de l'aclde aspartique. 

O - Plusieurs cycles de dégradation récurre~te (x"EDl.AN conduisent à 

un PTH-glyco-arnlnoacide dont l'hydrolyse acide nous a fourni le 

PTH dérivé de l'aclde aspsrtique sans llbérer d'acide aspartique . 
Ce risultat prouve que c'est la fonctlon amide de l'asparagine 



qui  e s t  conjuguée à l a  glucosamine e t  non l a  f r n c t i o n 4 - a m i n c a c i d e  

qui  e s t  imp l iqaée  dans l a  fo rma t ion  di1 PTH d é r i v é .  

Nous avons i s o l é  à p a r t i r  d ' h y d r o l y s a t s  p r o n a s i q u e s  p a r  f i l -  

t r a t i o n  s u r  g e l  de  Sephadex G-50, une f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  dont  

l a  composi t ion ,  ramenée à un r é s i d u  de  ga l sc tosamine  e s t  r a p p o r t é e  

dans l e  t a b l e a u  XLV ( P .  2 1 3 ) .  

On v o i t  que l a  composi t ion  g l u c i d i q u e  de c e s  g l y c o p e p t i d e s  

e s t  t r è s  v o i s i n e  de  l a  composi t ion  g l o b a l e  des  g lycannes  l i b é r é s  p a r  

l a  soude à p a r t i r  de  l a  f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  t o t a l e  à l a  d i f f é -  

rence p r è s  que l ' o n  t rouve  moins d ' a c i d e  s i a l i q u e  dans l e s  glycopep- 

t i d e s  que dans l e s  g lycannes .  

On n o t e  également l a  p ré sence  de t h r é o n i n e  e t  d e  sé r in ' u ,  

en q u a n t i t é  équ imola i r e  e t  de  deux r é s i d u s  de  p r a l i n e .  Comme il n ' y  

a  q u ' u n  r é s i d u  d e  ga lac tosamine  p a r  g lycannes  l i é  O-glycosidiquement 

c e t t e  composi t ion  r é v è l e  l e s  amino-acides q u i  s o n t  p r é s e n t s  au v o i s i -  

nage du p o i n t  d ' a t t a c h e  g lycanne -p ro t ide  e t  l ' o n  remarque que deux 

r é s i d u s  de  p r o l i n e  s e  t r o u v e n t  s i t a é s  t r è s  p r è s  de c e l u i - c i .  

L ' a c t i o n  de l a  soude e t  du borohydrure  de sodium s u r  c e s  

g l y c o p e p t i d e s  r é a l i s é e  dans l e s  mêmes c o ~ d i t i o n s  que précédemment fait  d i s p a -  

r a î t r e  75 p.100 i e  l a  ga lac tosamine  e t  une q u a n t i t é  é g a l e  d'hydroxy- 

aminoacides r e p r é s e n t é s  pour  m o i t i é  p a r  l a  s e r i n e  e t  pour  l ' a u t r e  

mo i t i é  p::,r l a  t h r é o n i n e .  

4 . - DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

Dans l a .  molécule  d t I g A  du  l a i t  de  Femme e x i s t e n t  deux 

types  d e  l i a i s o n s  g lycanne-pro t ide  : 

- l e s  unes ,  au moins h u i t ,  s o n t  a l c a l i - l u b i l e s  e t  de t y p e  

O-séryl e t  O-thrécnyl  g a l s c t o s a m i n i d i q ù e s ,  

- l e s  a u t r e s ,  au nombre d e  douze e n v i r o n ,  s o n t  a l c a l i - s t a b l e s  

e t  de t y p e  N-(/3 -aspsrtyl)-glucosaminylamini~ues. 

Ces r é s u l t a t s  on t  é t é  a c q u i s  s u r  de nombreuses prSpa . ra t ions  

d l IgA provenant  à 1s f o i s  d e s  p r é c i p i t é s  P (33 p.100 de s a t u r a t i o n ,  2 



T. -4 B L E A U XLV 

Composition molaire d'une fraction glycopeptidique à liaisons O-gly- 

cosidiques (rapportée à 1 résidu de N-acétylgalactosamine). 

Acide aspartique 

Thréonine 

Sérine 

Acide glutamique 

Pro 1 ine 

Glycocolle 

Alanine 

N-acétylglucosamine 

N-acétylgalactosamine 

Galactose 

Fucose 

Acide N-acétylneuraminique 



pH 4,6) et P (50 p.100 de saturation, pH 7) , dx fractionnement par 
4 

Telargage au sulfate d'ammonium. Ils ont donc une valeur statistique. 

Au type de liaison alcali-labile correspondent des glycan- 

nes d'une masse moléculaire de l'ordre de 1.800, qxi sont foraés d'un 

résidu de galactosamine impliqué dans l'attache glycanne-protide, de 

glucosamine, de galactose, de fucose et d'acide N-acétylneuraminique. 

Ils ne renferment pas de mannose. 

Au second type de liaisons, correspondent des glycannes 

d'une masse moléculaire plus élevée de l'ordre de 3.000, dont la com- 

position globale montre qu'ils sont surtout constitués de glucosamine 

et de mannose et en proportion moins élevée de fucose, d'acide N-a- 

cétylneuraminique et de galactosamine. La présence de cette dernière 

peut s'expliquer par une /A -élimination non quantitative malgré ltami- 

dation des glycopeptides. L'utilisation de soude 0,2 N, borohydrure 

0,3 M n'a pas modifié les résultats: La galactosamine peut également 

provenir de glycannes à liaisons alcali-stables et ce point reste à 

préciser. 

La composition des glycannes liés O-glycosidiquement dans 

les I g A  colostrales humaines et celle des glycannes des IgA humaines 

sériques de myélome K sont tout-à-fait différentes-DAWSON et CLAMP (526) 

proposent pour ces derniers la structure linéaire suivante : 

On voit que ces glycannes renferment autant de galactosa- 

mine que de galactose et qu'ils n'ont pas de fucose. 

Des liaisons entre la thréonine et la galactosamine ont 

également été mises en évidence dans les IgG de lapin par SMYTH et 

UTSUPI1 (527). Le groupement glycannique lié de cette manière comprend 

un résidu de galactosamine, un de galactose et deux d'acide sialique 

(FAI?GEPL et SMYTH) (528). comme ces auteurs, nous confirmons la présrn- 

ce au voisinage du point d'attache O-glycosidique d'un ou de deux ré- 

sidus de proline. 

Les différents groupements glycanniques n'ont pas été 



l c c a l i s 6 s  su r  l e s  chaînes  dl igA en particulier su r  1 2  chaîne de sécré-  

t i o n  ( S C ) .  Nianmoins, d ' ap r è s  l e s  r é s u l t a t s  de SOBAYASHT (529) pour une 

masse molécula i re  de 75.000, l a  masse glycannique l i é e  à l a  chaîne de 

s éc r é t i on  s e r a i t  de 11.700 a l o r s  que l a  masse glycannique l i é e  O-glyco- 

sidiquement s e r a i t  d ' a p r è s  nos r é s u l t a t s  de 14.600. I l  semt~le donc que 

t ou t e s  l e s  l i a i s o n s  O-glycosidiqaes, s ' i l  en e x i s t e  s u r  l a  chaîne de 

s éc r é t i on ,  ne so i en t  pas l o c a l i s é e s  e x c l u i i v e m ~ ~ n t  su r  c e t t e  chaîne ,  d'au-- 

t a n t  p lu s  que se lon  KOBAYASHI (530),  l a  chaîne de s4c r é t i on  l i b r e  ren- 

ferme 3,95 p.190 de mavlnose e t  que l e s  glycannes que nous avons i s o l é  

pa r  -é l iminat ion n l e n  renferment pas.  



CONCLUSIONS GENERALES s 
l0 - Le fractionnement du lactosérum humain par le sulfate d'ammonium 
nous a permis de tirer les conclusions suivantes : 

a - Il est impossible de préparer des composés à l'état pur au moyen de 

cette seule étape qui a néanmoins l'avantage de permettre l'enri- 

chissement simultané en plusieurs protéides dont elle préserve l'in- 

tégrité : IgA, lactotransferrine, glycopeptides, lactalbumine, sé- 

rum-albumine, contrairement à d'autres procédés qui sont axés par- 

ticulièrement sur la préparation d'un composant : par exemple, la 

méthode au rivanol pour les globulines immunes. 

b - La composition glucidique des différents préclpités montre que ceux- 
ci renferment des quantités variables de galactose, mannose, fucose, 

N-acétylglucosamine, N-acétyl-galactosamine, acide N-acétylneurami- 

nique. Seul le précipité P ne renferme pas de mannose. Par contre, 
10 

le fucose se trouve dans tous les précipités. Cela laissait augurer 

que ce monosaccharide devait être présent dans la plupart des glyco- 

protéides et non pas seulemznt dans les glycopeptides appelés "gyno- 

lactofucoïdes", comme on le pensait autrefois. 

On remarque une certaine constance dans la composition glucidique 

des précipités comme en témoignent les rapports oses neutres/hexo- 

samines, oses neutres/acide sialique . 
On note enfin qu'aucun groupement glycannique de glycoprotéide ne 

renferme de glucose. L'hypothèse d'une relation métabolique entre 

les glycoprotéides et les oligosaccharides du ''gynolactose" est 

donc à rejeter. 

c - L'analyse des précipitLs par électrophorèse de zone sur différents 
supports et par immunoélectrophorèse confirme la complexité du sys- 

tème protéique di1 lactosérum humain. La révélation des électropho- 

régrammes au moyen du réactif P.A.S. montre que les glycoprotides 



sont reprisentés essentiellement par les IgA, la lactotransferrine, 

les glycopeptides, la chaîne de sécrétion lisre. Il s'avère donc, 

qu'à l'exception de la lactalbumine, tous les protéides majeurs du 

lactosérum humain sont des glycoprotéides. 

d - Le protéide le plus facilemrnt purifiable est un composé soluble 
dans 1 'eau, à froid, qui précipite à température ambiante, et que 

nous avons isolé par précipitations successives à partir du préci- 

pité Pl. Il ne renferme ni glucides, ni phosphore et a été isolé 

également par SCIIADEet REINHART (531 ) à partir du lactosérum entier ; 

il a été baptisé galactothermine par ces auteurs qui ont en outre é- 

tabli ses principales caractéristiques physico-chimiques. 

2 O  - La purification des différents précipités par chromatographie de 
tamisage moléculaire sur Sephadex G-150, G-100 et G-50 nous a donné 

d'excellents résultats. 

a - L'utilisation du Sephadex G-150 pour le précipité P nous a procuré 
4 

en particulier une préparation d'IgA pure. Les autres précipités ri- 

ches en IgA : Pl et Pz, purifiés dans les mêmes conditions fournis- 

sent des préparations d'IgA contaminées par la chaîne de sécrétion 

libre et par des glycopeptides. 

b - L I  4-lactalbumine a été obtenue à l'état pur à partir du précipité 

P sous forme de préparations dont l'arc immunoélectrophorétique 
2 

présente une cassure côté cathodique et anodique. Ces irrégularités 

semblent correspondre à la présence de zones cathodiques et anodi- 

ques flanquant la zone principale en électrophorèse sur acétate de 

cellulose, gélose et gel de polyacrylamide. Le lait maternel semble 

donc renfermer des composés mineursantigéniquement apparentés à 

la lactalbumine. Ces composés n'ont pas été isolés, aussi nous ne 

pouvons qu'émettre l'hypothèse de l'existence d'un polymorphisme de 

la lactalbumine, polymorphisme qui n'a jamais été signalé par d'au- 

tres auteurs. 

c - La sérum-albumine a été purifiee également. Des traces de composés 
antigéniquemrnt apparentés à la sérum-albumine ont été mis en évi- 

dence. Il pourrait s'agir de complexes sérum-albumine-lactotransf~. 



d - La lactotransferrine ne peut être efficacement purifiée par fil- 
tration sur gel même en présence de tampon de force ionique éle- 

vée. Elle reste en effet associée à des glycopeptides et à la 

chaîne de sécrétion libre. 

e - Les glycopeptides ne peuvent pas non plus être dissociés de l'a - 
1 

antitrypsine par simple filtration sur gel. Cette technique est 

de plus impuissante à réaliser un fractionnement de ces composés. 

Les glycopeptides ne peuvent être isolés lorsqu'on effectue di- 

rectement une filtration d u  lactosérum concentré sur Sephadex G-150. 

f - Le lactosérum renferme une certaine quantité de peptides riches 
en phosphore . 

3 O  - Si l'association relargage par le sulfate d'ammonium-filtration 
sur gel du lactosérum permet la préparation de la   lu part des protéi- 

des dans un état de pureté acceptaxle, l'utilisation des échangeurs 

d'ions demeure importante d'une part, pour Ôter les dernières traces 

. d'impureté, d'autre part, pour effectuer des préparations à grande 

échelle. Les moyens utilisés pour purifier les principaux glycopro- 

téides ont été les suivants : 

a - L'application du procéde criginal de MONTREUIL, TONNELAT et NULLEI' 
pour la préparation de la lactotransferrine humaine (relargage par 

le sulfate d'ammonium et chromatographie sur une rjsine carboxylique, 

1 'Amberlite XE-64, fournit ci:.: éc'-,z,iit illoris j de 1actotran::f errine pure 

avec am rendment d.e 7 0 à f?5 p. 100. b e  tel! tative d am6liaratior! de la m 6 t ho de, 

qui consistait à substituer à llAmberlite XE-64, la DUE-cellulo- 

se, a échoué, car celle-ci dénatnre le protéide. Il s'agit d'ail- 

leurs d'un phénomène général et il nous semble que la plus grande 

prudence doive être observée dans les applications de la DEAE-cel- 

lulose à la chromatographie des protéides. Au contraire, l'emploi 

de la CM-cellulose nous a permis d'obte~ir des préparations de 

lactotransferrine pure, avec un rendement qui atteint 90 à 95 p.100. 
Des fractionnements réalisés d'une masière quantitative nous con- 

duisent à fixer entre 1,l et l,25 g p.litre la concentration de la 

lactotransferrine du lait de Femme. 



Ces valeurs sont supérieures à celles de BLANC (0,6 g) et sont en 

accord avec celles de MON'TREUIL et al, qui fixaient la teneur en 

lactotransferrine entre 1 et 1,5 g par litre de lait total de Femme. 

b - L'utilisation de la chromatographie d'échange d'ions pour la pré- 
paration des IgA ne nous a pas satisfait car cette méthode provoque 

le plus souvent un "découpage" difficilement contrôlable de la fa- 

' mille des IgA. Ce fait est évident en ce qui concerne le DmE-Se- 

phadex et la DEAE-cellulose. La CF:-cellulose ne produit pas de 

fragmentation et donne une bonne séparation lactotransferrine-IgA 

mais ces dernières demeurent contaminées par des glycopeptides. 

La purification du précipité P sur Sephadex G-150 nous semble donc 
4 

être une méthode de choix pour préparer des IgA pures. Nous avons 

montré que la composition glucidique de ces préparations était, 

d'une part, parfaitement reproductible, d'autre part, tout à fait 

comparable à celle des préparations obtenues à partir de P et P p  1 
par filtration sur gel et reprécipitation par relargage au sulfate 

d'ammonium pour éliminer les dernières traces de glycopeptides. 

c - Les glycopeptides souillés d'o(l-antitrypsine sont débarassés de 

celle-ci par chromatographie sur SE-SEPHADEX. Le fractionnement de 

ces glycopeptides par électrophorèse préparative en veine liquide 

nous a montré que l'on se trouvait en présence d'une série continue 

de composés de composition glucidique variable. Il est toujours pos- 
I 

sible d'extraire de cette famille un élément dont la composition ne 

sera qu'un reflet d'une palette très étendue, 

d - Nous ne sommes pas parvenus à obtenir la chaîne de sécrétion libre 

dans un état de pureté satisfaisant à l'issue des trois stades de 

purification suivants : relargage par le sulfate d'ammonium, filtra- 

tion sur gel, chromatographie sur échangeurs d'ions. 

e - L1?(l-antitrypsine sérique a été isolée à partir du précipité P 
10 

par filtration sur gel de Sephadgx G-50 et chromatographie sur SE- 

Sephadex. Ce protéide n'existe dans le lait humain qu'à l'état de 
# 

traces, il est donc peu probable qu'il y joue un rôle important. 



4 O  - Les IgA, la lactotransferrine et vraisemblablement la cbaî~e de 
sécrétion ont la propriété de se complexer avec les glycopeptides 

que nous avons caractérisésdans les derniers précipités d u  fraction- 

nement par le sulfate d'ammonium. 

a - Ceci a été démontré pour les I g A  qui, isolées directement du lac- 

tosérum par simple filtration sur gel de Sephadex G-150 ont une 

composition glucidique identique à celle d'un mélange composé de 

83 p.100 d1IgA et 17 p.100 de glycopeptides. En outre, la reprs- 

cipitation de cette préparation 5'IgA par le sulfate d'ammonium 

fait apparaître des glycopeptides. Ces I g A  contiennent également 

de la chaîne de sécrétion libre. 

b - La formation de complexes avec les glycopeptides a été démontrée 
d'une autre manière pour la lactotransferrine. En ajoutant des gly- 

copeptides à de la lactotransferrine purifiée on rend à celle-ci la. mc- 

'hilit6 éle.ctrophorétiq1-ie ~lu'clle possédait ZL 1 'état "natweIV. Cet-t.e mo- 

bilité électroplioréririile ne vc,rie ?.'?il leurs pas pr.ogres.sj.vement mais 

posséde 2 val5urs bien définies qui correspondent aux lactotrans- 

ferrines combinees et non combinées. Inversement, la composition 

glucidique de la lactotransferrine "naturelle" isolée à partir di1 

préci~itgp témoigne que cette derxière est combinée à des glyco- 
9 

peptides. La chaîne de sécrétion s'associe également à la lactn- 

transferrine et nous avons pu isoler des traces de complexe au cours 

de la purification de celle-ci sur Sephadex G-100. 

c - Nous avcns démontré que la chaîne de sécrétion se prSsente &gale- 
ment sous deux formes de rnobllit6s électro~horitique différentes 

dont la plus rapide pourrait être un complexe de ce glycoprotélde 

avec des glycopeptides. 

S C  - Nouz avons contribué à etablir les compositions centésimales 3t 

molaires en glucides des principaux glycoprotéiiies du lactosérum : 

a - i3 1 ~ctotransf errine ei? col liborat- on avec SPTK (533) et RR4ZTER (533) , 

b - Les IgA pour lesquelles nous avons proposé une composition gluuldi- 
que-  "statistiqüe" et montré la présence de galaclosamine qui a $té 



dosée  p a r  d i f f é r e n t e s  méthodes. 

c  - Les g l y c o p e p t i d e s  dont  l ' é t u d e  r é a l i s é e  en c o l l a S c r a t i o n  avec  

GRIMMONPREZ (534) a r é v e l é  l a  grande d i v e r s i t é  de composrt ion g l u -  

c i d i q u e  c e l a  malgré  deux p o i n t s  communs : l ' a b s e n c e  de mannose e t  

l a  r i c h e s s e  e n  ga l ac tosamine .  

La composi t ion  en  g l u c i d e s  de  l a  cha îne  de s é c r é t i o n  a é t é  

é t a b l i e  d 'une  manière p r é c i s e  p a r  KOBAYASHI (535) q u i  n ' a  malheu- 

reusement p a s  donné l a  composition en  hexosamines. 

60 - Notre  c o n t r i b u t i o n  à l ' é t u d e  des  groupements g lycanniques  d e s  

g l y c o p r o t é i d e s  du l a i t  de Femme nous permet de p ropose r  une c l a s s i f i -  

c a t i o n  de c e s  g lycannes  : 

a  - Glycannes à mannose e t  à l i a i s o n  asparaginyl -g lucosamine  a l c a l i  

s t a b l e  q u i  s e  t r o u v e n t  dans  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ( 2 ) ( ~ ~ 1 ~ ) ( 5 3 6 )  

e t  dans  l e s  IgA @), l e u r  masse m o l é c u l a i r e  s e r a i t  a s s e z  é l e v é e  : 

. 3000 dans l e  cas des  IgA. 

b - Glycannes s a n s  mannose e t  à l i a i s o n  O-séryl e t  O-thréonyl g a l a c -  

t o samin id ique  : i l s  s e r a i e n t  au nombre de  8 dans  l e s  IgA (4 O-sé- 

r y l  e t  4 0 - t h r é o n y l )  e t  e n  nombre enco re  inde te rminé  dans  l e s  g ly -  

c o p e p t i d e s  e t  l a  c a s é i n e  kappa. On n o t e  une c e r t a i n e  p a r e n t é  de  

composi t ion  e n t r e  c e s  g lycannes   a able au X L V i ,  p. 222)  dont l a  

masse m c l é c u l a i r e  s e r s ' i t  p l u s  f z i b l e  - 1.800 pour  l e s  IgA -. L,a 

séquence au v o i s i n a g e  du p o i n t  d ' a t t a c h e  n ' a  pa?  é t é  é t a . b l i e  mais 

nous avons remarqué l a  presence  de deux r 4 s i d u s  de p r o l i r e  à prw- 

x i m i t é  de c e  p o i r t  d ' a t t a c h e  d a m  l e s  IgA. 

Nous s o u l i g n e r o n s  pour te rmirLer  qu ' au  r ô l e  n u t r i t i o n n e l  6-  

v i d e n t  au l;.it s ' a j o u t e  un r ô l e  "aynamique" p e a t  ê t r e  p l u s  impiir tant  

pour  l e q u e l  l a  s é c r é t i o n  l a c t i e  e e t  spec i f iquemen t  adaptge .  S i  l a  pro-  

t e c t i o n  de  l a  paroi. i n t e s t i n a l e  du mh.mmifi/re no~veau-né  e u t  t o u j o u r s  

uri problème iapo~. ta r l -k ,  chez 1 6 .  nourl-.iason c e  prii'r.1 ?me r:e s e  corn-i i q u e  

paz c0mrr.t: chez l e  Veau ou l e  E'orc,ele?; p a r  1: nCcese i t6  de c o r l s t i t u e ~ .  

rt pi2eme:n.t un p o t e n t i e l  inii7liir.itaire s6riqu.e.  L.e l a i t  m a t , e r r ~ ~ l  e s t  à n r c  
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Com~osition centésimale en glucides des glycannes à liaisons 

O-glycosidiques isoles des IgA, de la caséine et des glycopeptides. 

(2) d'après MALFRESS et SEID-AKHAVAN (537). 
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coa.ut i tui .  e s s e n t i  e1lemt:r.t de s i ~ t l ~ t a u ~ c e s  capab le s  d ' a s su i . e r  li, ciéf ense  

de l a  muqueuse i.rit ezt i-na1 e  c e n t r e  des  a g e c t s  .?j c r o i i e ~ l s  e t ,  parmj ~ ! e l l  eo- 

c i ,  l e s  IgA jouerit aï! i-ôle t r è s  i m ~ o r t a n t ,  pu isque  css  ari t ; icorps sorit 

cons idSrés  pa r  TOi\?.?ST (538) cerne l a  p r e n i è r e  l i g n e  de d6ferisè cle ;!>iites 

l e ?  i n t e r f a . c e s  mi  lie^ in te rme -. m i l i e u  e ~ t ~ e r - r i ~ ! .  

(539),  ~ I J : ~ B , . I  semj1a~~1en~c;(:,t C i U r  p l a c e  corme s e l a  a 6 t G  d 6rnc,ntr é FOcr d'a!.:- 
. > t r e s  necr,~-iio-r,s t c n a i n s : :  ('?r)'"l ~ ~ r J . , ~ , . . , i ~ ) ( 5 4 ~ )  ' P et. ~ o i i r  la ,  ~ é c r 6 t i i i n  ? a c t S c  de 

la l a p i n e  (LAUJTGTT e t  al .) (541), sont  2otée.s des  qils.1. i t 4 e  nScesse . i ree  pour. 

cp{irer  d a n s  1 ' l . t l t es t i r i  : r 4 s i s t a n c e  à l a  p r o t é o l y s e  (SVTTTH (~q . ;? ) ,  CEZ'FR- 

BUT)  e t  a l .  (543), KETTMY e-t a l .  (54.4), IOMkSI e t  CZ,ERGIE'.YSKT (3:;:), 'dTL,XON 

e t  a l .  (546), CnliTNITCFiANSKY e t  a l ,  (547) ,  BROinlN S-L a i .  ( 5 4 ? ) \ e t  a p t i t u d e  

à s e  pasFe r  JLJ. cornpl-&ment ( s ~ ? T T H ) ( ~ ~ ? ) .  Ces qur : . l . i tés  l e u r  seya i t ,  :-i.ppi>r- 

t é e s  p a r  l a  cha îne  iIt: s é c r é t i o n  ( T ? I ~ A S I  e t  C Z E R ' V ~ J I I ~ ~ S K I ) ( S ~ ) .  La ch,zîne 

de s î c ~ é t i o n  l i b r e  q u i  s1assi, ï .  it' égaleclen t à l a  la,ctot~r.sri : : :fer: . i~e p:3i:r#- 

r a i t  c o n f é r e r  l e s  rnen1çl.s p r c p r i é t e s  ds :rsés-i:;.t;tiice à c:: glycroprc~téida dont  

l e  P O ~ V O F ; ~  Ijact é r i  c i d e  a  Sg:slc:mr?iît été déniontré. 

Cn ïcma.r-que ~ U E :  c e s  subst,ar:es "ddynami:~ues" sont des g1yc;opro- 

t é i a e s  d o n t  l e  c a r a x t è r e  g l y c û ~ r c i t é i d i q i l e  s e  trcirve enco re  r e n f o r c é  par. 

1 ' a d s o r p t i o n  de g l y c o p e p t i d e s  q u i  pourr i i i  erit j oae r  un r ô l e  d ' a d j u v a n t  

pour la p r o t a c t i o n  e t  pour l e  fonctionr~ernc$nt des  d i t e s  m o l é c ~ l e e .  C e l l e s -  

c i  pourvues  de nomhreüx groupercents glycanrii  q ~ . e s  s e r a i e n t  mieux s v l v a t é e s  

e t  p a r  cons6qcent  mieux ; idsorbees  s u r  l a  5,ijrfa.ce des  7iuqueuses 3 p r n t c g e r .  



ABZLLI G . ,  Panmin3rva T'Ied., 1962 ,  4, 181 ( 5 2 ) .  

ABRAHAM G .  , J'n. K i n d e r h e i l k ,  1929 ,  125, 160  ( 1 0 3 ) .  

ADAIS J.1:. , KII'BALL A . C .  e t  ADA'IS F.H., Amer. J .  D i s .  C h i l d . ,  1947, 14, 
1 9  ( 9 7 ) .  

ADINOLFI M . ,  GLYNN A . A . ,  LINDSAY 1:. e t  FlIL E C . M . ,  Immunology, 1966,  l0, 

517  (110). 

ALAIS C .  e t  JdLLES P . ,  N a t u r e ,  1962 ,  m, 1098  ( 2 ~ 1 ,  303 ,  306,  365)  

ALAIS C .  e t  JOLLES P . ,  C . R .  Acad. S c i . ,  1962,  255, 2309 (2 '8 ) .  

ALAIS C .  e t  JOLLES P . ,  J .  Chromatog.,  1969 ,  04, 573 ( 2 9 2 ) .  

ALLEN F.W., Biochem. J . ,  1940 ,  2, 858 ( 3 8 6 ) .  

AMINOFF D., Biochem. J . ,  1961 ,  &, 334 (475)  

AMPlANN A . J .  e t  STIEHM E . R . ,  P r o c .  Soc.  Exp. B i o l .  Med., 1 9 6 6 ,  - 1 2 2 ,  1098 

(149, 1 5 2 ) .  

ANDERSON B. ,  SENO B., SAE!PSON P . ,  RILEY J . G . ,  HOFFMAN P. e t  MEYER K . ,  

J .  B i o l .  Chem., 1964 ,  239, PC 2716 ( 5 1 2 )  

ANDREWS P . ,  Biochem. J . ,  1969 ,  111, 14 P ( 3 2 6 )  

ARWON H . ,  SALZBERGER M .  e t  OLITZKI A . L . ,  P e d i a t r i c s ,  1959, 23, 86  ( 9 1 ,  

1 0 7 ) .  

AXELSSON H . ,  JOHANSS9N B.G. e t  RYï$lO L . ,  A c t a  Chem. Scand . ,  1966,  20, 

2339 (1919 407,  484, 490 ,  491,  494). 

BAILLETTX R.E. e t  IKHOF J.3.  i n  "H. PEEI'ERS Ed.,  P r o t i d e s  o f  t h e  B i o l o g i -  

c a l  F l u i d s ,  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  Col loquium,  Bruges ,  1961 ,  E l s e v i e r  

Amsterdam, 1962 ,  p .  266 ( 7 2 ) .  

BARMAN S . E . ,  Eiochim. Blopkiys. Acta,  177G, '14, 242 ( 3 2 2 ,  325, 4 1 6 ) .  

BAUER J . ,  Z .  Exp. P a t h o l .  T h e r a p , ,  1910 ,  1, 417 ( 3 2 ) .  

BELCHSR R .  , N3"TETJ A,. J . eU SAIIBROOK C . M .  , A n a l y s t  . , 1954, a, 201 ( 3 7 7  ) . 
BELL K . ,  Mc KTNZIE H .4., MURPHY W.H. e t  SHAW V . C . ,  Blochim. Blnphys.  

A c t a ,  1 9 7 0 ,  9, 427 ( 3 4 6 ) .  

BERKOR(QVA1NY A .  , GROHLICH D .  e t  PINTER J . K . ,  J .  Agr.  Food Chem., 1 9 7 0 ,  

l e ,  624 ( 4 6 1 j .  - 



BIENENSTOCK J .  e t  STRAUSS H . ,  J .  Immunol., 1970 ,  105, 262 ( 5 3 5 ) .  

BISERTE G . ,  BRETON A. e t  FONTAINE G . ,  Semaine Hôp. P a r i s ,  1955, 31, 393 

(396)  

BISERTE G . ,  HAVEZ R ,  , DAUTREVAUX II . ,  LEROY N .  e t  VALDIGUIE P . ,  Ann. B i o l .  

C l i n . ,  1962 ,  20, 855 ( 4 6 9 ) .  

BISERTE G.  e t  MASSE L. ,  C . R .  Soc.  B i o l . ,  1948, 142, 664 ( 3 9 4 ) .  

BLANC B . ,  1964 ,  Thèse  U n i v e r s i t é  d e  Lausanne.  E d i t i o n s  Médecine e t  

Hygiène Genève (189, 5 0 0 ) .  

BLANC B. ,  i n  "PEE'TERS H . ,  P r o t i d e s  o f  t h e  B i o l o g i c a l  F l u i d s " ,  E l s e v i e r  

é d . ,  Amsterdam, 1 9 6 6 ,  14, 1 2 3  ( 2 6 0 ,  2 6 7 ) .  

BLANC B. ,  BUSARD E .  e t  MAURON J . ,  Experientia. ., 1963,  3, 299 ( 2 5 2 ) .  

BLANC B. e t  ISLIKER H . ,  B u l l .  Soc.  Chim. B i o l . ,  1961,  43, 929 ( 2 0 9 ,  214, 

218, 221,  228, 236, 242, 247, 266, 406 ,  431,  4 4 4 ) -  

BLOCK R . J .  e t  ZWEIG G . ,  Arch.  Biochzm. B i o p h y s . ,  1954,  48, 386 ( 2 4 0 a ) .  

BRANDTZAEG, N a t u r e ,  1968 ,  - 220, 39.2 ( 1 7 4 ,  1 8 0 ) .  

BRANDTZAEG, Immunochemistry,  1970 ,  1, 127  (181). 

BMNDTZAEG P. ,  A c t a  p a t h .  m i c r o b i o l .  Scand . ,  S e c t i o n  B, 1971 ,  B, 165  

( 1 8 3 ) .  

BRANDTZAEG P . ,  FJELLANGER 1. e t  GJERULDSEN S .T . ,  Scand . ,  J .  Haemat. ,  

1970,  S u p p l .  l2, 83 ( 1 8 2 ) .  

BRAZIER J . ,  Diplôme E t u d e s  A p p r o f o n d i e s ,  L i l l e ,  1970,  ( 4 2 3 ,  437, 440 ,  533)  

BREW K .  e t  CAMPBELL P.N.,  Biochem. J . ,  1967 ,  - 1 0 2 ,  258 e t  265 (32'j'b). 

BREW K .  e t  HILL R.L.,  J .  B i o l .  Chem., 1970 ,  3 , 4 5 5 9 ,  ( 3 2 8 ) .  

BREirJ K . ,  CASTELLINO F . J . ,  VANAMIN T.C. e t  HILL R.L.. J .  B i o l .  Chem. 

1970,  245, 4570 ( 3 2 8 ) .  

BRODBECK U. ,  D%N1'ON W . L . ,  TANAHASHI N. e t  EBNER K.E. ,  J .  B i o l .  Chem., 

1967,  2&, 1391 ( 3 1 1 ,  3 2 0 ) .  

BRODBECK U.  e t  EBNER K . E . ,  J .  B i o l .  Chem., 1966 ,  241, 7 6 2  ( 3 1 3 ) .  

BROWN W . R . ,  NEWCOMB R.W. e t  ISHIZAKA K . ,  J .  C l i n .  I n v e s t . ,  1970, B, 
1374 ( 5 4 8 ) .  

CA:iER F., Comrnunica,tlon p e r s o n n e l l e  ( 3 8 9 ) .  



CANTARUTTI F. , Acta Paed. L a t . ,  1954, 1, 198 ( 23 ) . 
CARLSTROM A . ,  Acta Chem. Scand.,  1969, 23, 185 (342) .  

CASTAIGNE M . ,  Sem. Med., 1897, 17, 429, (100) .  

CEOERBLPD G . ,  JOHANSSON B . G . ,  Acta Chem. Scand.,  1966,  20, 2349 (169 ,543) .  

CHANDAN R . C . ,  PARRY R.M. e t  SHAHANI K.M.,  Biochim. Biophys. Acta, 1965, 

110,  389 (331) .  - 
CHANDAN R . C . ,  SHAHANI K.M. e t  HOLLY R . G . ,  Nature ,  1964,  204, 76  (332) .  

CHERON A . ,  Ann. Nutr .  A l i m . ,  1971, a, 135 ( 8 1 ) .  

CHODIRKER W.B. e t  TONAS1 T.B. J r . ,  Sc ience ,  1963, lJ.2, 1080: (157) .  

COUNITCHANSKY Y . ,  BERTHILLIER G.  e t  GO1 R . ,  C l i n .  Chim. Acta ,  1970, 30, 
83 (547) .  

CUTRONEO A.  e t  MACCHIA A . ,  C l i n .  P e d i a t . ,  Bologna, 1956, 38, 553 ( 2 4 )  + 

CUTRONEO A . ,  PUSTORINO D. e t  LIOTTA J. ,  Aggiom. P e d i a t  . , 1956, 1, 233 

(25  

DATE J . W . ,  Scand. J .  C l i n .  Lab. I n v e s t . ,  1958, 10, 149 e t  444 (383).  

DAVIES W.L., The Chemistry of Milk, CHAPMAN e t  HALL éd., Londres, 1939 (1) 

DAWSON G .  e t  CLAMP J . R . ,  Biochem. J., 1968, x, 341 (526) .  

DEBRE R . ,  RAMON G . ,  LEVY-SOLAL E. e t  THIROLOIX P.L., Nourr i sson ,  1930, 

18, 235 (84).  - 
DEüTSCH H.F., J. B i o l .  Chem., 1947, 169, 437 (393) .  

DISCHE Z . ,  J. B io l .  Chem., 1947, 167, 189, (3803. 

DOBIAS G . ,  BALLO T .  e t  KEMENYVARI J . ,  Z .  Immun. For sch .  , 1957,  114, 105 

( 9 6 ) .  

DREYWOOD R . ,  Ind .  Eng. Chem. Anal. ( ~ d . ) ,  1946, 18, 499 ( 4 7 3 ) .  

DUBOIS M . ,  GILLES K . A . ,  HAb!ILrPON J.K., REBERS P.A. e t  SMYTR F . ,  Anal. 

Chem., 1956,  28, 350 (505,  509) .  

DUQUESNE M .  , MONSIGNY M.  e t  MONTREUIL J . , C . R .  Acad. $ c i .  , 1965, 261, 
1430 (523) .  

DURRUb1 E.L., PAUL M.H, e t  SMITH E.R.B., Sc ience ,  1952, 3.16, 428 (391) .  

EENER K.E., DENTON W.L.  e t  BRODEECK U . ,  Biochem. Biophys. Res. Commun., 

1966, 3, 232 (314) .  



EBNER K . E . ,  TANAHASHI N .  e t  BRODBECK U., F e d .  F r o c . ,  1967 ,  26, 558 ( 3 2 7 a j  

FANGER M . W .  e t  SMYTH D . G . ,  Biochem. J . ,  1 9 7 2 ,  127, 757 ( 5 2 8 3 .  

FAURE A.  e t  JOLLES P . ,  F.E.B.S. L e t t e r s ,  1 9 7 0 ,  - 1 0 ,  237 (334) 

FERRANTE L. ,  A c t a  Paed.  L a t . ,  1953, 6,  8 0  ( 2 2 ) .  

FERRI R . G .  e t  TUTIYA T . ,  H o s p i t a l  ( ~ i o  d e  ~ a n e i r o ) ,  1959,  22, 265 ( 3 7 , 1 2 5 )  

FIAS A . Y .  : hLAIS C , e t  JOLLES P . ,  Chimia ,  1968 ,  22, 137 ( 2 8 2 ) .  

FILIPE d a  SILVA J . A .  e t  MONTEIHO C . C . ,  B u l l .  Soc. Chim. B i o l . ,  (1959-1960) 

a, 1707 (44,  1 2 3 ,  1 2 4 ) .  

FLODIN P. e t  KILLANDER J . ,  Biochim. Biophys .  A c t a ,  1962 ,  - 63 ,  403 ( 4 0 8 ) .  

FROMAGEOT C .  e t  JOLLES P. , E x p e r i e n t i a ,  1955, SUPP. 11, 1 8 2  ( 3 2 9 )  

GARDELL S . ,  HEIJKENSJOLV F .  e t  ROCHNORLUND A . ,  A c t a  Chem. Scand . ,  1 9 5 0 ,  

$, 970 ( 4 7 6 ) .  

GELOTTE B., FLODIN P. e t  KILLANDER J. ,  Arch.  Biochem. B i o p h y s . ,  1 9 6 2 ,  

Suppl .  1, 319 ( 4 7 1 ) .  

GENDERSEN J . H .  Von, Z. Immun. F o r s c h . ,  1934, 83,  54 ( 8 8 ) .  

GHUYSEN J . M . ,  TIPPER D . J . ,  BIRGE C . H .  e t  STROMINGER J . L . ,  B i o c h e m i s t r y ,  

1965,  4, 2245 (507).  

GLYNN A.A., 1966 ,  d a n s  Exposés  a n n u e l s  d e  B i o c h i m i e  M é d i c a l e  ( ~ u b l i é s  

s o u s  l a  d i r e c t i o n  d e  P.  BOULANGER, M.F. JAYLE, J .  ROCHE) 27ème s é r i e ,  

pp .  111-128, Masson, P a r i s  (335 ,  335). 

GONZAGA A . J . ,  WARREN R . J . ,  e t  ROBBINS F.C. ,  P e d i a t r i c s ,  1 9 6 3 ,  32, 1 0 3 9  

(114). 

GORDON W . G . ,  ASCK4FFENBURG R . ,  SEN A. e t  GHOSH S.K., J .  D a i r y  S c i . ,  1968,  

2, 947 ( 3 2 1 .  4 1 4 ) .  

GORDON A . ,  KEIL B. e t  SEBESTA K . ,  N a t u r e ,  1 9 4 9 ,  164; 498 ( 3 8 7 ) .  

GOT R . ,  i n  "PEETERS H . ,  P r o t i d e s  o f  t h e  B i o l o g i c a l  F l u i l s ,  E l s e v i e r  Ed . ,  

Amsterdam, 1964 ,  2, 385 ( 2 5 8 ) .  

GOT R . ,  C l i n .  Chim. A c t a ,  1965,  u, 432 ( 2 1 0 ,  310,  345, 368 ,  371, 398, 

400,  4 1 9 ,  4 4 5 ) .  

GOT R . ,  FONT J .  e t  BOURRI1,LON R . ,  Biochim. Biophys .  A c t a ,  1963 ,  2, 367 

(349 ,  3 5 5 ) .  



GOT R., FONT J., BOURRILLON R. et CORNILLOT P., Biochim. Biophys. Acta, 

1963, 14, 247 (353, 359, 455). 
GOT R., FONS J. et MARNAY A., Bull. Soc. Chim. Biol., 1965, u, 417 (351, 
356, 457). 

GOT R., GOUSSAULT Y. et FONT J., Carbohydrate Res., 1966, 3, 157, (248, 
256, 264). 

GOT R., GoUSSAULT Y. et MARNAY A., Clin. Chim. Acta, 1965, 2, 383 (344). 

GRAHAM E.R.B., Mc KENZIE H.A., MURPHY W.H. et SYMONS L., 1970, en pré- 

paration ( 280). 

GRIMMONPREZ L., Diplôme dtEtudes Approfondies, Lille, 1966 (452, 453,534). 

GRIMMONPREZ L., C. R. Acad. Sei. 1966, 263 D, 1269 (14). 

GRIl!QIONPREZ L., Ann. Nutr. Alim., 1971, 3, 39 (9, 207 354). 

GRIMMONPREZ L., BOUQUELFT S., BAYARD B., SPIK G., MONSIGNY M. et M~NTREUIL 

J., Eur. J. Biochem., 1970, l3, 484 (18). 

GRIMMONPREZ L. et MONTREUIL J., Bull. Soc. Chim. Biol., 1968, 2, 843 (15) 

GRIMMONPREZ L. et MONTREUIL J., International Symposium IV, Chromatogra- 

phie Electrophorèse, Presses Acad. Europ. éd., Bruxelles, 1968, 372 (16). 

GRIMMONPREZ L., TAKERKART G., MONSIGNY M. et MONTREUIL J., C. R. Acad. 

Sci., 1967, 265 D, 2124 (17). 

GROVES M.L., J. Am. Chem. Soc., 1960, 82, 3345 (427). 

GROVES N.L. et GORDON W.G., Arch. Biochem. Biophys., 1970, x, 47 (301). 
GROVES M.L. et TOWNEND R.E., Arch. Biochem. Biophys., 1970, 139, 406 (302) 

.. 
GRUTTNER R., SC:&ER K.H. et SCHROTER W., Klin. Wochschr., 1960, 38, 
1162 (208, 222). 

.. 
GmLER E., BOKELMANN G., DATWYLER A. et Von MURALT G., Schweiz. Med. 

Wochschr., 1958, 88, 1264 (34, 121, 144). - 
GUGLER E. et von MURALT G., Schweiz. Med. Wochschr., 1959, &, 925 (38, 
69, 126, 151). 

HAZXEL H., GOLDBACH W., GRUTLE F.X., Ernahrungsforsch, 1963, g9 282 (338). 

HALPERN M.S. et KOSHLAND M.E., Nature, 1970, 223, 1276 (186). - 
HALWER K. , Arch. Biochem. Bicphys., 1954, 5:. 7' ' r  O). 



HANSON L .  A . ,  E x p e r i e n t i a ,  1959,  3, 471 ( 5 7 ) -  

HANSON L . A . ,  E x p e r i e n t i a ,  1959, 3, 473 (39 ,  127,  145,  418, 464) .  

HANSON L .  A .  , I n t e r n .  Arch. A l l e rgy  Appl . Immunal. , 1959, Q, 2-45 ( 128 ) . 
HANSON L . A . ,  I n t e r n .  Arch. A l l e rgy  Appl. Immunol., 1960, '1, 45 (40 ,  46,  

59, 60, 63, 68, 133, 148).  
.. 

HANSON L . A . ,  Med. T h e s i s ,  U n i v e r s i t y  of Goteborg, 1961, Goteborg (50 ,  61, 

137)  

HANSON L . A . ,  I n t e r n .  Arch. A l l e rgy  Appl. h-nmunol. , 1961, 241 (49 ,  55, 

136,  142,  397). 

HANSON L.A.  e t  BERGGARD I . ,  C l i n .  Chim. Acta, 1962, 1, El23 (139) .  
O 

HANSON L . A .  e t  JOHANSSON B . G . ,  I n t e r n .  Arch. A l l e r g y  Appl. Immunol., 

1959, 3, 257 (41 ,  1 2 9 ) .  
O 

HANSON L.A.  e t  JOHANSSON B.G., I n t e r n .  Arch. A l l e r g y  Appl. Immunol., 

1962, 20, 65 (53 ,  140 ,  496) .  
O 

HANSON L . A .  e t  JOHANSSON B.G., i n  "Gammaglobulins, S t r u c t u r e  and Cnn t ro l  

of B iosyn thes i s "  Nobel Symposium 3, 1967, p .  241, Almquist e t  Wikse l l ,  

Uppsa la ,  Suède (165,  482) .  
O 

HANSON L.A.  e t  JOHANSSON B . G . ,  i n  "Milk P r o t e i n s .  Chemistry and Molecu- 

l a r  Biology ( M C  KENZIE H . A .  ~ d . ) ,  1970, Vol. 1, p .  45 - 123 > Acadernic 

P r e s s ,  New York and London (155) .  

HARBON S . ,  HERMRN G .  e t  CLAUSER H . ,  Communication p e r s o n n e l l e  ; S. HAR- 

BON, Thèse Doct. S c i . ,  P a r i s ,  1967 (519) .  

HAVEZ R . ,  BISERTE G . ,  LEROY N . ,  LATURAZE J .  e t  BONIFACE L . ,  Path.  B i o l . ,  

1961, 4, 1689 (468) .  

HAVEZ R . ,  MUH J . P . ,  BONTE M .  e t  BISERTE S., C l i n .  Chim. Acta ,  l j 6 7 ,  15, 
7 (162,  164,  193,  492, 499) .  

REIL,brEYER L . ,  IZE1I)ERLIUG 3. e t  IiOIILEH F . ,  K l in .  Wschr., 1537, 25, 690 

(270). 

PEI?J~BURC:EX N . ,  HE?-T/E K . ,  EUGPT H .  e t  SCRULTZE H.E. ,  C l l t - 1 .  Chim. Acta ,  

1 /64 ,  l@, 293 (486) .  

HEKfl'lAN A . I N . ,  EiocElim. E i o p l y s .  Acta,  1971, a, 38O, (417a ,  450) .  

ITYN1)RTTEX G . V .  e t  ; e  ITLEESCHAUER A . ,  Z\rochlrr. E ~ n p h y e ,  Acta l - ? ? l ,  i, 



HTNDLX E . J .  e t  WHEELCOCK J . V . ,  Binchem. J .  1970, =, 1 4  F (323,  415). 

HSRANO S., HAYASHI H . ,  RASUDA F .  e t  ONCDERA K . ,  Agr. B i o l .  Cheni., 15166, 

3 0  212 ( 3 5 2 ,  4 5 8 ) .  -9 

HIRANO S. , HAYASHI H .  , TERABAYASHI S .  , ONOUERA K. , ISEKT P .  , 'XOCHT5i ;  N . ,  

NAGAI Y . ,  YAGI N . ,  NAXAGAKl T .  e t  IMPLGAWA T . ,  J .  Pioclîem., 1968 ,  Q, 

563  (357, 459). 

HIRS C .H. W .  , i r i  "Meth. Enzymol . " COIICWICK S. P. , e t  KAFLAN N .  O. , 195 J , 
1, 113 (425) .  - 
HODES H . ,  A n t i b i o t .  News, 1964 ,  - 1, 1 ( 1 0 8 ,  1 1 2 ) .  

HODES H.L, J .  P e d i a t . ,  1964,  5, 319, ( 1 1 6 ) .  

HODES H . L r . ,  BERGER R .  e t  HEVIZY Y., Amer. J .  D i s .  C h i l d . ,  1 5 6 2 ,  9, 
457 ( 1 1 5 ) .  

HONG R . ,  POLLARA B. e t  GOOD R . A . ,  P r o c .  N a t l .  Acad. P c l . ,  1966,  56, 602 
( 1 6 3 ) .  

HOPPER K.E. e t  Kc KENZJE H . A . ,  iri  ItMilk P r o t e i n s .  Chemis t ry  alid Imolecu- 

lar  E i o l o g y  (Mc KENZIE H.A. E d i t .  ) Vol. II,  p .  469-482, Aca.demic P r e s s :  

New Yrrk and  London, 1971  ( 3 2 4 ) .  

HOREJSI J. e t  SMETANA R . ,  Chem. L . i s ty ,  1954, 48, 758, ( 4 0 2 ) .  

HOWE P.E., J .  B i o l .  Chem., 1921 ,  Q, 115; 1922 ,  2, 51 ; 1922 ,  2, 479 ; 

J .  Exp. Med., 1924,  3, 313 ( 7 9 ) .  

miIMELER K . ,  S c i e n c e ,  1/53,  118, 781 (111 ,  1 1 9 ) .  

HYTTEN F .E . ,  REIT'HEL F .G. ,  FLETCHER E. e t  MALPRESS F.N., Eiochem. J . ,  

J A G O  G.R. e t  ILORRISSON M . ,  P r o c .  Soc. Exp. Biol..  Med., 1962,  111, 585, 
( 343). 

JANOFF A. e t  ZWElFACH B.W., J. Exp. bled., 1960 ,  112,  23 ( 2 7 1 ) .  - 
JE3NESS H . ,  i n  t'P4ilk P r o t e i n s .  C h e m i s t r j  a n d  F i o l e c u l ~ r  E i o l o g y t t  . Fc 

YEEZIE E.A. E à . ,  Vol. 1, p .  17-43, A c ~ ~ d e m i c  P r e s s ,  New York aiid London, 

1 / 7 0 , ( 3 4 7 ,  3 6 0 ) .  

JEI\IWESS B. e t  SLOAM R.E . ,  P a i r y  S c i . ,  A b s t r . ,  1470, 32, 593 ( 2 8 6 a ) .  

JOHANESON B . ,  A c t a  Chem, Bcana., 1954 ,  g, 1108,  ( 2 0 4 ) .  

JOHANYSOV B.G., N a t u r e ,  1958, g, 996 (35 ,  67. 795, i(\?). 



JOHANSSON B., Acta Chem. Scand., 1960, 2, 510,  (207,  217, 220, 235, 244, 

4 4 2 ) .  

JOHANSSON B., Acta Chem. Scand.,  1969, 23, 683 (212,  429, 430, 446).  

JOHN M . ,  TRENEL G .  e t  GELLWEG H . ,  J .  Chromatog., 1 /69 ,  &, 476, (508) .  

JOLLES P. ,  ALAIS C . ,  ADAM A . ,  DELFOUR A.  e t  JOLLES J . ,  Chimia, 1964, 

18, 357 (279) .  - 
JOLLh'S P . ,  ALAIS C .  eL JOLLES J . ,  Arch. Blochem. Biophys.,  1962, a, 56 

(278,  283).  

JOLLES P. e t  JOLLES J . ,  Nature ,  1961, lj2, 11e7 (330) .  

JOLLES J .  e t  JOL1,ES P . ,  Helv. Chim. Acta, 1969,  2, 2671 (333) .  

KARTE H . ,  Ponatsschr .  K i n d e r h e i l k . ,  1959, 107, 265 (42 ,  70,  1 3 0 ) .  

KEIMOvjITZ R . I . ,  J .  Lab. C l i n .  Yed., 1964, 03, 54 (158) .  

KENNY J . F . ,  EOESMAN M . I .  e t  MICHAELS R . H . ,  P e d i a t r i c s ,  1967, 3, 202, 

(170,  5 4 4 ) .  

KOBAYASHI K . ,  Immunochemistry, 1971, - 8, 785 (176,  185, 196,  198, 199,  

472,  487, 498, 529, 530, 535) .  

KOÏW E. e t  GRONWALL A . ,  Scand. J .  C l in .  Lab. I n v e s t . ,  1 2 ,  4, 244 ( 3 9 0 ) .  

KRESHECK G.  C . ,  Acta Chem. Scand., 1965, 2, 375 (273) .  

KUHN R . ,  B u l l .  Soc. Chim. B i o l . ,  1958, 40, 297 ( 6 ) .  

KUWATA T., N I K I  R .  e t  AHIMA S . ,  J. Agric.  C'hem. Soc. Japan ,  (1969) ,  43, 
183 (284) .  

LAWTON A . R . ,  ASOFSKY R .  e t  KAGE R . G . ,  J .  Immunol., 1970, =4-, 397 ( 5 4 1 ) .  

LECLAINCHE X . ,  Thèse P a r i s ,  1427 ( 9 8 ) .  

LrmIETAYER E., N I C O L  L . ,  GRASSET J., GAUTHIER R.  e t  PIALOUX J . ,  E u l l .  

Acad. N a t .  Ned. ( P a r i s ) ,  1950, 134, 22 (85 ,  8 6 ) .  

LE1"lETAYER E., N I C O L  L . ,  J A C O B  L . ,  GIRARD O .  e t  CORVAZIR R . ,  C .  R .  Soc. 

B i o l . ,  Taris ,  1948, 142, 726 (66). 

LEVLT G . A .  e t  I:c LLI,AN A . ,  Hioc'riem. J., 1959, 2, 127 (518) .  

LIRB1,lNG J .  e t  SCI?TVIITZ H . ,  J .  Pediat., 1943, 22, l t *  ( 8 7 ) .  

LIID;,TIIIEG ,i . e t  E~Tb!f1KAT\T J .  D. , Anal. Biochem. , ï c 6 - i ,  c, Er! ( i s7d ,  jl i 1. 



LUNSFORD J. et DEUTSCH H.F., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1957, 96, 742, 
(66, 82). 

Mc CABE E.M., Ph. D. Thesis, Michigan State University, 1967, (285). 

Mc KINLAY A.G. et WAKE R.G., in :'Lilk Proteins. Chemistry and Molecular 

Biology (NC KENZIE H.A., Ed., ) Vol. II, p. 175-215, Academic Press, 197 1 ,  

New York and London, ( 276). 

BUENO 11. et KIYOSkWA I., Eiochem. J O ,  1962, 83, 271 (309, 409). - 
BUENO M. et KIYOSAWA 1 ., Nippon Nogei Kagaku Kai shi , 1962, 36, 95r[ (403) 

.. 
T4ALIWAS C., LOFGREN S. et ADAMSON C.A., Svenska Lak. Tidn., 1951, 48, 1737 

IITALEIQUIST J. et JOHANSSON B.G., Biochim. Eiophys. Acta, 1971, 236, 38 (449: 

MALPRESS F.H. et HYTTEN F.E., Nature, 1957, - 180, 1201 (11). 

MALPRESS F.H. et HYTTEN F.B., Biochem. J., 1958, 68, 708 (12). 

MALPRESS F.H. et HYTTEN F.E., Biochem. J., 1964, 91, 130 (289). 

MALPRESS F.H. et MORRISSON A.B., Nahre, 1952, 169, 1103 (13). 

MALPRESS F.H. et SEID-AKHAVAN M., Eiochem. J., 1966, 101, 764 (281,290, - 
295, 296, 304, 305, 307, 358, 460, 463, 537). 

MANNIK M., J. Imrnunol., 1967, B, 899 ( '73,  417). 

MANWELL C., Comp. Biochem. Fhysiol., 1967, 23, 383 (340). 

MASSON P.L., La Lactotransferrine - Protéine des Secrétions Externes et 
des Leucocytes Neutrophiles, Arscia, Bruxelles, 1970 (448). 

MASSON P.L. et HEREDIANS J.F., in "PEETERS H., Protides of the Biological 

Fluidsy Elsevier Eu.,  Amsterdam, 1966, 1_4, 115 (211, 268, 443). 

DUSSON P.L. et HEREMAXS J.F., European J. Biochem., 1968, 5, 579 (224,229). 

MATHIEU H., in "?.lanuel d'Analyse Ckimique Volumi.trique", MASSON et Cie, 

P. 153 (385). 

MELLANDER O., Biochem. Z., 1939, 3009 240 (277)- 

MELLANDER O. , Nature 1945 155, 6O4 ( 287 ) 

MESTIECXY J,, ZIKAN J, et BUTLER W.T., Science, 1271, 171, 1103 fle7). 

MICHAELS R.H., J. Imnunol., 1965, s, 262 j1-17), 
MOgSZGNY M., C.R. Symposium, Tecknicon, Paris. 1?6> ( 3 7 '  4. , a77 ) . 



MONSIGNY m., Thèse Doct. S c i . ,  L i l l e ,  1968 (515,  520) .  

MONSIGNY M . ,  ADAM-CHOSSON A .  e t  MOMri'REUIL J . ,  B u l l .  Soc. Chim. B i o l . ,  

1968, 50, 857 (504,  521 ) 

MONTREUIL J . ,  3ème Co l i .  Hop. S t  J e a n  Brugges, 1955, 209, ( 2 3 a ) .  

MONTREUIL J . ,  B u l l .  SOC. C k m .  B i o l .  , 1960, 42, 1399, ( 3 ,  7 ) -  

ElONTREUlL J . ,  BISERTE G . ,  MüLLET S. ,  SPIK G .  e t  LEROY N . ,  C .  R .  ~ c a d .  

Sc i ,  1961,  252, 406' (250, 254a).  

MONTREUIL J . ,  CHOSSON A . ,  HAVEZ R.  e t  IbXJLLET S . ,  C . R .  Soc. B i o l . ,  1960,  

732 (134,  153 ,  362, 363, 366, 367, 3707 421, 424, 465,  466, 467, 479, 

493, 501) .  

MONTREUIL J. e t  HOLLEFIAN J . ,  C . R .  Acad. S c i . ,  1956, 243, 1069 ( 2 ,  21, 

348, 350, 361, 422, 451, 456) .  

MONTREüIL J .  e t  MULLET S. ,  C .  R .  Soc. B i o l . ,  1959, lJ3, 1304 ( 4 ) .  

MONTREUIL J .  e t  MüLLET S . ,  C .  R .  Acad. S c i . ,  1960, 250, 1736 (212a,  212d. 

215, 233) .  

MONTREUIL J .  e t  MULLET S. ,  B u l l .  Soc. Chim. B i o l . ,  1960, @, 365 ( 2 6 ,  27, 

28).  

MONTREUIL J .  e t  SPIK G . ,  Microdosage d e s  g l u c i d e s ,  Fasc .  1 : Kéthodes 

Co lo r imé t r iques  d e s  g l u c i d e s  t o t a u x .  L a b o r a t o i r e  de Chimie B io log ique ,  

Fac. S c i .  éd . ,  L i l l e ,  1963 (373) .  

MONTREUIL J., MONSIGNY M. e t  BUCHET M.T. , C .  R .  Acâd. S c i . ,  1967, 2 6 4 ~ ,  

2068 (510) .  

MONTREUIL J. ,  SPIK G.  e t  KONARSKA A . ,  Rethodes Chromatograpkiques de do- 

sage d e s  o s e s  "Neutres" .  L a b o r a t o i r e  de  Chimie Bio logique ,  Fac. S c i . ,  éd . ,  

L ' i l l e ,  1967 ( 3 7 4 ) .  

MONTREUIL J .  , TO?TNEI,AT J .  e t  !ULLEil' S . ,  Biochlm. Biophys. Acta ,  1960, a, 
4 1 3 ( 2 0 6 ,  212b, 213, 216, 219, 227, 234, 241, 246, 265, 36a ,  420, 432,  

434, 435, 438,  441, 462) .  

MOORE S. e t  STEIN W . ,  J .  B i o l .  Chem., 1954, 211, 893 ( 5 0 6 ) .  

MOI.9 E . ,  Wieti. E l i r i .  Woçhschr., 1901,  lLJ, 1073 ( 3 0 ) .  

MORKISSON J . F .  e t  EBNER K.E., J .  B i o l .  Chen.,  19'71, -46, 3971 ( 3 1 5 ) .  

MoRBTSSON J . F .  e t  EBNER K.!?., J .  B i o l .  Chem., 1-71? w, 3985 (316) .  

MOPRISSON J . F .  e t  EBNER K.E., J. B i o l .  Chem., 1971! 246: 3Q:i ( 3 1 7 ) .  - 



MüH J . P . ,  Thèse Méd. L i l l e ,  1966 (192,  369, 3'72, 399, 401, 480, 485, 489) 

van MUNSTER P . J . J . ,  STOELINGA G.B.A. e t  FOELS-ZANDERS S . ,  Imniunology, 
1969, x, 165 (17.5, 179, 412) .  

Von MURALT G . ,  Helv. Med. Acta,  1962, 3, S ~ P P ~ .  42, 1 (54 ,  56 ,  62,  141) .  

Von MURALT G . ,  GUGLER E. e t  ROULET D . L . A . ,  i n  "Frot ideu  of  t h e  B i o l o g i c a l  
F l u i d s  ; Proceedings  of t h e  8 t h  Colloquium, Brugge, 1960", (fi. PEETERS, 
ed. ,  1961,  p. 166, E l s e v i e r ,  Amsterdam (51 ,  138) .  

NAGASAWA S . ,  KIYOSAWA 1. e t  KUWAHARA K . ,  J .  Dai ry  S c i . ,  1970, u, 136,  
(294, 297, 298, 410) .  

NAGASAWA T.,  KIYOSAWA 1. e t  TANAHASRI N . ,  P roc .  I n t .  Da i ry  Congr., ~ F ' t h ,  
1970, 2, 63 (327) .  

NAGASAWA T.,  RYOKI  T . ,  KIYOSAWA T. e t  KUWAHARA K . ,  Arch. Biochem. Bio- 
phys.,  1967,  3, 502 (293) .  

NEWCOMB R . W . ,  NORMANSELL D. e t  STANWORTH D . R . ,  J .  Immunol., 1968, 101 - 9  

905, (173, 178, 195, 497) .  

NICOLA? H.V. e t  z ILLIKEN F . ,  Z .  Phys io l .  Chem., 1969, z, 10 ( 1 9 ) .  

NIEDERMAIER W . ,  TOMANA M. e t  I'iESTECKY J . ,  Biochim. Biophys. Acta,  1972, 
251, 527 (188,  200).  

NISHIKAWA S . ,  MUHA'I'A N . ,  YOSHIDA H. e t  SAITO K . ,  J .  Agr. Cherr.. Soc . ,  
Japan,  1969, 45, 5 0  (300) .  

NISHIKAWA T .  e t  SAITO K . ,  J .  Agr. Chem. Soc, Japan, 1969,  a, 45 (299) .  

NORDBRING F . ,  Acta p a e d i a t  . ( I Jppsa la) ,  1957, 46, 481 (93,  95 ) .  

NORDBRING F., Acta Soc. Med. T p s a l i e n . ,  1957, 2, 135 ( 7 4 ,  150) .  

du PAN PI .R . ,  SCHEIÇEOGER J .J . ,  PONGRATZ E. e t  ROULET H . ,  Arch. F ranc .  
P e d i a t . ,  1955, l.2, 243 ( 3 3 ) .  

PARK J .T .  e t  JOHNSON H . J . ,  J .  B i o l .  Chern., 1949,  181, 149 (525) .  

PAUFE J .  e t  MEYER B., Pa th .  B i o l . ,  1969, 17, 87 e t  191  (Eo, 8 3 ) .  

PHILLIPS N . I .  e t  JENNESS R . ,  Biochim. Biophys. Acta, 1971,  a, 407 (312, 
413).  

PINTER B . ,  Acta Med. Acad. S c i .  Hung., 1953, A, 105 (113).  

POLIS B.D. e t  SCHMUKLER H . W . ,  J. i3iol.  Chem., 1953, E, 475 ( 2 4 0 ) .  

FoLONOVSKI M .  e t  LESPAGNOL A . ,  B u l l .  Soc. Chim. B i o l . ,  1933,  u, 320 ( 5 ) .  

PORTER P . ,  Biochim. Bicphys. Acta, 1969, 181, 3F1 (76). 

-POULIK M . D . ,  Na tu re ,  1957, 1?0:  1477 (38P) .  - 



PRICKETT P .S . ,  MILLER N . J .  e t  Mc DOIJALD F.G., J .  Bac t . ,  1953, 3, 61 (339:  

QUERINJEAN P. , MASSON P.  L .  e t  HERE?qiATiS J . F .  , Eur. J .  Biociiem., 197 1 ,  20, 
420 (238, 245, 253)- 

RATNER B.,  JACKSON H . C .  e t  GRUML H . L . ,  J. Immunol., 1927, 2, 275 ('78). 

REJNEK J . ,  F o l i a  Mic rob io l . ,  1964, 2, 299 (404, 405 1. 

R E J N ~  I. ,  SKVA~IL F. e t  D O L E ~ A L  A., C E & .  Ped ia t  . , 1960, a, 97 (47,135). 

REIViINGTON C . , Biochem. J . ,  1931, 25, 1062 ; 1940, 34, 93 1 (376) .  

RIWINGTON J . S . ,  VOSTI K . L . ,  LIETZE A. e t  ZIMMERMAN A . L . ,  J .  C l in .  I n v e s t . ,  
1964,  43, 1613 (159). 

RESSLER C .  e t  KASHELIKAR D.V.,  J. Am . Chem. Soc.,  1966, 88, 2025 ( 5  14) .  

ROMBAUTS W.A., SCHROEDER W.A. e t  MORHISSON M . ,  B iochemis t ry ,  1957, 6,  
2965 (341).  

SABIN A.B . ,  Amer. J.  D i s .  C h i l d . ,  1950, 80,  866 ( 1  12) .  - 
SANGER F . ,  Biochem. J . ,  1945, 2, 507 (478).  

SAUTIERE M . ,  Thèse Méd., L i l l e ,  1962 (470) .  

SCHADE A . L . ,  PALLAVICINI C .  e t  WIESMANN U . ,  i n  "H.  PEETERY, P r i  t i d e s  i n  
B i o l o g i c a l  F l u i d s ,  Vol. 1 6 ,  Pergamon F r e s s ,  Oxford, 1969, 619 (447) .  

SCHADE A.L.  e t  REINHART R.W. ,  Biochem. J . ,  1970, 118, 181 (411,  531) .  - 
.. 

SCHAFERK.H., Mschr. K i n d e r h e i l k ,  1951, 2, 69 (201) .  .. 
SCHAFER K . H . ,  V. Kongress d e s  EuropZi~dhen  G e s e l l s c h a f t  f ü r  Hama,tologietl 
F r e i b u r g ,  1956,  p .  154 (203) .  

.. 
SCKAFER K . H . ,  BREYER A . M . ,  HOEST W . ,  KARTE H. e t  LENZ W . ,  ICl i i l .  Wochschr., 
1956,  34, 300 (202).  

SCHANBACHER F.L. e t  EBNER K.E., J .  B i o l .  Chem., 1970, a, 5057 (318) .  

SCHEIDEGGER J .  J . ,  I n t e r n .  Arch. A l l e rgy  Appl. Immunol., 1955, 1, 103 (392)  

SCHMID K . ,  Mac N A I R  N.B. e t  BURGI A.F., J .  B io l .  Chem., 1959, a, e53 (4% 

SCHNEIDER L.  e t  PAPP G . ,  Arch. K i n d e r h e i l k . ,  1938, g, 91,  (105) .  

SCHNEIDER L.  e t  SZATHTTARY J . ,  Z .  Immun. Forsch . ,  1938, s, 438 ( 7 7 ) .  

SCHUBERT J. e t  GRUNBERG A . ,  Schweiz Ned. Wschr., 1949, a, 1007 (1'21). 

SCFdICK G . ,  ESSER B.O.  e t  KOCH F . ,  Behringwerk-Kitt . ,  1959, 21, 11 (43 ,  
71, 131, 143). 

SEGARD E . ,  Diplôme d t E t u d e s  Supér i eu res ,  1961 ( 8 ) .  



SHIELDS R.  e t  BURNETT W . ,  Ana!. Chem., 1960 ,  32,  8 f 5  ( 4 7 4 ) .  

SHORTRIDGK F., C l i n .  Chim. A c t a ,  1970 ,  2, 233 ( 6 5 ) .  

SINKINSON G. e t  WHEELOCK J . V . ,  Eiochim. Biophys.  A c t a ,  1 9 7 0 ,  - 212, 517 ( 2 8 6 )  

Y 

S K V A ~ L  F.  e t  REJNEX I . ,  Cesk.  F e d i a t . ,  1958, l3, 793 ( 3 6 ,  1 2 2 ) .  

SMYTH D . G .  e t  UTSUMI S . ,  N a t u r e ,  1967 ,  216, 332 ( 5 2 7 ) .  

SOKOLOVSKI M. , SADM T. e t  PATCHORNIK A . ,  J .  hm. Chem. Soc.  , 1964 ,  86, 
1212 ,  ( 5 1 1 ) .  

S~RENSEN III. e t  S@HENSEK S.P.L., Compt. Rend. Tra,v. Lab. C a r l s b e r g ,  S e r .  
Chim., 1939,  23, 55 ( 2 9 ) .  

SOUTH M.A. ,  COOPER M.D. e t  WOLLHEIh: F.A., HONG R .  e t  GOOD R . A . ,  J .  Exp. 
Med., 1966,  3, 615 ( 1 6 1 ,  1 7 7 ,  542 ,  5 4 9 ) .  

SPIK G . ,  D i p l .  E t .  Sup. L i l l e ,  1963 ( 3 8 1 ) .  

SPIK G . ,  Thèse  Doct .  S c i . ,  L i l l e ,  1968 ,  ( 2 2 3 ,  237, 243, 249, 251, 423 ,  433, 
436,  439, 5021 5 3 2 ,  5 3 6 ) .  

SPIK G . ,  Ann. N u t r .  A l i m . ,  1971,  2, 8 1  ( 2 1 2 ~ 9  225, 226, 230, 232, 257,269)  

SPIK G . ,  MONSIGNY M. e t  MONTREUIL J . ,  C .  H. Acad. Sei., 1966 ,  263D, 893, 
( 2 6 2 ,  5 1 6 ) .  

SPIK G. e t  MONTREUIL J . ,  B u l l .  Soc. Chim. B i o l . ,  1954 ,  46, 739 ( 3 8 2 ) .  

S P I K G .  e t  MONTRELJIL J . ,  C .  R .  Acad. S c i . ,  1966 ,  160, 94 ( 2 3 1 ,  259, 261) .  

SPIK G .  e t  MONTREUIL J . ,  Chromatography Symposium I V ,  A r s c i a  é d . ,  B r u x e l l e s  
1 9 6 8 ,  361 ( 2 6 3 ) .  

SPIK G .  e t  MONTREUIL J . ,  B u l l .  Soc. Chim; B i o l . ,  1969,  51, 1271 ( 5 2 2 ,  5 2 4 ) .  

SPIK G.  e t  MONTREUIL J . ,  R é s u l t a t s  non p u b l i é s  (254 ,  255) .  

SUGG J . Y . ,  Amer. J. Hyg., 1935, 22, 227 (89). 

SUSSNAN S . ,  P e d i a t r i c s ,  1 9 6 1 ,  27, 308 ( 1 0 9 ) .  

SVEDBERG T. e t  FEDERSEN K . O . ,  The U l t r a c e n t r i f u g e ,  Oxford U n i v e r s i t y  P r e s s ,  
London, l a 4 0  ( 3 9 5 ) .  

SVEHAG S.E. e t  BLOTH B., S c i e n c e ,  1970 ,  168, 847 ( 1 6 8 ) .  

TANIYKA K . ,  BERTULIN1 T.I. e t  FIGI'iAN W . ,  Biochem. Biophys.  Res .  Commun., 1964,  
l 6  4 ~ 4  (454 ,  5 1 3 ) .  r 9  

TECH-HLJICO~IBO G ,  Med. T h e s i s ,  F r e i b u r g  U n i v e r s i t y ,  F r e i b u r g ,  Gerrriany,l959, 
(45, 1 3 2 ,  1 4 6 ) .  

THEORELL FI. e t  AKESON A . ,  A r k i v .  K e m l  î c i n e r a l  . Geol . , 1 9 4 3 ,  z, 1, ( 2 3 9 ) .  



THOMPSON M.P., i n  "Bilk Prc i te ins .  Chemi s t r y  c,ii?- IR-lecular E i o l n g y t ~  (MC 

KENZIE H.A.  Ed. ) ,  Vol. I I ,  p .  117-173, Academic P r e s s  New York and 

London, 1971 (275) .  

T'i1OI;SEN O . ,  Z e i t s c h r .  I m m ~ n i t i i t s f o r s c h ,  1909, j, 539 ( 3 1 ) .  

TILLMANS J .  e t  PHILIPPI K . ,  Biochem. Z . ,  1929, 215, 36 (375) .  

TIMMERMAN W . A . ,  Z.  Immun. Forsch . ,  1931,  70, 388 ( 9 9 ) .  

TOMASI S . B . ,  Hosp. P rac t  . , 1967, 2, 26 (538).  

TOMASI T.B. J r . ,  e t  BIENENSTOCK J . ,  Advan. Immunol., 1968,  2, 1 (154,  194, 

197,  481, 483, 488). 

TOMASI T.B. Jr. e t  CZERWINSKY D.S., i n  "Immunologic~efic~isncy Diseases  

i n  Nan" T h i r d  Developmental Immunologgr Workshop, F l o r i d a ,  1967, B i r t h  

Defect O r i g i n a l  A r t i c l e  S e r i e s ,  1968, Vol. 4 ,  n o  1, 270 (166,  167, 171, 

172,  184, 545, 550) .  

TOMASI T.B. Jr . ,  TAN E.M., SOLOMON A. e t  PRnTDERGAST R . A . ,  J .  Exp. Med., 

1965, c, 101 (160,  190, 495 1. 
TOMASI T.B. Jr .  e t  ZIGELBAUM S . ,  J .  C l i n .  I n v e s t . ,  1963, ~$2, 1552 (156) .  

TOOMEY J . A . ,  Amer. J .  D i s .  C h i l d . ,  1934, a, 521 (104) .  

TOURVILLE D . R . ,  ADLER R . H . ,  BIENENSTOCK J.  e t  TOMASI T . B .  Jr . ,  J .  Exp t l .  

Med., 1969,  129, 411, (540) .  

TRAN T.D. e t  BAKER B.E., J .  Dairy S c i . ,  1970, 53, l n O ? ,  ( 2 8 3 ) .  

VAKIL J . R . ,  CHANDAN K . C . ,  PARRY R.M. e t  SHAHANI K . M . ,  J .  Dairy S c i .  , 1969, 

52, 1192 (337) .  

VIGNES H . ,  RICHOU R .  e t  RANON P. ,  Rev. Immunol., 1948, 2, 1 (90,  9 4 ) .  

VIVELL O . ,  B i b l i o t h e c a  Mic rob io l . ,  1960,  1, 54 (48 ,  147 1. 

WADSWORTH C .  e t  HANSON L . A . ,  I n t e r n .  Arch. A l l e rgy  Appl. Immunol., 1960, 

g,, 165 (58, 6 4 ) .  

WAUGH D.F., i n  "Milk F r o t e i n s .  Chemistry and Molecular  Biology (Mc KENZIE 

H.A. Edkt .  ), 1971,  Vol. I I ,  p .  3-85, Academic P r e s s ,  New York and London 

( 274). 

WEISS El., Ann. p a e d i a t .   a as el), 1939, z, 193 (120) .  

WERNER 1. e t  O D I N  L . ,  Acta Soc. Med. U p s a l i e n s i s ,  1952, z, 230 ( 3 7 9 ) .  

WTLSON T . D .  e t  WZLLIAMS J r .  R . C . ,  J .  C l i n .  I n v e s t . ,  1969, x. 2409 (546). 



WONG D.H. et WONG A.I.H., N a t .  M. J. Clinic., 1930, l6, 673 (102). 

YAMASHINA 1. et MAKINO M., J. Biochem., 1962, 2, 359 (503). 

ZWEIG G. et BLOCK R.J., Arch. Biochem. Biophys., 1954, 51, 200 (240b). 


