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Le t r ava i l  qui  nous a é t é  confié, dans l e  cadre des recherches 

fondamentales entreprises au Laboratoire sur l a  s t ructure des glycoprotéines, a 

consisté en une étude comparée de quelques unes des propriétés physico-chimiques 

de l a  sérotransferrine e t  de l a  lactotransferr ine humaines. 

La sérotransferr ine e t  l a  lactotransferr ine sont deux glycopro- 

téines qui possèdent en commun l a  propriété de f ixer  r6versiblement deux atomes de 

f e r  sur des s i t e s  spécifiques. El les  jouent un r61e important dans l e  métabolisme 

du fer .  

La ~érotransferrine~présente dans l e  sérum,véhicule l e  f e r  à 

travers tout  l'organisme. E l l e  intervient  dans l e  métabolisme du f e r  (voi r  l e s  

revues générales de LAURELL ( 1 ), IIREYFUS e t  SCHAPIRA ( 2 1, BLANC ( 3 ) e t  de 

DREYFUS ( 4 1. El le  e s t  un intermédiaire : d'une part ,  entre  l e  f e r  alimentaire e t  

l e s  formes de réserves t r ans i to i r e s  ou durables de l a  f e r r i t i n e  e t  de llhémosidéri- 

ne e t  d 'autre par t ,  entre  ces dernieres e t  l e s  formes "actives" de conjugués du f e r  : 

hémoglobine e t  myoglobines, cytochromes, catalases e t  péroxydases, métalloflavopro- 

téines. 

La sérotransferr ine possède en out re  l a  propriété d'inhiber l a  

croissance, par ferr ipr ivat ion,  de certaines bactér ies  pathogènes dont l e  f e r  e s t  

un élément indispensable (SCHADE e t  CAROLINE ( 5 1) e t  une a c t i v i t é  antitoxique 

vis-à-vis de composés renfermant du f e r  ('HEILMEYER e t  col1 . ( 6 )et  JANOFF e t  

ZWEIFAGH ( 7 ) ) .  

La lac to  transf e r r ine  possi3de une rkpar t i t ion  t r è s  la rge  dans 

l'organisme ce qui pose l e  problème de son r61e biologique. R61e qui semble dépas- 

ser  l e s  l imites  du problème nutr i t ionnel  de l 'absorption du f e r  chez l e  nourrisson 

(SPIK ( 8 1). En e f fe t ,  l a  lactotransferr ine aura i t  deux types de fonctions : 

1 - Comme l a  sérotransferrine,  l a  lactotransferr ine transporte- 

r a i t  l e  f e r .  El le  céderai t  l e  f e r  à des chélateurs e t  représenterait  a lors  l ' un  des 

facteurs de r6gulation de l a  pénétration du £er dans l a  ce l lu le  in tes t ina le .  

2 - Protégerai t  l'organisme contre l e s  ions métalliques e t  l e s  

bactér ies  par un mécanisme analogue à celui  de  La sérotrans£errine. Cette a c t i v i t é  

bactér iostat ique a é t é  posée en hypothèse par MONTREUIL e t  a l .  ( 9 ) puis  BLANC 

e t  ISLIKER ( 1 0 )  e t  mise en évidence par BLANC ( 11 ), MASSON e t  HEREMANS (12 ) e t  

ORAM e t  REITER ( 13 ). 



L'ac t iv i té  antitoxique de l a  lactotransferr ine posée en hypo- 

thèse par MONTREUIL n 'a  pas encore é t é  démontrée. 

La protection de l ' i n t e s t i n  du nourrisson se f e r a i t  d e  l a  ma- 

n ière  suivante : "récupération" du f e r  minéral soluble dans l ' i n t e s t i n  pa r  l a  lac- * 
totransferr ine e t ,  grâce au système en équi l ibre  Fe C--, Fe-LTF-Fe-chelates, 

protection de l ' i n t e s t i n  vis-à-vis des germes qui ne peuvent s e  mul t ip l ie r  n i  sur- 

vivre en milieu ferr ipr ivé.  Cette hypothèse e s t  confirmée par l a  présence,dans l e s  

s e l l e s  de nouveau-né alimenté au l a i t  materne1,de lactotransferr ine encore capable 

de f ixe r  l e  f e r  (MAzURIER-DEHAINE ( 14 ) ) . 
11 e s t  de plus troublant de constater que dans de nombreux m i -  

l ieux d'excrétions l a  lactotransferr ine accompagne des immunoglobulines IgA e t  

on peut postuler comme CHERON ( 15) dans le  cas de l a  lactotransferr ine bovine, que 

c e t t e  association e s t  destinée à protéger l e s  épithéliums. 

De plus, l a  grande s t a b i l i t é  de l a  l ia i son  fer- lactotransferr ine 

par rapport à c e l l e  de l a  sérotransferrine (H~NTREUIL e t  al .  ( 161, BLANC et 

ISLIKER ( 17) e t  AISEN e t  LEIBMAN (18 )), e t  une constante d 'équi l ibre  de f ixat ion 

du f e r  260 fo is  plus élevée (AISEN e t  LEIBMAN ( 19))  permettent de penser que cel le-  

c i  s e r a i t  capable de prélever du f e r  à l a  sérotransferr ine humaine. Cet te  a f f i n i t é  

plus grande de l a  lactotransferr ine pour l e  f e r  a conduit MASSON e t  HEREMANS ( 20)  

a poser en hypothèse s a  présence éventuelle à 11int6r ieur  des ce l lu les  glandulaires 

où e l l e  pourrait  jouer un rSle  d'intermédiaire dans l e  transport du f e r  d e  l a  séro- 

t ransferr ine B l a  f e r r i t i ne .  

Le r61e biologique important e t  encore mal déf in i  joué par ces 

deux glycoprotéines a motivé l e s  études s t ruc tura les  comparées entreprises  au Labo- 

r a t o i r e  depuis longtemps. 

Le problème de l a  masse moléculaire e t  de l a  s t ruc ture  sous- 

un i t a i r e  de l a  lactotransferr ine e t  de l a  sérotransferr ine humainesn'était pas en- 

tièrement résolu au moment où nous avons entrepris  notre t rava i l .  Nous avons donc 

étudié quelques paramètres physiques des deux glycoprotéines qui sont en re la t ion  

avec leur  t a i l l e  e t  leur  forme, à savoir, l a  v iscos i té  intrinséque ( [ r ) '~ )  et l e  coef- 

f i c i en t  de sédimentation S0 
201 w des protéines natives e t  des protéines r4duites e t  

alkylées . 
Pour confirmer l e s  r é su l t a t s  obtenus par l a  mesure de l a  visco- 

s i t é  intrinséque e t  du coeff ic ient  de sédimentation, nous avons déterminé l a  masse 

moléculaire à 116quilibre de sédimentation des deux protéides n a t i f s  e t  des protéides 



modifiés. 

I Dans l a  premiere p a r t i e  consacrée aux générali tés,  nous présen- 

1 terons exclusivement l ' é t a t  actuel de nos connaissances sur l e s  propriétés physico- 

chimiques étudiées. 

Dans l a  deuxième p a r t i e  réservée à nos travaux personnels, nous 

décrirons l e s  différentes  techniques u t i l i s ées ,  à savoir,  l a  viscosimétrie, l ' u l -  

tracentrifugation analytique a ins i  que l e s  r é su l t a t s  obtenus. Enfin, nous t i rerons 

l e s  conclusions concernant l e  nombre de c h a n e s  de l a  p a r t i e  protéique e t  l a  masse 

moléculaire des deux glycoprotéides. 



La sérotransferrine,  i so lée  par SCHADE e t  CAROLINE ( 21) en 

1946 du sérum humain où e l l e  s e  trouve à l a  concentration de 2 g / l  environ, a é t é  1 

relativement bien étudiée du point de vue de ses  propriétés physico-chimiques. Par 

contre, l a  lactotransferr ine e s t  de découverte beaucoup plus récente. E l l e  a é t é  

i so lée  simultanément en 1960 par MONTREUIL e t  MüLLET (22  ) e t  par  JOHANSSON ( 23) 1 
du l a i t  de femme où e l l e  s e  trouve à l a  concentration de 1,5 g / l .  Nos connaissan- 1 
ces concernant les propriétés physico-chimiques de l a  lactotransferr ine sont donc 1 
très fragmentaires. 

Ses propriétés physico-chimiques ont é t é  décri tes  par  MONTREUIL 

e t  HULLET (24 ), MûNTREüIL, TONNELAT e t  MULLET (25 ) puis par BLANC e t  ISLIKER (26 1, 
( 27  1. La composition d é t a i l l é e  en oses et en acides d n é s  de l a  lactotransferr ine 

a ins i  que l a  nature de l ' ac ide  amine N-terminal, ont é t é  précisées pour l a  premiere 

fo i s  par  MONTREUIL, BISERTE, MLTLLET, SPIK e t  LEROY (28 ). 

Une premibre &tude comparée des principales propriétés  physico- 

chimiques de l a  lactotransf  e r r ine  e t  de l a  sérotransf e r r ine  humaines a é t é  effectuée 

par MONTREUIL, TONNELAT e t  MüLLET ( 291, puis poursuivie par MONTREUIL, SPIK, 

WNSIGNY, DESCAMPS, BISERTE e t  DAUTREVAUX (30 1, SPIK e t  MoNTRE'uIL (31  ) , ( 32) , 
(33 ) e t  SPIK, MONSIGNY e t  MONTREUIL (34 ) e t  repr i se  par SPIK ( 35) e t  (36 ) 

1. - PROPRIETES PHYSIQUES 

Les valeurs des coeff ic ients  de sédimentation, de diffusion 

e t  l e s  valeurs du volume spécifique p a r t i e l  de l a  lactotransferr ine e t  de l a  séro- 

t ransferr ine sont rassemblées dans l e  tableau 1 . P. 5 , 

Les valeurs des coeff ic ients  de sédimentation varient  de 4,9 à 

5,4 S pour l a  STF e t  de 4,9 à 5,55 S pour l a  LTF. Certains auteurs ont trouvé des 

valeurs plus élevées jusqu'à 6 , l  S. Nous pouvons d i r e  cependant que des valeurs 

supérieures à 5,4 S sont probablement dues à une aggrégation provoquée pa r  l a  nature 

du tampon (MANN e t  a l .  (37 1. 

Les valeurs des coeff ic ients  de diffusion d e  l a  STF varient  de 

5,3 à 5,75, tandis que l e s  deux seules valeurs données pour l a  LTF sont d e  4,6 à 

5,6. 

De nombreux auteurs sont d'accord pour a t t r ibuer  un volume spé- 

c i f ique  p a r t i e l  de 0,725 ml/g à l a  STF, tandis que l e s  valeurs de volume spécifique 



TABLEAU 1- Propriét is  physiques de l a  sérotransferrine e t  de l a  lactotransferr ine humaines 

1 

(a) BEZKOROVAINY , RAFELSON et: LIIDHITE ( 37 ) ; BEZWROVAINY e t  RAFELSON ( 38 ) ; BEZKOROVAINY (39 ) ; BEZKOROVAINY e t  

1 GROHLICH ( 40 ) ; BEZKOROVAINY , GROHLICH et  GERBECK ( 41 ) . 
l 

(b ) CHARL'I'IIOOD ( 42 , 43, 44) 
( c )  ROBERTS, MAKEY e t  SEAL (45 ). 

1 (d  ) MONTREUIL, TONNELAT e t  MOLLET ( 46 ) . 
(e)  SPIK ( 47, 48 ), SPIK e t  MONTREUIL ( 49 ). 

l 
/ 
I 

(f) PqLMDüR e t  SUTTON ( 50). 
(g) MANN, FISH, COX e t  TANFOR. (51 ). 

I 
l (h) MûNTREUIL, TONNELAT e t  MüLLET ( 52 1, 

(i) SPIK ( 53, 54). 
(j)  JOHANSSON ( 5 5 ) .  
(k) QUERINJEAN, MASSON e t  HEREMANS ( 56). 

Constante de sédimentation 

S020 

20" 

Constante de diffusion 

Volusne spécifique p a r t i e l  

- calculé - mesuré 
t 

4 L 

S V  LTF 

(a) (b (CI 

5,35 l m "  
5,3-5,4 2 - 

5,35 

5,3-5,4-5,54-5,75 

0,722 - 

1 

(dl  

- 
,492 5 a 1 

5,9-5,16 

- 

- - 

4,8 - 
5-5,3 

- 

(el  

- 
5,32 

- 

(£1 

- 

- 
5,25 

5,54 

0,723 
0,725 

- 

0,725 - 

(g) 

- 

0,725 - 
j 

I 

4,s  - 

- O - 

4 , 6  

- - 

(hl 

- - 

- 
5,55 

( i l  

5,6 

- 
0,716 

- 
5,25 

- ' - 

- 
4,93 

- 

(j) 

0,735 
0,732 

(k) 

- - 



p a r t i e l  de l a  LTF sont moins ne t t e s  e t  var ient  de 0,716 à 0,735 ml/g. 

La v i scos i t é  intrinséque de l'apo-STF e t  de Fe-STP (tableau II 

p 7 ) sont de 4,O à 4 , l  ml/g en présence de solvants non dénaturants. Ces valeurs 

sont caractér is t iques des protéines globulaires. Ces valeurs augmentent considéra- 

blement en milieu dénaturant : 14,7 ml/g pour l a  STF en tampon Gu.HC1 5,4 M 

(BEzKOROYAINY e t  GROHLICH ( 57 1) e t  17 ml/g en tampon Gu.HC1 6 M (MANN e t  a l .  ( 58 )), 

ce qui prouve une dénaturation de l a  s t ructure secondaire e t  t e r t i a i r e .  Les valeurs 

maximales sont obtenues lorsque l e s  protéines sont réduites par l e  mercapto- 

éthanol 0 , l  M en présence de Gu.HC1 6 M. BERZKOROVAINY e t  GROmICH ( 5 9  ) proposent 

une valeur de v iscos i té  intrinséque de 59,4 ml/g pour l a  STF, a lo r s  que l a  valeur 

donnée par MANN e t  a l  ( 60 ) e s t  sensiblement plus f a ib l e  50,8 ml/g. Ces valeurs 

sont caractér is t iques de protéines sous forme de pelote s t a t i s t ique  (TANFORD ( 61 1). 

Aucune valeur n'a é t é  donnée jusqu'à ce jour pour l a  lactotrans- 

f er r ine  . 
Les r é su l t a t s  concernant l e s  valeurs de l a  masse moléculaire 

des deux glycoprotéines sont t r è s  nombreux. I l s  sont rassemblés dans l e  tableau 

flIpage 8 .  On constate un grand désaccord entre  l e s  auteurs, en e f f e t ,  l e s  valeurs 

(sont comprises en t re  68 000 e t  114 000 pour l a  sérotransferr ineiet  entre  76 000 e t  

100 000 pour l a  lactotransferr ine.  Cependant, l e s  valeurs l e s  plus probables se  si- 

tuent autour de 75 000 e t  80 000 pour l e s  deux glycoprotéines. 

2. - COMPOSITION ET STRUCTURE 

Les renseignements concernant l a  s t ructure primaire secondaire 

e t  t e r t i a i r e  des deux glycoprotéines sont peu nombreux. Les seuls  renseignements 

que nous possédons actuellement concernent l a  composition en acides aminés e t  en 

oses, l a  nature des acides aminés N e t  C terminaux e t  l e s  modalités de l ' a t t ache  

glycanne-protéine. 

A - FRACTION GLYCANNIQUE 

D'après l e s  travaux de SPIK (62,63) l a  lactotransferr ine e t  l a  

~Bro t rans fe r r ine  humaines possèdent des compositions centésimales e t  molaires en 

monosaccharides différentes  (tableau IV, p , 9 ) . 
B - - FRACTION PROTEJQUE - 

1 - COMl?OSITION EN ACIDES AMINES 

La lac to t ransfer r ine  e t  l a  sérotransferr ine humaines possèdent 



TABLEAU II : Valeurs de  l a  v i scos i t é  intrinsèque de l a  sé ro t ransfer r ine  

humaine dans d i f fé ren ts  milieux. 

(b)  BEZKOROVAINY e t  RAFELSON ( 65 ) ; BEZKOROVAINY ( 66 ) ; BEZKOROVAINY e t  

- 
Sérotransf e r r ine  

Native 

Apo protéide 

F e r r i  pro té ide  

Native 

Urée 8 M 

Gu.HC1 6 M 

Rédui t e  

Urée 6 M (Of-sTF) 

Urée 8 M (CM-STF) 

Gu.HC1 6 M + mercapto- 
éthanol 0 , l  M 

GROHLICH ( 67 ) ; BEZKOROVAIhY, GROHLICH e t  GERBECH ( 68 ) 

( c )  MANN, FISH, COX e t  TAMF,ORD ( 69 ). 

en ml/g 

(a)  

4,2 (pH 7) 

- 

- 
- 

- 
- 
- 

(b)  

4,6 (pH 5 )  
4,4 (pH 7 )  
4 ,1  (pH 7)  

4 90 

20,2 

14,7 

57 , l  

64,7 

59,4 

(cl 

4,O 
(pH 6) 

4 ,O 

- 
17 

- 
- 
50,8 

b 



l \ 
i 

STF LTF 

(a)  (b (c  1 (dl (e )  (f  (g) (h ( i  (1) (k) 

Constantes de sédimentation 91 O00 - 73 800 90 000 77 600 - - 95 000 - - - 
e t  de diffusion 82 O00 

Diffusion de l a  lumihre O O O - - - 89 O00 - O - 
Equilibre de s65dimentation 114 O00 68 000 73 400 - 72900 76600 76200 - O - - 
chromatographie sur gel  f i l t r a t i o n  - - 76000 - 78 000 - 76 O00 - 
Electrophorbse en gel  de polyacrylamide - .. - ... - - 81 000 - - 76 800 

Ti t ra t ion  du f e r  93 O00 - 74 100 - 75 980 - O II 75 980 80 O00 81 000 

Viscosité intrinsèque e t  constante 
de sédimentation O - O - - 79 300 - - - - - 
Viscosité intrinsèque 96 000 O - O 78 300 - - - O - 
Sédimentation en gradient de densité 

(a) BEZKOROVAIMI , RAFELSON e t  LIKHITE ( 70 ) ; BEZKOROVAINY e t  RAFELSON ( 71 ) ; REZKOROVALNY ( 72 ) ; BEZKOROVAINY e t  GROHLICH ( 73 1. 
(b) CHARLWOOD ( 74). 

' 
(c) ROBERTSI MAKEY e t  SEAL ( 75). 

. (d )  MONTREUIL, T0Nr;lELhT et: MULLET ( 76). 
( e l  SPIK ( 7 7 )  ; SPIK e t  MONTREUIL (78 ) ; SPIK ( 7 9 ) .  
( f ) MANN, FISH, COX e t  TANFORD (80 1. 
(g) PALMOUR e t  SUTTON ( 81). 
(h 1 MONTREUIL, TONNELAT el; MLTUET ( 82 ) . 
( i )  SPIK ( 83, 8 4 ) .  
(j) MASSON et HEREMANS ( 85) ; QUERINJEAN, MASSON e t  HEREMANS ( 86). 



TABLEAU IV : Composition centésimale e t  molaire en mono- 

saccharides de  l a  LTF e t  de l a  STF humaines 

(a)  SPIK ( 87 , 88 ) 

(b) SPIK e t  MONTREUIL ( 89 ) 

(c )  SPIK (90 , 91 ) 

( d l  SPIK e t  MONTREUIL ( 92 ) 

Composition centésimale 

Oses neutres  
Osamines 
Acides s ia l iques  

Composition molaire 

D-galac tose  
D-manno s e 
D-fucose 
N-acétyl-D-glucosamine 
Acide N-acétyl-D-neuraminique 

LTF 

( a )  

3,11 
2,43 
1,22 

5 
5 .  
4 

10 
3 

A 

(b) 

5 
6 
4 
8 
3 

STF 

(cl 

2,37 
1,99 
1,40 

5 
5 
O 
8 

(d l  

5 
6 
O 
8 



des compositions en acides aminés t r è s  voisines (MONlXEUIL e t  a l .  (93 1, (94 1, 
SPIK (95 ) e t  QUERINJEAN e t  a l .  (96 1).  après l e  tableau V p l e s  principales 

différences portent sur l a  répar t i t ion  en acides aminés basiques. 

l e  nombre de résidus d'acides aminés dans l a  pa r t i e  protéique / 
e s t  var iable  suivant l e s  auteurs : 795 résidus dans l a  sérotransferrine déterminés 

par BEZKOROVAINY e t  GROHLICH (97 ) d'après l a  v iscos i té  intrinsèque en milieu Gu. 

IICl 6 M, mercaptoéthanol 0 , l  M, e t  674 d'après MANN e t  a l .  (98 ) dans les mêmes 

conditions. D'après l a  composition en acides aminés pour une masse de 76 000 dal- 

tons, l e s  r é su l t a t s  de SPIK (99 ) nous donnent un nombre de résidus égal à 

634, ceux de MANN e t  a l .  (100) 657 résidus pour une masse moléculaire de 76 600 e t  

ceux de BEZKOROVAINY e t  a l .  (101) 700 résidus pour une masse moléculaire de 82 000. 

Ce dernier r é su l t a t  tombe 636 résidus s i  on ramène l a  masse moléculaire à 74 500. 

En ce qui concerne l a  lactotransferr ine e t  uniquement d'après 

l a  composition en acides aminés pour une masse de 76 700 daltons, MAZURIER e t  SPIK 

( 102) trouvent un nombre de résidus d'acides aminés égal à641 e t  QUERïNJEAN e t  al(103 - 
641 résidus d'acides aminés pour une masse de 76 400. 

Donc, m i s  à par t  l e s  r é su l t a t s  de BEZKOROVAINY e t  GROHLICH, l a  

sérotransferr ine e t  l a  lactotransferr ine humaines semblent avoir une f rac t ion  pro- 

téique de dimensions s imilaires  composée de 630 à 640 résidus d'acides aminés. 

2 - ACIDES AMINES N ET C TERMINAUX 

La nature e t  l e  nombre des acides aminés N- e t  C-terminaux sont 

t r è s  d i f fé rents  dans l e s  deux protéines. Jusqu'à présent, un seul résidu de val ine i 
1 

a é t é  caracter isé  en posit ion N-terminale dans l a  t ransferr ine sérique humaine, tan- , I 
I 

d i s  que l a  lactotransferr ine humaine ne posshde pas d' acide aminé en posi t ion N- 

terminal e. 

Par hydrazinolyse, SPIK ( 104), SPIK, MûNSIGNY et  MONTREUIL (105) 

CHARET ( 106) e t  CHARET, MONSIGNY, SPIK e t  MONTREUIL (107) ont i d e n t i f i é  du glyco- 

co l le ,  de l a  proline, de l a  cystéine e t  de l a  sér ine en posit ion C-terminale dans 

l a  t ransferr ine sérique humaine e t  du glycocolle e t  de l a  sérine dans l a  lactotrans- 

f e r r ine  humaine. I 
Ces r e su l t a t s  sont en faveur de l 'exis tence de plusieurs chaînes 

polypeptidiques dans l a  t ransferr ine sérique e t  l a  lactotransferr ine humaines ee 

rejoignent a ins i  l e s  conclusions de JEPPSON (108) qui dissocie l a  t ransferr ine ré- 

du i t e  e t  alkylée en urée 8 M en 2 sous un i t f s  de 39 000 e t  42 000 de masse molécu- 



Tableau - Composition molaire en acides aminés ... 
de l a  STF e t  de  l a  LTF humaines selon d i f f é r e n t s  auteurs 

(a)  MAZURIER e t  SPIK ( r é s u l t a t s  non publ iés)  
(b) QUERINJEAN, MASSON e t  HEREMANS ( 109) 
(c )  SPIK (110) ; I.IOT1JTREUIL e t  a l .  (111) ; MEDNTREUIL e t  a l .  (112) 
(d)  EIAiT?, FISH, COX e t  TANFORD (113) 
(e )  BEZKOROVAINY e t  a l .  (114) 

C 

Nature des 

acides  aminés 

A ~ P  
Thr 
Ser 
Glu 
Pro 
G ~ Y  
A l  a 
CysSH 
Val 
Met 
I l e  
Leu 
Tyr 
Phe 
TrY 
LY s 
H i s  
Arg - 

To t a 1  

Masse moléculaire 

* ~ e  nombre de tryptaphanes a été déterminé spectrophom6triquenene 

LTF 

(a )  

7 1 
' 30 

54 
6 1 
2 6 
5 3 
60 
2 6 
37 

6 
14 
54 
2 1 

'8. 
4 1 
8 

40 

641 

76 700 

STF 

(b) 

6 5 
3 3 
46 
69 
3 3 
49 
56 
2 6 
43 

5 
16 
54 
20 
28 
11 
3 9 
10 
38 

641 

76 400 

( c l  

7 7 
30 
42 
62 
3 3 
48 
5 5 
30 
41 
5 

15 
58 
26 
2 9 

7 
54 
17 
20 

634 
- 

76 000 

(dl  

8 1 
30 
40 
58 
30 
54 
5 9 
3 2 
43 
4 
14 
5 7 
24 
28 

9 
51 
19 
24 

657 

76 600 

( e l  

84 
30 
40 
63 
3 2 
52 
59 
36 
39 
9 

15 
64 
26 
30 
8 

6 6 
18 
29 

700 

82 000 



I l a i r e  e t  de GOT, GOUSSAULT e t  FONT ( 115. qui, eux aussi ,  en t r ava i l l an t  en milieu 

l Urée 8 M dissocient par ul t racentr i fugat ion l a  lactotransferr ine en deux consti- 

I tuants de 3,6 S e t  1,7 S .  de constante de sédimentation. 

i Cependant, ces conclusions sont tres controversées e t  l e s  

adeptes de l a  monocaténaritt5 de l a  chaîne peptidique sont nombreux : GREENE e t  

FEENEY ( 119, BEZKOROVAINY e t  GROHLICH ( 117), MANN e t  c o l l  ( 1181, PALMûüR e t  

SUTTON ( 119) pour l a  sérotransferrine humaine e t  QUERINJW,MASSON e t  HEREMANS 

( 1203 pour l a  lactotransferr ine.  

3. - CONCLUSIONS 

i Le bref historique de l a  lactotransferr ine e t  de l a  sérotrans- 

I f e r r ine  que nous venons de t racer  montre que l e  problème de l eu r  masse moléculaire 

e t  de leur  s t ructure sous-unitaire n ' é t a i t  pas du tout résolu au moment où nous 

avons entrepris  notre t rava i l .  

De plus,  de nombreux auteurs, QUERINJEAN e t  co l l  ( 121), FEENEY 

e t  ALLISON ( 123 e t  AISEN et: LEIBMAN ( 123, supposant pour l e s  deux glycoprotéin?~ 

I une masse moléculaire identique, un même nombre de glycannes e t  un même nombre 

d'atomes de f e r  f ixés  sur des s i t e s  identiques e t  bien qu 'el les  soient immunologi- 

quement d i s t inc te s  (MONTREUIL e t  a l .  0.24 ) e t  BLANC e t  ISLIKER (125) ), posent en 

hypothèse que l a  séro trans f e r r ine  e t  l a  lacto transf e r r ine  appartiennent à une m b e  

1 classe de protéine, e t ,  dérivent d'une même protéine ancestrale. 



TRAVAUX PERSONNELS 



1. - REACTIFS 

1 - PREPARATION ET PURIFICATION DU CHLORHYDRATE DE GUANIDINE 

Le chlorhydrate de guanidine u t i l i s é  (MM = 95'5) e s t  préparé 

e t  p u r i f i é  selon l e  procédé de TANFORD e t  NOSAKI (126) à p a r t i r  du carbonate de 

guanidine (Gu CO FiM = 182) commercial (EASTMAN ou BDH). 
2 3' 

A - RECRISTALLISATION DU CARBONATE DE GUANIDINE 

Le carbonate de guanidine e s t  dissous dans un minimum d'eau 

d i s t i l l é e ,  s t a b i l i s é  à + 4OC, puis r e c r i s t a l l i s é  par addit ion d'éthanol absolu 

( s t a b i l i s é  à + 4OC) jusqu'à une concentration d'environ 60 p 100 en éthanol. 

Après un repos de 2 h B + 4OC l e s  c r i s taux  sont f i l t r é s  sur  .. 
BUCHNER puis séchés à l 'exsiccateur sous vide contre de l 'anhydride phosphorique 

B - PREPARATION DU CHLORHYDRATE DE GUANIDINE 

1 Les c r i s taux  de carbonate de guanidine sont ensuite transfor- 

més en chlorhydrate par addit ion d'une solution dlHC1 a 20 p 100 jusqu'à pH 4. La 

réac t ion  s e  f a i t  avec production de chaleur, accompagnée d'un f o r t  dégagement de 

l CO2. La solut ion s ' é c l a i r c i t  à p a r t i r  de pH 7. 

! La solut ion est a lo r s  f i l t r é e  sur p r é f i l t r e  de f i b r e  de ver re  m i l  

l i p o r e  pour éliminer les impuretés surnageantes, puis évaporée à l 'évaporateur rota- 

t i f  à 40°C jusqu'à ce que l e s  c r i s taux  commencent à s e  former. Après un repos à * 

+ 4OC pendant 2 h ,  les c r i s taux .sont  f i l t r é s .  

Les eaux-m&res sont r e c r i s t a l l i s é e s  plusieurs  fois .  La c r i s t a l -  

l i s a t i o n  a r r ê t ée  l o r s  de l 'appar i t ion d'une coloration jaunâtre dans l e s  eaux-mères. 

Les c r i s taux  sont rassemblés e t  séch6s à l ' exsiccateur  sous 

vide contre P O pendant 24 à 48 h. 2 5 

C - PURIFICATION DU CHLORHYDRATE DE GUANIDINE 

Les c r i s taux  sont r e c r i s t a l l i s é s  dans l e  méthanol ou l 'é thanol  

absolu par dissolut ion des c r i s taux  secs  dans l e  méthanol à 60°C jusqulà saturat ion,  

puis r e c r i s t a l l i s a t i o n  fractionnée par évaporatian à l 'évaporateur r o t a t i f .  



Les cr is taux a ins i  obtenus sont séchés sous vide e t  sont 

p rê t s  à l ' u t i l i s a t ion .  

Le rendement en chlorhydrate de guanidine à p a r t i r  du car- 

bonate e s t  de l 'ordre de 70 p 100. 

II - PURIFICATION DE L'UREE 

L'urée u t i l i s é e  e s t  un produit MERCK. E l le  e s t  r ec r i s t a l -  

l i s é e  dans l e  méthanol e t  séchée sous vide. 

1 

III - RECRISTALLISATION DES AGENTS ALKYLANTS : ACIDE IODO- I 

ACETIQUE, IODOACETAMIDE 1 
Les agents alkylants sont r e c r i s t a l l i s é s  pour éliminer 

l ' iode  qui pourrait  se  f ixer  sur l e s  noyaux aromatiques de cer tains  acides aminés. l 
A - IODOACETAMIDE (MERCK) 

Dans un bécher de 50 m l ,  5 g d'iodoac6tami.de sont dissous à 

chaud dans 10 m l  d'eau d i s t i l l é e .  Le bécher e s t  ensuite placé à + 4OC pendant 

1 h. Le surnageant jaunâtre e s t  a lors  éliminé e t  l'iodoacétamide e s t  redissoute 

dans 10 m l  d'eau d i s t i l l é e  t iède, puis la i ssée  à + 4OC pendant une nuit .  Les 

cr is taux blancs sont débarassés de l 'eau surnageante e t  placés en exsiccateur 

sous vide contre P O 
2 5' 

B - ACIDE IODOACETIQUE 

30 g d'acide iodoacétique sont dissous dans 50 m l  de benzen2 

à 40°C. L'azéotrope benzène-iode e s t  éliminé sous vide à l 'évaporateur r o t a t i f  à 

40°C. 

L'opération e s t  répétée jusquf8 ce que l e s  cr is taux obtenus 

soient  blancs ; puis,  l e s  cr is taux sont s6chés sous vide jusqu'à élimination du 

benzène . 
I V  - PaAGTIF AU MTROPRUSSIATE 

Le réac t i f  spécifique des groupements SH l i b re s ,  e s t  const i tué 

d'une solution à 1 p 100 de ni t roprussiate  dans l'ammoniaque 2 N. 

La solution e s t  préparée extemporanhent en mélangeant volume 

à volume une solution de ni t roprussiate  à 2 p 100 dans l 'eau e t  une solution 

d'ammoniaque 4 N. 



V - AUTRES REACTIFS 

Tous les a u t r e s  r é a c t i f s  son t  des  p rodu i t s  conmerciaux purs  

pour analyses. 

V I  - PREPARATIONS DES PROTEIDES 

A - SEROTRANSFERUNE HUMAINE 

1 - SEROTRANSFERRZNE NATIVE (STF) 

La STF est preparee  Zi p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  I V  de COHN* se lon  

l e  procédé de ROOP e t  PUTNAM (127). E l l e  renferme e n t r e  0,2 e t  0,5 pg de  f e r  pa r  

mg d e  proté ide .  

2 - SEROTRANSFERRINE SATUREE EN FER (Fe-STF) 

La Fe-STF c o n t i e n t  2 atomes de f e r  par  molécule, s o i t  1,47 pg 

d e  f e r  par  mg de p ro té ide  ; el le  est préparbe par  add i t ion  d'une s o l u t i o n  de FeCl 3 
dans un tampon c i t r a t e  de sodium-bicarbonate de sodium 0,l M d e  pH 8 ,6  à de  l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  n a t i v e  en s o l u t i o n  dans l e  même tampon (SURGENOR e t  c o l 1  (128)).  

3 - -. SEROTRANSFERRINE DESATUREE EN FER OU APOSEROLTCANSFERPINE (Apo-STF 1 

L'apo-STF e s t  préparée  pa r  abaissement du pH de l a  s o l u t i o n  

à 4,  p u i s  p a r  d i a l y s e  con t re  une s o l u t i o n  aqueuse dfEI)TA à 1 p 100, ou f o u r n i e  pa r  

l a  f i rme BEHRINGWERKE. 

Dans l e s  2 cas ,  e l l e  renferme moins de 0,02 pg de f e r  par  mg 1 
de  p ro té ide .  

1 - LACTOTRANSFERRINE NATIVE (LTF) i 
La LTF, i s o l e e  p a r  p r é c i p i t a t i o n  du lactosérum humain pa r  l e  1 

s u l f a t e  d'ammonium se lon  l a  méthode d e c r i t e  pa r  EIDNTBEUIL e t  MnLET (1291, HONTREUIL, / 
TONNELAT e t  MLJLLET ( 130), modifiee p a r  DESCAMPS ( 1311, est p u r i f i e e  s u r  colonne de  

carboxyméthyl-cellulose se lon  l e  proc6dé de DESCmS (132). l 
Le taux d e  f e r  de  c e t t e  p répara t ion  v a r i e  d e  0,25 à 0,50 pg de 

f e r  p a r  mg de  prot6i.de. 

?La f r a c t i o n  IV de COHN nous est aimablement fourn ie  p a r  l e  Centre  de Transfusion 

Sanguine de L i 1  le. 



2 - LACTOTRANSFERRINE SATUREE EN FER (Fe-LTF) 

La Fe-LTF contient 2 atomes de f e r  par molécule, s o i t  1,47 pg 
1 

de f e r  par mg de protéide, e l l e  e s t  préparée : 

- so i t ,  par saturation en f e r  de l a  lactotransferr ine native,  

selon un procédé identique à ce lu i  de l a  sérotransferr ine (SPIK (13311, 

- s o i t ,  par passage du lactosérum saturé en f e r  sur colonne de 

SP-Séphadex suivant l e  protocole u t i l i s é  par CHERON (134) pour préparer l a  lacto- 

I t ransferr ine bovine. 

Le procédé de désaturation de l a  lactotransferr ine e s t  diffé-  

ren t  de ce lu i  de l a  sérotransferrine,  en e f fe t ,  il faut  abaisser l e  pH à 1,5 pour 

obtenir l a  lactotransferr ine totalement désaturée en f e r  (MONTREUIL e t  a l  (135)). La 

lut ion e s t  ensuite mise en dialyse une nu i t  contre de 1'EDTA à 1 p 100 e t  t r o i s  

jours contre de l 'eau d i s t i l l é e .  

Un autre  procédé de désaturation en f e r  a également é t é  u t i l i s é  

l a  lactotransferr ine saturée ou native e s t  mise pendant une heure en présence d'une 

solution de Gu.HC1 7 M, tamponnée par du Tris-HC1 0 , l  M à pH 7,5 e t  renfermant de 

llEDTA 0,03 M. L'élimination des se l s  e t  des molécules de protéide dénaturé e s t  r6a- 

lisEepar passage sur une colonne de Séphadex G (LEGER (136)). 150 

C - PlU3PARATION DES PROTEI.De REDUITS ET ALKYLES 

1 - REDUCTION DES PONTS DISULFURES 

La réduction e s t  effectuée à p a r t i r  du procédé de CRESTFIELD, 

MDORE e t  STEIN (137) selon l e  protocole suivant : 

1 g de protéide e s t  dissout dans 50 m l  de tampon Gu.HC1 6 M, 

T r i s  0 , l  M, EDTA 0,03 M a jus té  pH 8,2 par HC1. La solution e s t  f i l t r é e  e t  dégazée 

en même temps par passage sur f i l t r e  mill ipore dont l e s  pores ont un diamètre de 

0,45 p. 

Dans c e t t e  solution, de l 'azote ,  préalablement débarrassé de ! 
son oxygène par passage dans une solution à 1 p 100 de pyrrogallol, e s t  mis à bar- 

boter e t  2,3 m l  de @-mercaptaéthanol correspondant % 32,5 moles  sont ajoutés (100 

f o i s  en exces par rapport à l a  quantité de cystéine).  



La réduction réa l i sée  en atmosphere d'azote s e  poursuit pendant 

3 h sous agi ta t ion e t  à l ' a b r i  de l a  lumière. 

Les groupements th io ls  a ins i  formés sont s t ab i l i s é s  par alky- 

l a t i o n  avec un dérivé de l 'acide acétique : l'iodoacétamide ou l ' ac ide  iodoacétique. 

A l a  solut ion de lactotransferr ine ou de sérotransferr ine ré- 

du i t e  en présence de mercaptoéthanol, on ajoute une quant i té  d'agent alkylant,  iodo- 

acétamide ou acide iodoacétique, 1,5 fo is  en excès par rapport a l a  quant i té  néces- l 
s a i r e '  pour neutral iser  l e  mercaptoethanol en excès, l e  mercaptoéthanol oxydé e t  l e s  1 
ponts disulfures réduits,  s o i t  H) m moles d'agent alkylant (9,25 g ) .  

L'addition e s t  effectuée en une demi-heure environ. Le pH de 

l a  solution e s t  maintenu constant à 8,2  par addition de NaOH 2 N quand l'agent: 

alkylant e s t  l'iodoacétamide e t  à 8,6 quand d'agent alkylant e s t  l 'acide iodoacétique. 

La f i n  de l ' a lkyla t ion  e s t  contrôlée par l e  t e s t  au nitroprus- l 
s i a t e  ( réac t i f  qui v i r e  au rouge violacg en présence de groupements th io l s  libres;. 

Les t ransferr ines  S-carboxamidées ou S-carboxyméthylées sont 

dialysées 4 jours contre de l 'eau d i s t i l l é e  e t  lyophilisées. 

Le pourcentage de modification des acides aminés e t  notament 

l a  réduction de l a  cystine e s t  déterminé à l 'autoanalyseur d'amino-acides BECMAI4 

après une hydrolyse de 24 h par HCL 5,6 N r e d i s t i l l é .  



1 - DETERMLNATION DE LA VISCOSITE INTRINSEQUE 
* 

A - PRINCIPE 

1 - Théorie e t  méthode de calcul 

La v iscos i té  des solutions de macromolécules dépend de l a  
1 

forme e t  des dimensions des molécules en solution. 

En 1906, EINSTEIN a é t a b l i  que dans l e  cas des par t icules  

sphériques impénétrables au solvant, on pouvait éc r i r e  : 

7 = viscos i té  de l a  solution 

tp = viscos i té  du solvant 

= fract ion de volume occupée par l a  molécule. 

SIMHA ( 138) a étendu l a  l o i  d'EINSTEIN aux par t icu les  el-  

l ipsoîdes de révolution 

a 4 étant  fonction du rapport J = , des axes de l ' l l i p so îde .  
b 

Les protéines globulaires é tan t  assimilables à des ell ipsoîdes de révolution. 

Ne pouvant mesurer directement 0 ,  on s ' intéresse à l a  visco- 

s i t é  rédui te  dans laquelle intervient  l a  concentration C (en mg/ml) de l a  macro- 

molécule. 

v i scos i té  réduite = 
'1 -90 

= 7 SPI, 

9 sp = viscos i té  spécifique 
70 c 

l L'extrapolation de l a  v iscos i té  réduite à une concentration 

I Expérimentalement, pour déterminer l a  v iscos i té  intrinsèque 

d'une macromolécule en solution, on mesure une grandeur physique directement pro- 

portionnelle à l a  viscosi té .  



* 

Dans un viscosim&tre en U du type UBBELOHDE, l e  temps d'écou- 

I lement - t d'un volume déterminé de solution e s t  directement proportionnel à l a  vis- 1 
l 

cos i t é  de l a  solution, s i  l a  pression appliquée à l 'une des extrémités e s t  cons- l 
I tante. 1 

La re la t ion  (a) devient : 
( t  - to )  

[3] = l i m  
( toc) 

c--4 O 

C concentration en mg/ml 

I t temps d'écoulement de l a  solution en secondes 1 
l 

t o  temps d'écoulement du solvant en secondes. 
t- to 

On trace - 
toc 

en fonction de C e t  on extrapole B concentration 

I nu l l e  pour obtenir [g (voir fig. 1 ) . 1 
1 

La viscosi té  intrinsèque e s t  exprimée en ml/g. 

2 - Applications : Détermination de l a  longueur de l a  chaîne polypeptidiaue 

l à p a r t i r  de l a  viscosi té  intrinsèque des protéines sous forme de pelote  s t a t i s t ique  

I TANFORD e t  col1 (139) ont montré que l e s  protéines réduites en 1 

1 milieu Gu.HC1 6 M présentaient un comportement de polymères sous forme de pelote l 
I s ta t i s t ique .  1 
1 Pour une pelote s t a t i s t i q u e  dans un solvant thennodynamique- 1 

ment id6a1, on peut é t a b l i r  l a  re la t ion  

n é tan t  l e  nombre d'unités monom6riques e t  K une constante 

qui dépend de l a  masse moléculaire Mo de l ' u n i t é  monoaérique, de l a  longueur e t  
l 

I des angles des l ia isons de l a  chaîne,mais qui e s t  indépendante,pour de longues 1 
I chafnes, de l a  longueur de l a  chaîne. 

Le paramètre K e s t  une vér i tab le  constante pour toute  une sé- 

l r i e  d'homopolymères, mais il e s t  uniquement approché pour des protéines sous for- ! 
l me de pelote  s ta t i s t ique ,  dont l a  composition en acides aminés varie.  L a  re la t ion  l 
I précédente devient a lors  : I 

1 a é tant  généralemer~t compris entre 0 , s  e t  0,8 l 





t 
Expérimentalement, TANPORD e t  col1 (140) ont  mesuré l a  

v iscos i té  intrinséque d'un cer ta in  nombre de protéines réduites,dans un solvant 

Gu.HC1 6 M, dont on connaît l e  nombre de résidus d'acides aminés. Ils ont  t racé  

l a  courbe log 191 en fonction de log n (voir fig.  2 p. 23 ) et en ont déduit 

1 l a '  re la t ion  suivante : 

Dans ces conditions, l a  mesure de v iscos i té  intrinsèque 

d'une protéine, dont l e s  ponts disulfures  sont réduits, dans un tampon Gu.HC1 

6 M, permet de déterminer l e  nombre de résidus d'acides aminés de l a  p a r t i e  pro- 

tOique s i  celle-ci e s t  consti tuée d'une seule chafne polypeptidique. 

Les mesures de v iscos i té  sont effectuées dans un viscosimètre 

du type UBBELOHDE (section du cap i l l a i r e  : 0,4 mm, longueur du c a p i l l a i r e  : 10 cm, 

capacité du viscosimètre : 10 m l  environ) B température constante dans un bain 

thennostaté à 25OC avec une précision de 0,02OC. La pression e s t  maintenue cons- 

tante  pendant toute l a  durée de l a  manipulation. 

I Pour déterminer l a  v iscos i té  intrinsèque de chaque protéide, 

I une game de concentration a é t é  effectuée à p a r t i r  d'une solution mhre préparée 

de l a  manière suivante : 

Une quant i té  déterminée avec précision du protéide à étudier 

e s t  dissoute dans 30 à 35 m l  du solvant de référence, puis complét4e à 50 m l  

dans une f i o l e  jaugée, de manière à connaître l a  concentration exacte Co de c e t t e  

solution mère. La teneur en eau de l 'échant i l lon de protéide lyophil isé  e s t  déter- 

minée par ex t r a i t  sec dans une dtuve sous vide, à 50°C, contre de l'anhydride 

phosphorique, pendant 48 h. O 

Les d i lu t ions  sont ensuite réa l i sées  comme il e s t  indique 

dans l e  tableau V I  p. 24 . 
Le solvant e t  l a  solution sont préalablement dépoussiérés 

par passage sur des f i l t r e s  Millipore dont l e  diamètre des pores e s t  de 0,45 p. 

La pression e t  l a  température sont stabilisCes 1 à 2 h avant 

l a  manipulation, 

Le viscosim&tre e s t  rempli succeçsivement par l e  solvant de 

référence, puis, par l e s  solutions de concentration croissante  (après avoir é t é  





TABLEAU VI: Constitution de la gamme de concentrations pour l'étude 
. . de la viscosité intrinsèque. 



* 
r incé préalablement a chaque f o i s  par l a  solution à étudier) e t  l e  temps d'écou- 

lement de chaque solution e s t  déterminé de maniere s t a t i s t ique ,  chaque mesure 

étant  reproduite au moins s i x  f o i s  ( l e s  var iat ions de temps ne devant pas dépas- 

ser  0 , l  seconde pour chaque mesure). 

I II - DETEZMINATION DE LA CONSTANTE DE SEDIMENTATION 

A - PRINCIPE 

Lorsqulune molécule se  trouve en suspension dans une phase 

l iquide,  l a  force de gravi té  qui a tendance à l a  f a i r e  sédimenter s e  trouve con- 

t recarrée par l e s  forces d'agitation thermique correspondant au mouvement Brow- 

nien. La sédimentation spontanée n 'es t  donc pas une valeur mesurable. 

L'ultracentrifugation in t rodui t  une accélération a r t i f i c i e l l e  

l i néa i r e  y ( l i é e  à l a  v i t e s se  angulaire w e t  l a  distance r de l a  par t icu le  à 

l 'axe de rotat ion selon l a  re la t ion  

S i  y e s t  suffisamnent élevé, l a  par t icu le  sédimente selon une 

v i t e s se  l i é e  à sa forme e t  à s a  masse mol6culaire. 

Soi t  m = masse apparente de l a  molécule a 
m = masse de l a  par t icu le  séche 

O 

ou = volume spécifique p a r t i e l  de l a  molécule 

e = densité du solvant 

m e s t  l a  masse de solvant d6placé due à l a  poussée d'Archimède. 
O 

Quand l e  ro tor  tourne, l a  par t icu le  e s t  soumise à une force 

centrifuge F 
2 2 F a m w r  = 1 - v w r (1) 

r é tant  l a  distance de l a  molécule à l 'axe de rotation. 



0 

Cette  force F tend B deplacer l a  molécule vers  l ' ex té r ieur ,  

ce l le -c i  va e t r e  f re inée  par l e s  molécules de solvant,  e t  a c e t t e  fo rce  F va 

s'opposer une force  de frottement F' 

oh f e s t  l e  coef f ic ien t  de f r i c t i o n  

dr l a  v i t e s se  de déplacement de l a  molécule. e t  - 
d t  

Lorsque l ' é t a t  d ' équ i l ib re  e s t  a t t e i n t ,  on ob t ien t  : 

SVEDBERG (142) a dé f in i  un coef f ic ien t  de sédimentation qui 

e s t  l a  v i t e s s e  de l a  molécule dans l e  champ un i t é  : 

on a p r i s  pour un i té  l e  SVEDBERG 

1s = 10-l~ sec. 

L'équation (2)  devient a lo r s  : 

Le coef f ic ien t  de f r i c t i o n  f peut s'exprimer en fonction du 

coe f f i c i en t  de d i f fus ion  D. 

kT f = -  
D k é t an t  l a  constante de Boltzmann 

R e s t  f a  constante des gaz p a r f a i t s  e t  T l a  température 

absolue. 

M, il vien t  

En mul t ip l ian t  en haut e t  en bas (4) par l e  nombre d'Avogadro 

NkT RT o r ,  Nf = -  = -  
D D 

car  Nk = R 

d'où on ob t ien t  l 'équation de SVEDBERG 
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2 - Méthode de calcul 
I 

l Lorsque des macromolécules en solution sédimentent, e l l e s  

l a i s sen t  au-dessus d 'e l les  du solvant pur créant une f ront iè re  entre l e  solvant 

pur e t  l a  solution. La méthode optique "Schlieren" t radui t  c e t t e  différence de 

concentration par un pic  e t  permet de suivre l a  sédimentation des macromol6cules , 
en fonction du temps. 

I Le calcul de l a  constante de sédimentation e s t  habituelle- 1 

Un système optique approprié permet d'obtenir sur une plaque 
dn photo l a  courbe d; = f ( r )  (n étant  l ' i nd ice  de refract ion)  

ment fondé sur l a  v i tesse  du d6placement du maximum de l a  courbe du gradient de 

concentration. Lorsqulune t e l l e  courbe e s t  symétrique, l a  posi t ion de c e  maxi- 

m m  (ou "sommet") e s t  c e l l e  du point de l a  ce l lu l e  où l a  concentration du solu- 

t é  e s t  Bgale à l a  moitié de l a  concentration qui ex i s t e  a lors  dans l a  zone du 

plateau à l ' i n s t a n t  considéré (voir f ig .  3 p. 28 1. 

d c 
O r ,  2 e s t  proportionnel à - pour l e s  f a ib l e s  concentrations. dr  

l 

La déf in i t ion  de l a  constante de sédimentation apparente k 

l a  concentration C e s t  : 

dr/dt  
(Sc) "- 2 

app o r  

w e s t  obtenu à p a r t i r  de l a  v i tesse  de centrifugation en tours par minute (t.p.m) 

2 
Log Ir/ = (SC) w .t + Cçte 

aPP 
L L 

Log 7 - Log r = (Sc) u, t -  SC)^^^,^ to 
1 O aPP 

L 
2,303 (log 7 - log rO)  = (Sc)app(t - t . . )  

O 

La valeur de l a  constante de sédimentation e s t  obtenue à par- 

t ir  de l a  pente a de l a  courbe log r en fonction du temps t (voir f ig .  4 p .  2 9 )  1 
l 

tga = A Ioa r 
b t  



F i g u r e  3 : D i s t r i b u t i o n  de  l a  masse pendant l a  

séd imenta t ion  dans  une c e l l u l e  à s i m p l e  s e c t e u r  

( d ' a p r è s  TRAUTMAN etSCHUMAKER ( 143) ) .  



log F 

F i g u r e  4 : V a r i a t i o n  de  l a  f r o n t i è r e  so lvan t - so lu t ion  en 

fonc t ion  du temps au cours  de  l a  séd imenta t ion  



L 
(Sc)a W 

tga  = 
2,303 

(Sc 1 - - 2,303. tga 
aPP O 2 

3 - Conversion aux conditions standard 

La v i t e s se  de sédimentation d'une macromolécule dépend non 

seulement de s a  t a i l l e  mais aussi  de l a  viscosi té  e t  de l a  densi té  du milieu 

solvant. 

Pour obtenir des valeurs comparables, il faut  convenir de 

conditions standard qui sont habituellement : une centrifugation effectuée à 20°C 

dans de l 'eau. La valeur de S a ins i  déterminGe e s t  appelee S20,w. 

Il n'est  pas nécessaire d 'effectuer l a  sédimentation dans ces 

conditions mais on peut rapporter une valeur de S Sol à l a  valeur de S 
T ' 20,w par 

l 'éauation : (GMATIA e t  KATCHALSKI (144)) 

OÙ ( s ~ ~ , ~ ) ~  
Coefficient de sédimentation aux conditions standard (20°C e t  dans 

l 'eau) e t  à l a  concentration C, 

( S T , ~ o l ) c  = Coefficient de sédimentation dans l e s  conditions de l'expérience 

(température TOC, solvant Sol, concentration C )  . 
1 T,w = Viscosité de 1 'eau .s  l a  temp6rature TOC. 

7 20,w = Viscosité de l 'eau à 20°C. 

3 T,Sol = Viscosité du solvant B l a  température TOC. 

- 
v Volume spécifique p a r t i e l  de l a  solution à 20°C e t  dans l 'eau. 

20,w - 
v " Volume spécifique p a r t i e l  du so lu té  B l a  température TOC e t  dans l e  sol- 

T, SV 
vant. 

P20,W 
= Densic6 de l 'eau à 20°C. 

PT, s o l  
= Densité du solvant à l a  tenpérature TOC 

T w  
Le premier terme7- corrige l a  var iat ion de l a  v iscos i te  

3 2 0 , ~  
de l 'eau en fonction de l a  température. 



l 
(. 1 T , S O ~  

Le second terme qT,w corr ige l a  var iat ion de l a  visco- 

s i t é  du solvant en fonction de l a  v iscos i té  de l 'eau à l a  m&me température. 1 
l 

Le terne (' - iip'20sw apporte une correction due Zi l a  pous- - 
( l  - v c ) ~ , ~ o l  

l 
sée d'Archimède. 1 

Les valeurs de v iscos i té  e t  de densité du tampon nécessaires 1 
pour l a  correction aux conditions standard (S ont é t é  calculées à p a r t i r  2 0 , w  c 1 

l 
des valeurs données dans l e s  tables  : méthodes de l'ultracentrifugation analytique 1 

l 
HANS-GEORG ELIAS --Edition diffusée par BECKHAN. 1 

i 
Toutes l e s  mesures ayant é t é  effectuées à 20°C, l 'équation 

I 

cédente devient : 1 

e t  
920 ,Sol 

représente l a  v iscos i té  r e l a t ive  du solvant par rapport à l 'eau à 
120 ,w 

2O0C. 

4 - Extrapolation à l a  concentration nul le  

De manière générale, l e s  coeff ic ients  de sédimentation va- 

r i e n t  avec l a  concentration du so lu té  ; il convient donc de toujours les extra- 

poler vers l a  concentration nulle.  

Le coeff ic ient  de sedimentation à concentration nu l l e  (sol 
e s t  déterminé en mesurant l e  coeff ic ient  de sedimentation à plusieurs concentra- 1 
t ions (S ) e t  conformément à l 'équation suivante : 

C 
l 

(où c e s t  l a  concentration de l a  macromolécule en g/ml e t  ks e s t  une constante qui 
1 

dépend de l a  masse moléculaire du soluté).  On t race  l a  courbe - en fonction 

de l a  concentration e t  on extrapole à c = o. 
S20,w 

B - Af>_lT_CATT.ONS 

1 - Determination de l a  loxueur  de La chaîne p ~ l ~ e p t i d i q u e  B p a r t i r  du coef- 

f i c i en t  de sédimentation S0 des prot6ines sous forn~e de pelote s ta -  
20, Sol 

t i s t i q u e  



TANFORD e t  c o l l  (145) ont  montré que l e s  protéines réduites 

e t  alkylées, en milieu Gu.HC1 6 M,se trouvaient sous forme de pelote s t a t i s t ique .  

Cependant, l e s  valeurs des SO, contrairement aux valeurs de v iscos i té  intrinsèque, 

ne varient pas d'une maniére'aussi systématique avec l a  longueur de l a  chaîne 

peptidique. Ceci e s t  dQ au f a i t  que l a  v i tesse  de sédimentation dépend autant du 

volume spécifique p a r t i e l  de l a  protéine e t  d'une interact ion préférent ie l le  

avec l e s  composés du solvant, que de l a  longueur de l a  chaîne peptidique, dans 

pn système à plusieurs composants 

05 M e s t  l a  masse moldculaire de l a  protéine sèche 

f l e  coeff ic ient  de f r i c t i o n  de l a  par t icu le  solvatée 

Q l a  densi té  du solvant 

M l e  nombre d'Avogadro 

e t  8' l e  volume spécifique p a r t i e l  e f f ec t i f  de l a  protéine dans l e  solvant 

La  quant i té  qui va var ie r  systématiquement avec l a  masse mo- 
r j :  ' ., 1 

l écula i re  ou l a  longueur de l a  chapine e s t  l e  terme S O 

(1 -Q1q) 

Pour l e s  pelotes s ta t i s t iques ,  l a  dépendance prévue théorique- 

ment, du coefficien? de f r i c t i o n  f au nombre n de residus d'acides amines va r i e  

comme l e  terme a n  
1/2 

- 
(0,50 - x) 

On obt ient  donc SO/(I - dl?)  proportionnel à n pour 

l e s  pelotes s ta t i s t iques .  D1aprSs l a  vaieur expérimentale du coeff ic ient  a 

(a = 0,661 dans ltéquation[7] = ~ ' n ~ ,  i a  valeur appropriée de x e s t  0,05 ; l e  
O ,45 terme so/(l - a ' p )  var ie ra  donc en fonction de n . 

TANFORD .et  c o l l  ( 146) ont t racé l a  courbe log sO/ ( 1  ' -  ) 

en fonction de log n ( f i g  5 p. 3 3 )  pour un cer ta in  nombre de protéines sous - 
forme de pelote s t a t i s t ique  ; i l s  en ont déduit l a  re la t ion  suivante : 

Dans ces conditions, l 'extrapolat ion à concentration nul le  1 
des coeff ic ients  de sédimentation des prot6ines réduites e t  alkylées, mesurés en 

milieu Gu.CH1 6 M, permet de déterminer l e  nombre de résidus d'acides aminés s i  

l a  protéine e s t  constituée dlune seule chaîne polypeptidique. 





* 
2 - Détermination de l a  masse moléculaire par combinaison du coeff ic ient  de 

sédimentation S0 
20,w' 

e t  de l a  v iscos i té  intrinséque [ql 

Cette méthode exige que l a  forme des macromolécules réponde 

B certains  modèles t rès  par t icu l ie rs .  La masse moléculaire de protéines de for- 

me d'ellipsoEde de révolution applati ,  e s t  donnée par l 'équation de SCHERAGA e t  

MANDELKERN ( 148) 

SO e s t  l e  coeff ic ient  de sédimentation extrapolé à concentration nul le  e t  ramené 

:aux conditions standard (20°C, eau), exprimé en sec. 

e s t  l a  v iscos i té  intrinsèque exprimée en dl /g  

qd e s t  l a  v iscos i té  du solvant exprimée en poises 

$ e s t  un coeff ic ient  qui dépend de l a  forme e t  du rapport des axes de l l e l l i p -  

soEde ; l a  valeur l a  plus couramment u t i l i s é e  pour les  protéines globulaires 

compactes e s t  2,12,10 6 

e s t  l e  volume spécifique p a r t i e l  de l a  protéine exprimé en ml/g 

f~ l a  densité du solvant exprimée en g/ml. 

C - MODE OPERATOIRE - 

L'ultracentrifugation a été réa l i sée  dans une ul t racent r i -  

fugeuse analytique BECKMAN modèle E équipé6 du système optique "Schlieren". 

Les sédimentations ont é t é  effectu6es à 2D°C après s t ab i l i -  

sa t ion  du rotor  21 20°C. Le contrôle de l a  température, tout au long des expérien- 

ces, a é t6  effectué par l e  moyen du R.T.L.C. (rotor-température-indicating and 

control un i t )  préalablement étalonné. 

Les coeff ic ients  de sédimentation ont é t é  mesurés dans des 

ce l lu l e s  de 12 m d'épaisseur, en aluminium à simple secteur ou en épon à simple 

ou à double secteur, à fenêtres en ssphir.  

La v i t e s se  de centr i f t~gat ion e s t  de 56 000 t.p.m (tours par 

minute). Lorsque l a  v i tesse  de régime e s t  a t te in te ,  l e s  photographies sont pr i ses  

toutes l e s  8 ou 16 m. 

L'angle d' inclinaison de l 'analyseur schlieren e s t  choisi  de 



t 

manière B obtenir un p ic  avec des contours nets  e t  f in s  e t  une hauteur maximale. 

Pour une concentration de 10 à 6 mg/ml, l 'angle  e s t  de 7 0 ° ,  de 6 à 4 mg/ml, 65 

Aprés développement des plaques photographiques "KODAK", 

l e s  mesures sont effectuées avec un lecteur de p r o f i l  bidimensionnel "NIKON" 

permettant une précision de 0,001 mm. 1 
III - DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE A L'EQUILIBRE 

DE SEDIMENTATION 

A '- PRINCIPE 

La méthode de centrifugation à l ' équ i l ib re  de sédimentation 

étudie l a  dis t r ibut ion de l a  concentration des molécules à l eur  posi t ion d'équi- 

l ib re .  A l ' équi l ibre  de sédimentation l e  f lux  des molécules dO à l a  sédimentation 

e s t  6gal au f lux  des molécules dQ à l a  diffusion. 

1 - Théorie 

La sédimentation provoque l e  déplacement du soluté  dans une 

direct ion donnée ( ~ s e d ) ,  à ce déplacement s'oppose l a  diffusion ( ~ d i f f )  qui tend 

à r e t a b l i r  une d is t r ibut ion  uniforme des par t icules .  Ainsi, l e  flux t o t a l  J i  par 

uni té  de temps e s t  composé de deux termes, s o i t  : 

J i  = Jsed 4- Jd i f f  

o r ,  Jsed = Cy 

La v i tesse  moléculaire-y, e s t  proportionnelle à l ' i n t e n s i t é  
2 

du champ de force w r. 
Le coeff ic ient  de sédimentation S e s t  un facteur de propor- 

t ionnal i  té .  O 

2 
d'où, finalement Jsed = S C w r 

w e s t  l a  v i tesse  angulaire e t  e s t  donnée par 

w = rc (t*p'm) radianlsec. 
60 

Le f lux J d i f f ,  dO à l a  diffusion e s t  donné par l a  r e l a t ion  

suivante : 
dc Jdiff  = -D - 
d r  

D é tant  l e  coefficient de diffusion. 



* 
A l ' équi l ibre  J i  = O d'où Jsed = -Jdiff  

or ,  d'après SVEDBERG, S = MD (' - ") (voir p. 26 ). RT 

I On peut en déduire l a  re la t ion  suivante : :l c r  

O 

2 - Méthode de calcul 

Lorsquton emploi l e  système optique in t e r fé ren t i e l  de 

Rayleigh, on u t i l i s e  l a  re la t ion  

où M e s t  l a  masse moléculaire de l a  protéine 
7 

R = 8,313.10 , e s t  l a  constante des gaz pa r fa i t s  

8 = température de l 'expérience en OC 

$' = volume spécifique p a r t i e l  e f f ec t i f  de l a  protéine dans l e  solvant 

p = densité du solvant 

l c = concentration de l a  solution 

1 r = distance B l 'axe de rotation. 

Pour mesurer M, on e s t  'alors amen4 Zi tracer l e  logarithure 
2 

népérien de l a  concentration Log C, en fonction du car ré  r des distances à l 'axe 

de rotation. L a  masse moléculaire apparente, M e s t  a lors  donnée par l a  pente 
~ P P  

de l a  courbe. * 

On mesure par c e t t e  méthode l a  dif£érence de concentration 

en t re  l e  fond de l a  ce l lu l e  e t  l e  ménisque, a ins i  que l e s  distances à l'axe de 

l ro ta t ion  de ces deux points. 

l Pour l e  dépouillement des cliches in te r férent ie l s ,  on u t i l i s e  

1 un microcomparateur (projecteur de p ro f i l ) .  La plaque photographique (f i g .  6 

p .  38)  e s t  alignée de manière à ce que l a  ligne d e  référence de l a  c e l l u l e  con- 

trepoids (bord centr ipéte)  s o i t  para l lc le  au f i l  ve r t i ca l  du rét icule .  On mesure 



* 
a lors  l e s  distances d, de 0,01 cm en 0,01 cm, à p a r t i r  de l a  l igne de r é£  érence 

I du ménisque jusqulau fond de l a  ce l lu l e  e t  on mesure pour chaque distance, h, 

I l a  hauteur du déplacement de l a  frange, exprimée en p. 

On t r ace  l a  courbe h en fonction de d ( f ig .  7 p .  39 1. 
Cette  courbe tracée, on détermine l a  l igne de base "Ot1, correspondant au solvant 

seul,  en relevant de 0,01 en 0,01 cm l e s  mesures correspondantes de l a  l igne de 

base, On f a i t  ensuite l a  d i £  férence h - O qui représente Ah 

Log A h  = 2,3 log A h  

Ensuite, il faut  calculer l a  valeur r é e l l e  de r 

5,62' représentant l a  distance de l 'axe du rotor à l a  l igne 

de référence du ré t icu le  e t  d, l a  distance mesurée sur l e  projecteur de p r o f i l  

"NIKûN" ; or ,  d, au "NIKONi1 subi t  un facteur grossissant f ,  La valeur de  f e s t  

donnée par l e  constructeur. 

d 
Donc, dans l a  ce l lu le  ona d'= - e t  r = d f  + 5,62 

f 

Une f o i s  r déterminé, on calcule chacune des valeurs : 

= 1 = (df  + 0,01 + 5,62) e t  r = (d l  + 0,02 + 5,621 
2 2 

que l 'on élève au carre  : rl, r; , etc.  

Enfin, on t race  l a  courbe log a h en fonction de r2 ( f ig .  8 

p. 40 ) : log A h  représentant log C ,  l a  pente de  l a  d ro i t e  correspond à 

La masse moléculaire apparente e s t  a lors  calculée de l a  

manière suivante : e 

La valeur obtenue e s t  une masse moléculaire moyenne en poids 



Figure 6 : Equilibre de sédimentation de la STF native en Tris-HG1 0,lM 

pH 7,5, à 20" e t  à 17 000 t . p . m .  ; concentration : 0 ,33  mglml (système 

interférentiel ,  clich6 pris  20 h après le début de l a  centrifugation). 



F i g u r e  7 : V a r i a t i o n  de  l a  hauteur  du déplacement de  l a  f r ange  h ,  en fonc t ion  

de  l a  d i s t a n c e  au m6nisque d ( é q u i l i b r e  de séd imenta t ion  de  l a  STF, en Tris-HC1 

0 , l  M, pH 7 ,5 ,  à 17 000 t . p .m . ,  21 l a  concen t r a t ion  d e  0 ,33  mg/ml). 



( 4 601) ( ~ a b u o d j  sap jus wa>oldap)Boj 



B - MDDE OPERATOIRE 

Les équilibres de sédimentation ont é t é  réa l i sés  dans une 

ultracentrifugeuse analytique BECKMAN, modéle E équipée du système optique inter-  

f é ren t i e l  de Rayleigh en u t i l i s a n t  l a  méthode dlYPHANTIS ( 1 4 9 )  modifiée par 

CHERVENKA ( 159. 

Les expériences ont é t é  effectuées à 20°C, l a  température du 

ro tor  é tant  régulée par l e  système "R.T.I.C.l'(voir p. 34 ). ' 

I Le ro tor  u t i l i s é  e s t  en t i tane ,  référence An-H. 

Les ce l lu les  u t i l i s é e s  sont à double secteur, dont l a  paroi 

commune, s t r i é e  d'un s i l l o n  capi l la i re ,  permet l e  dépôt du solvant sur l a  solu- 

t ion  dès l taccé léra t ion  du rotor.  Elles ont  un épaisseur de 12 mm e t  sont en 

épon, l e s  fenêtres sont en saphir. 

Le système optique u t i l i s é  pour 6valuer l a  var ia t ion  de 

concentration l e  long de l a  colonne de l iquide e s t  l e  système in t e r fé ren t i e l  de 

Rayleigh, qui comporte un système de fentes para l lè les  assynétriques. 

I Les vi tesses  de centrifugations sont de l 'ordre de 16 000 à 

22 000 t.p.rn e t  sont: calculées selon l 'équation suivante ( C H E R V E ~ ?  (151)) : 

5 
t.p.m = 1,4.10 (T/M ( 1  - Te,> 1/2 

où T e s t  l a  température absolue e t  M l a  masse de l a  protéine. 

L'application de l a  méehode dtYP~ANTIS tapl ique l a  cer t i tude  

que l a  concentration au ménisque s o i t  nulle,  c e t t e  condition e s t  r éa l i sée  par l a  

méthode de CHZRVENKA, qui u t i l i s e  des ce l lu les  B double secteur à c a p i l l a i r e  pour 

déposer sur l a  solution une colonne de solvant. Cet te  méthode a é t é  chois ie  en 

raison des équi l ibres  à effectuer en présence de Gu.HC1. En e f f e t ,  pour obtenir 

de bons résu l ta t s ,  il e s t  indispensable que l e s  niveaux dans l e s  secteurs 

"solvant1' e t  l'solutionl' soient  rigoureusement égaux ; ce t t e  condition, d i f f i c i l -  

lement réa l i sable  par simple mesure des volunes, e s t  plus facilement obtenue dans 

ces conditions par équi l ibre  des pressions hydrostatiques. De plus, c e t t e  métho- 

de permet de réduire notablement l e s  temps pour a t te indre  l ' équi l ibre  qui  sont 

a i n s i  deux fo i s  plus courts que ceux qui sont nécessaires dans l a  methode or ig i -  

nale, a ins i  que l e s  vi tesses  du rotor  qui sont l e s  2/3 de ce l l e s  u t i l i s 6 e s  dans 

l a  méthode d t  YI?HAETIS. 



Le ro tor  e s t  tout  d'abord accéléré jusqu'à l a  v i t e s s e  de 

4000 t.p.m e t  l 'on attend que l e s  niveaux soient  l e s  mêmes dans l e s  deux sec- 

teurs,  avant de poursuivre l 'accéldration. Ceci a pour but d 'éviter une redis- 

t r ibut ion  diff6rente  du tampon dans l e s  deux secteurs. Un c l iché  e s t  p r i s  dès 

l a  v i t e s se  de régime a t t e in t e ,  puis une s é r i e  de photos sont pr ises  une fo i s  

l ' équi l ibre  a t t e in t .  Le temps nécessaire à l ' équi l ibre  a é t é  v6rifi.é supérieur 

àr 12 h, e t  c ' e s t  toujours un temps supérieur à celui-ci qui a é t é  chois i  pour 

toutes l e s  opérations. 





1. - DETERMINATION DE LA VISCOSITE INTRINSEQUE DE LA 

SEROTRANSFEFWNE ET DE LA LACTOTRANSFEFUUNE 

Les différentes  mesures de v iscos i té  ont  é t é  effectuées de 

manière à déterminer l e  r61e du f e r  e t  l ' influence de l a  composition du tampon 

sur  l a  conformation des deux protéides. 

El les  ont é t é  effectuées, en outre,  de manière à préc iser  : 

- l a  s t a b i l i t é  r e l a t ive  des deux protéides vis-à-vis de 

deux agents dénaturants (urée, Gu.HC1) I 

- e t  un cer tain nombre de paramètres t e l s  que : l 
té ique ; 

. l e  nombre de résidus d'acides aminés de l a  p a r t i e  pro- 

. l e  nombre de chahes  polypeptidiques e t  l a  masse molécu- 

l a i r e  de l a  lactotransferr ine e t  de l a  sérotransferrine humaines. 

1 - VISCOSITE DES PROTEIDES NATIFS EN MILIEU NON DENATURANT 1 

A - MATERIEL 

L1apo-STF u t i l i s é e  e s t  fournie par l a  firme BERHINGZIIERKE. 

La Fe-LTF u t i l i s é e  e s t  préparée selon l e  protocole décr i t  

par CHERON pour préparer l a  lactotransferr ine bovine (p. 17 ). 

Les mesures sont effectuées dans l e s  tampons suivants : 

- Ci t ra t e  de sodium 0 , l  M , bicarbonate de sodium 0 , l  M, 

a jus t é  à pH 8 , 6  ( C i / ~ i  0 , l  M, pH 8,6) 

- T r i s -  (Hydroxyméthyl )-aminométhane 0 , l  M, a justé  à pH 7,s 

par HC1 (Tris-HC1 0 , l  M, pH 7,5).  

La concentration en protéides e s t  de  l 'o rdre  de 1,5 à 2 p. 100 

Les temps dtécoulement pour l e  solvant sont de l 'o rdre  de 

100 à 120 secondes. 

Chaque ,expérience a é t é  répétée au moins deux fois e t  l e s  ré- 
4- 

s u l t a t s  sont donnés avec une précision de - 4 O / , .  

B - RESULTATS 

Les r é su l t a t s  obtenus dans ces conditions sont rassemblés 

dans l e  tableau VIIp. 46, e t  sont i l l u s t r é s  par les figures 9,  10, 11 p.47,48,49* 



L a  v iscos i té  intrinskque de l'apo-STF a i n s i  déterminée e s t  

de 4 , l  ml/g, c e l l e  de l a  Fe-STF e s t  de 4,O ml/g e t  c e l l e  de l a  STF nat ive  e s t  
+ 

de 4,05 ml/g. Compte-tenu de l a  précision des r é su l t a t s  - 0,15 ml/g, on peut 

considérer que l e  f e r  n ' induit  pas de changement de conformation dans l a  métal- 

loglycoprotéine décelable par mesure de l a  viscosit8.  

Les valeurs mesurées avec l a  lactotransferr ine sont du m h e  

ordre de grandeur que c e l l e s  de l a  sérotransferrine : 4,O ml/g pour l a  Fe-LTE'. 

Ces valeurs sont caractér is t iques des protéines globulaires. 

Cependant, l e s  valeurs obtenues avec 1 ' apo-LTF sont beaucoup plus dlevées. Dans 

ce cas, l'augmentation relativement importante de l a  v iscos i té  intrinseque pas- 

sant de 4,O à 4,65 ml/g, pourrait  ê t r e  due & une dénaturation de l a  s t ruc ture  

t e r t i a i r e  provoquée par l e s  conditions de l a  désaturation en f e r  p lu tô t  que l a  

conséquence d'un remaniement de c e t t e  s t ructure t e r t i a i r e  dQ au départ du fe r .  

En e f f e t ,  il faut  abaisser l e  pH de l a  solution à 1,s pour 

ndécrocher" totalement l e  f e r  l i é  à l a  glycoprotéine e t  il semble bien que dans 

ces conditions l a  dénaturation s o i t  i r réversible .  

Un r é s u l t a t  confirme c e t t e  hypothhe, l a  v iscos i té  in t r in-  

sèque d'une apo-LTF désaturée en milieu chlorhgdrate de guanidine e s t  d e  4,3 

ml/g ; ce t t e  valeur e s t  beaucoup plus proche de l a  valeur de l a  Fe-LTF, cepen- 

dant, l a  renaturation de l a  s t ructure t e r t i a i r e  du protéide par élimination de 

Gu.CH1 n 'es t  pas totale .  

C - DI SCUSSTON 

Nos r é su l t a t s  concernant l a  sérotransf e r r ine  humaine conf ir- 

ment l e s  valeurs c i tées  dans l a  l i t t é r a t u r e  : 4,O à 4,1  ml/g (Tableau II p. 7 1. 
Les auteurs ne trouvent pas non plus de différence de v iscos i té  entre l 'apo e t  

l e  f err iprotéide,  

Aucune valeur n 'a  é t é  c i t é e  dans l a  l i t t é r a t u r e  2 propos d e  

l a  v iscos i té  intrinsOque de l a  lactotransferr ine humaine. 

Des valeurs beaucoup plus élevées : 4,55 à 4,75 ml/g ont é té  

signalées dans notre D.E.A. (152) pour l a  LTF e t  l a  Fe-Lm. Ces valeurs élevées 

pour un protéide globulaire semblent dues à une dénaturation, due au f a i t  qie l a  

préparation du protéide s ' é t a l a i t  sur un temps assez long. Les valeurs détermi- 

nées i c i ,  l 'on t  é t é  sur une nouvelle préparation rapide de  lactotransferr ine 

(cf.82 p. 1 7  ). 



TABLEAU VI1 Viscosité intrinsèque de l a  s6rotransferrine 

e t  de l a  lactotransferr ine en milieu non dé- 

naturant. 

(a )  Le f e r  a 6t6 élimine à pH 1,5 (cf.  5 3 p. 17 ). 

(b) Le fe r  a 6 té  éliminé en présence dtEDTA e t  Gu.HC1 7 M 

(cf.§ 3 p. 1 7  ) 
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Pro téides 

Apo-STF 

STF 

Fe-STF 

F e-LTF 

Fe-LTF 

Apo-LTF (a)  

Apo-LTF (b)  

4 

Tampons m l  / g  

~ i / B i  0 , l  M pH 8,6 

T r i s - H C 1  0 , l  M pH 7,5 

C i / ~ i  0 , l  M pH 8,6 

~ i / B i  0 , l  P1 pH 8,6 

Tris-HC1 0 , l  M pH 7,5 

C i / B i O , l M p H 8 , 6  

C i / 3 i O 3 1 M p H 8 , 6  

+ 
4 , l  - 0,15 

+ 
,4105 - 0,15 

.,O + - 0,15 

4,O + - 0,15 

4,O 2 0,15 

4,65 + - 0,2 

4,3 + - 0,2 
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II - VJCSCOSITE DES PROTEIDES NATIFS EN MILIEU DENATURANT 

A - MATERIEL 
De maniere à préciser l a  s t a b i l i t é  r e l a t ive  de l a  séro- 

t ransferr ine e t  de l a  lactotransferr ine vis-à-vis des agents dénaturants, 

a ins i  que l a  s t a b i l i t é  des complexes fer-protéides par rapport a l a  forme native 

(ou peu saturée),  nous avons effectué l e s  mesures de v iscos i té  dans l e s  solvants 

suivants : 

- Urée 8 M dans l e  tampon Tris-HC1 0 , l  M a justé  à pH 8,O 

- Chlorhydrate de guanidine 6 M e t  8 M dans l e  tampon Tris- 

H C 1  0 , l  M de pH 8,O. 

La concentration en protéides de chaque solution-mère e s t  

de  l 'o rdre  de 0,8 à 1 p. 100. 

Les solutions de protéides sont préparées 4 h avant l a  mani- 

pulation. 

Les temps d'écoulement pour l e  solvant sont de 180 secondes 

environ. 
+ 

Les r é su l t a t s  sont donnés avec une précision de - 4 O/, .  

RE SULTATS 

1 - Mesure de l a  v iscos i té  intrinsèque en u.rtle 8 M 

Les r é su l t a t s  obtenus ( f ig .  12  p. 53) sont rassemblés dans 

l e  tableau VIII, p. 52 . 
Les complexes fer-protéides semblent plus stables en prtlsence 

d'urée 8 M que l e s  apo-protéides. Une v iscos i té  intrinsèque égale à 19 ml/g a é t6  

déterminée pour l a  lactotransferr ine native e t  10 ml/g pour l a  lactotransferr ine 

saturée ; dans l e  cas de l a  sérotransferrine,  l a  différence e s r  moins marquée, 

[q] = 12 ml/g pour l a  sérotransferr ine native e t  = 10 ml/g pour l a  séro- 

t ransferr ine native. 

2 - Mesure de l a  v iscos i té  intrinsèque en Gu.HC1 6 M e t  8 M 

Les r é su l t a t s  obtenus ( f ig .  13 p. 54) sont rass~mblés  dans 

l e  tableau VïII, p.  52. 

D'après ces r é su l t a t s  : 



- La lactotransferr ine ( [rll = 26 ml/g) e s t  dénaturée plus 

rapidement que l a  sérotransferrine ( C7] = 15,3 ml/g) en milieu Gu.HC1 6 M ; il 
+ semble y avoir peu de différences, compte-tenu de l ' e r reur  expérimentale - 

0,7  ml/g entre l e s  concentrations 6 M e t  8 M en Gu.HC1, l a  v iscos i té  intrinsèque 

de l a  lactotransferr ine passe de 26 à 28 ml/g. 

- L'action de Gu.HC1 6 M semble ne pas ê t r e  to ta le  sur l a  

sérotransferrine native, en e f fe t ,  l a  valeur de l a  v iscos i té  intrinsèque aug- 

mente notablement en milieu Gu.HC1 8 M e t  passe de 15,3 à 22 ml/g. 

- A p a r t i r  d'une concentration 6 M en Gu.HC1, l a  présence du 

f e r  n ' inf lue plus sur l a  dénaturation ; en e f fe t ,  l e s  valeurs sont sensiblement 

identiques pour l a  sérotransferrine nat ive 15,3 ml/g e t  saturée,  16,2 ml/g 
+ 

(compte-tenu de l ' e r reur  de - 0,s d g ) .  

c - DISCUSSION 

La v iscos i té  intrinsèque e s t  proportionnelle à l a  f ract ion 

de volume occupée par l e  protéide ; en présence d'agents dénaturants comme l 'u rée  

ou l e  Gu.HC1 à for tes  concentrations, toutes l e s  l ia i sons  sont rompues à l 'ex- 

ception des l i a i sons  covalentes t e l l e s  que l e s  ponts disulfures  ; l a  f ract ion de 

volume occupée par l a  molécule va donc augmenter en fonction de l a  dénaturation 

de cel le-ci  e t  s a  v iscos i té  intrinsèque. 

I l  apparaît donc d'après l e s  r é su l t a t s  précédents que l ' u rée  

8 M e s t  beaucoup moins dénaturante que l e  Gu.HC1 6 M ou mieux 8 M. 

11 sera  donc préférable d ' u t i l i s e r  l e  Gu.HC1 pour dénaturer 

e t  dérouler plus complètement l a  pa r t i e  peptidique des deux glycoprotéines. 

De plus, selon HAGEL, GERDING, FIEGGZN e t  BLOEMENDAL (1531, l a  

présence d'ions cyanates dans l l u r Q e  peut g t re  gênante pour des études ul tér ieu-  

r e s  en électrophorèse portant sur l 'exis tence de sous-unités. En e f fe t ,  l e s  ions 

cyanates se  f ixant  sur cer taines  molécules protéiques en modifient l a  charge n e t t e  

e t  donnent a ins i  naissance a plusieurs bandes en électrophorèse en gel de polya- 

crylamide qui pourraient amener à des conclusions erronnQes sur l 'exis tence de 

plusieurs sous-unités. 

Cependant, pour obtenir un déroulement t o t a l  de l a  pa r t i e  

peptidique sous forme de pelote s t a t i s t ique ,  il faut rompre toutes l e s  l ia isons 

covalentes r e l i a n t  l e s  différentes  fract ions de l a  p a r t i e  protéique. Aussi, avons- 

nous couplé l ' a c t ion  des agents dénaturants à l a  rupture des ponts disulfures.  



TABLEAU VI11 Viscosités intrinsèques exprimées en ml/gJ de l a  LTF 

et de l a  STF en présence d'agents dénaturants à forte 

concentration. 

Urée 8 M 

LTF 

F-LTF 

STF 

'Fe-STF 

L 

Gu.HC1 

+ 
19 - 0,6  

+ 
10 - 0,3 

+ 
12 - 0,4  + 
10 - OJ3 

6 M 

+ 
26 - 0,7 

- 
+ 

16,2 - 0,5 
+ 

15,3 - OJ5 

8 M 
- 

+ 
28 - 0,7  

- 
+ 

22 - 0 ,6  

.. 



Figure  12  : Détermination d e  l a  v i s c o s i t 6  in t r insèque  d e  l a  sé ro t rans -  

f e r r i n e  e t  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  en mi l ieu  Urée 8 M 



Figure 13 : Viscosités en milieu Gu.HC1 

( O )LTF Gu.HC1 8 M  ( ) LTF Gu.HCZ 6 M 

( O ) TF Gu.FC1 8 M ,  ( O ) 3 Gu.HCI fi M 

( + ) Fe-TF Cu.HC1 6 M 



III - VISCOSITE DES PROTEIDES REDUITS EN MILIEU DENP-TURANT 

A - MATERIEL 

La réduction des ponts disulfures e s t  effectuée selon l e  

l protocole déc r i t  p. 17 . La seule modification e s t  que l e  B-mercaptoéthanol 

I e s t  ajouté dans l e  solvant avant dissolution du protéide. La s u i t e  des opéra- 

t ions r e s t e  identique. 

Les mesures de v iscos i té  ont é t é  effectuées dans les sol- 

vants suivants : 

- Urée 8 M dans l e  tampon Tris-HC1 0 , l  M a jus té  à pH 8 ,2  

e t  contenant, en outre,  de 1'EDTA 0,03 M e t  du f5-mercaptoéthanol 0 , l  B 0,15 M. 

- Gu.HC1 6 M à 8 M, tamponné par l e  T r i s - H C 1  0 ,1  M à pH 

8,2 e t  renfermant de l lEDTA 0,03 M e t  du B-mercaptoéthanol 0 , 1  à 0,15 M. 

La concentration en protéides de l a  solution-mére e s t  de 

l 'o rdre  de 0,7 B 0,8 p. 100. 

1 Les temps d'écoulement du solvant sont d e  l 'ordre de 180 

secondes. 

B - RESULTATS ET DISCUSSION 

1 - Viscosité des protéides rédui ts  en milieu urée 

Les r é su l t a t s  obtenus (figure 14 p. 58 ) sont rassemblés 

dans l e  tableauIX p. 57 . 
Mous constatons une augmentation importante de l a  v iscos i té  

intrinsèque quand on ajoute un agent réducteur t e l  que l e  mercaptoéthanol au 

milieu dénaturant ce qui tend à prouver que l a  molécule protéique a p r i s  une con- 

formation plus é t i r é e  qu'en milieu urée 8 M dépourvu de mercaptoéthanol, donc que 

cer taines  l ia i sons  covalentes t e l l e s  que ].es ponts disulfures ont é t é  rompues. 

Cependant, l a  sérotransferrine saturée ( 191 = 34 ml/g) sem- 

b l e  ne pas avoir é t é  totalement rédui te  en milieu urée 8 M, mercaptoéthanol 0 , l  M 

e l l e  conserve une conformation moins é t i r é e  que l a  sérotransferrine nat ive 

( 191 = 42,5 ml/g) dans l e s  mêmes conditions. En e f f e t ,  en milieu urée 8 M, mer- 

capto6thanol 0 , l  M, 24 h,  l a  sérotransferr ine saturée n 'es t  pas totalement déco- 

lorée,  ce qui e s t  en bon accord avec l e  f a i t  qu 'e l le  conserve une p a r t i e  de sa  l 
s t ruc ture  t e r t i a i r e .  

La lacrotransferr ine nat ive ( [q] = 29,5 ml/g) semble encore 



plus  r é s i s t a n t e  que l e s  deux formes de  l a  sé ro t rans fe r r ine  l a  réduction des 

ponts d i su l fu r e s  en mil ieu urée 8 M. 

2 - Viscosi té  des proté ides  r édu i t s  en mil ieu Gu.HC1 

Les r é s u l t a t s  obtenus ( f i gu re15  p. 59 ) sont rassemblés 

dans l e  tableau X p. 57. 

Nous constatons que l a  réduction en mil ieu Gu.HC1 6 M, 

mercaptoéthanol 0,l  M pendant 16 h n ' e s t  t o t a l e  n i  pour l a  l ac to t r ans f e r r i ne  

( = 46 ml/g) n i  pour l a  sé ro t rans fe r r ine  ( [<)l = 48 ml/g). Tandis que pour 

l a  même concentration en Gu.HC1, mais en présence de mercaptoéthanol 0,15 Ma 

pendant 4 h ,  l a  v i s c o s i t é  in t r insèque de l a  l a c to t r ans f e r r i ne  e s t  de  51ml /g  

e t  c e t t e  valeur r e s t e  s t a b l e  même s i  l a  concentration en Gu.HC1 a t t e i n t  8 M. 

La v i s c o s i t é  in t r insèque n'augmentant p lus  pour une con- 

cen t ra t ion  en Gu.HC1 supérieure à 6 M en présence de mcrcaptoéthanol 0,15 M, 

nous pouvons considérer que l e  proté ide  possède une conformation totalement 

é t i r é e  e t  se trouve sous forme de pe lo t e  s t a t i s t i q u e .  

Il en e s t  de même pour l a  sé ro t rans fe r r ine  dont l a  visco- 

s i t é  in t r insèque dans ces  condit ions e s t  de 50,O ml/g. 

Cependant, pour ê t r e  c e r t a i n  que l e s  2 proté ides  sont  tota-  

lement r édu i t s  e t  s e  trouvent bien sous forme de pe lo te  s t a t i s t i q u e  e t  pour évi- 

t e r  une réassocia t ion p a r t i e l l e  de ce r t a in s  de  ces ponts d i su l fu res ,  nous avons 

e f fec tué  l e s  mesures de v i s c o s i t é  in t r insèque sur  l e s  proté ides  r édu i t s  e t  a l -  

kyles dissous dans un solvant Gu.HC1 6 M. 

I V  - VISCOSITE DES PROTEIDES REDUITS ET ALKYLES EN BEZtIElJ 

Gu.RC1 6 M 

A - MATERIEL 

La réduction e t  1' a lky la t ion  de l a  l ac to t rans f  e r r i n e  e t  de 

l a  sé ro t rans fe r r ine  e s t  ef fectuée selon l e  protocole dtScrit précédermnent (p. 18 ) 

- 400 mg de  proté ide  r édu i t  e t  a lky lé  sont  dissous dans 35 

m l  de solvant Gu.HC1. 6 M tamponnG à pH 7 , 5  par  du Tris-HC1 0 , l  M. 

- La solut ion e s t  ensu i te  f i l t r é e  sur  f i l t r e  Mil l ipore  e t  

complétée à 50 m l  par l e  solvant f i l t r b .  Les d i l u t i ons  sont effectuées  de  l a  



TABLEAU IX : Viscosite intrinsèque d e  

la STF et d e  la LTF en 

urée 8 M 

TABLEAU X : Viscosité intrinséque de  la STF et d e  la LTF en milieu Gu.HC1 

A 

Urée 8 M 
RSH* 0,15 M 

4 h  

+ 
29,5 - 0,7 

+ 
42,s - 1 

+ 
34 -0,8 

- 

4 h  

% RSH = 6-mercaptoéthanol 

LTF 

STF 

Fe-STF 

19 

12 

10 
i 

GU*HC1 ' 
4 h  

Gu.HC1 6 M 
MSH* 0,l M 

16 h 

f 
46 - 1,2 

+ 
48 - 1,2 

LTF 

STF 

b 

26 

15,3 

Gu.HC1 6 M 
BSH* 0,15 M 

4 h  

+ 
51 - 1,5 

4- 
50,O - 1,5 

Gu.HC1 7 M 
RSH* 0,15 M 

4 h  

l- 
52 - 1,5 

- 

Gu.HC1 8 M 
RSH* 0,15 M 

4 h  

f 
51 - 1,5 

- 
4 



Figure 14 : Viscosi té ,  in t r insèque,  de l a  t r an s f e r r i ne  e t  de l a  

l a c to t r ans f e r r i ne  en mil ieu  Urée 8 M, mercaptoéthanol 0 , l  M 

( O ) TF (Urée 8 PI, RSH 0 , l  M, 4 h)  

( ) Fe-TF (Urée 8 M,  RSII 0 , l  M ,  4 h) 

( ) LTF (Urée 8 M,  RSH 0 , l  M, 4 h )  



Figure 15 : Viscosit6 intrinsèque de la STF et de la LTF reduitee en 

milieu Gu.HC1 

( 0 ) LTF (Gu.HC1 6 M, RSH 0,l M, 16 h) D C s  
L1;L; 

( + ) STF (~u.Hc1 6 M ,  RSB O,lM, 16 h) 

- ( ) LTF (GU.HC~ 6 M, RSH 0,15 M, 4 h )  

O 
( 0 ) STF (Gu.HC1 6 M, RSH 0,15 M, 4 h )  



manière d é c r i t e  précédemment (p. 24 ). 

- Les temps d'écoulement du solvant sont de l 'o rdre  de 

180 à 200 secondes. 

Un examen à l 'autoanalyseur d'acides aminés de l a  lactotrans- 

fe r r ine  e t  de l a  sgrotransferrine réduites e t  alkylées nous montre une absence 

t o t a l e  de cystine, ce qui nous permet de conclure que tous l e s  ponts disulfures  

sont coupés . 
Les r é su l t a t s  obtenus dans ces conditions (figure 16 p. 61 ) 

+ 
sont : [7] = 50,5 ml/g - 1,5  pour l a  sérotransferr ine rédui te  e t  alkyl6e e t  

= 51 ml/g 2 1,5 pour l a  lactotransferrine.  

Ces valeurs é tan t  identiques B ce l l e s  trouvées en milieu 

Gu.HC1 6 M, mercaptoéthanol 0,15 M, nous pouvons considérer que l e s  protéides 

possèdent une conformation é t i r é e  e t  s e  trouvent sous forme de pelote s ta t i s t ique .  

C - APPLICATIONS 

Dans ces conditions, on peut appliquer l a  re la t ion  propos& 

par TANFORD e t  col1 (154 : 

Dans l e  cas de l a  lactotransferr ine,  pour une v iscos i t6  

intrins&que de 51 ml/g, on trouve un nombre de résidus d'acides aniinés égal à 
+ 

641 - 15 e t  dans l e  cas de l a  sérotransferrine,  pour une v iscos i té  intrinsèque 
4- 

de 50,5 ml/g, on détermine un nombre de résidus d'acides amines égal  à 632 - 15. 

Connaissant n l e  nombre de résidus d'acides aminés de l a  

p a r t i e  prottSique, on peut déterminer l a  masse moléculaire du protéide en appli- 

quant 1 ' équation suivante : 

M représente l a  masse moléculaire moyenne apparente d'un résidu d'acide aminé, 
O 

calculé  dlapr&s l e s  compositions molaires en acides aminés e t  en glucides de l a  

glycoprotéine pour une masse moléculaire d e  10.000 daltons. 





Pour une valeur calculée de M égale à 121 dans l e  cas de 
O 

l a  lactotransferr ine e t  de 118 dans l e  cas de l a  sérotransferrine,  l e s  valeurs 
+ 

de masse moléculaire trouvées sont de 77 500 - 2000 dans l e  cas de l a  lactotrans- 
+ 

fe r r ine  e t  74 700 - 2000 dans l e  cas de l a  sérotransferrine.  

Le nombre de résidus d'acides aminés obtenu dans l e s  2 cas 
+ 

e s t  t r è s  voisin,  compte-tenu de l a  précision des r é su l t a t s  (- 15 résidus)  des 

valeurs calculées d'après l a  composition en acides aminés, s o i t  641 pour l a  LTF 

selon MAZURIER e t  SPIK (155) pour une masse moléculaire de 76 700 e t  641 selon 

QUERINJEAN e t &  (156) pour une masse moléculaire de 76 400 e t  634 pour l a  STF 

d'après SPIK (157) e t  MONTREUIL e t  &. (158) pour une masse moléculaire de 76 000 

Etant donné que l a  v iscos i té  intrinsèque mesurée en milieu 

Gu.HC1 6 M sur l e s  protéides rédui ts  e t  alkylés e s t  une grandeur proportionnelle 

à l a  longueur de l a  chaîne polypeptidique, s i  l 'un des deux protéides avai t  é t é  

consti tué de 2 ou de plusieurs chafnes polypeptidiques re l ibes  entre  e l l e s  par 

1 ou plusieurs pont disulfures ,  l e s  valeurs de viscoci té  intrinsèque e t  du nombre 

de résidus d'acides aminés auraient é t é  nettement infér ieures  à ce l l e s  que nous 

avons trouvées. 

I l  apparaft donc clairement que l a  sérotransferr ine corne 

l a  lactotransferr ine sont constituées d'une seule chaîne polypeptidique. 

D - DISCUSSION 

La valeur de l a  v iscos i té  intrinsèque de l a  sérotransferr ine 

rédui te  e t  alkylee, mesurée en milieu Gu.HC1 6 M, ( f71 = 50,5 ml/g) e s t  t r è s  voi 

s ine de l a  valeur fournie par W N  e t  col1 (159 ) qui e s t  de 50,8 ml/g. La légère 

différence dans l a  valeur de viscosi té  intrinsèque e t  surtout l a  différence de 

M (115 par rapport à l a  valeur de 118 que nous proposons) explique l e  nombre 
O 

plus élevé d'acides aminés, 674 selon ces auteurs, par rapport à ce lu i  que nous 

proposons qui e s t  de 632. 

Ceci rend compte de l a  différence entre  l e s  valeurs de masse 

moléculaire, 78 300 proposée par ces auteurs e t  74 700 que nous avons obtenu. 

Par contre, nos r é su l t a t s  concernant l a  sérotransferr ine 

s'éloignent de ceux obtenus par BEZKOROVAINY e t  GROHLICH (160) obtenus dans l e s  

mêmes conditions, ceux-ci proposent une v iscos i té  intrinsèque de 59,4 ml/g e t  

par conséquent, une masse moléculaire beaucoup plus élevée 96 000 pour un nombre 

d'acides aminés de 795. 

Nos conclusions sont cependant identiques à ce l l e s  de MANN 



e t  col1 (161) e t  BEZKOROVAINY e t  GROHLICH (162) en c e  qui concerne l a  nature 

monocaténaire de l a  s6rotransferrine.  

La mesure de l a  v iscos i té  intrinsèque réa l i sée  dans l e s  mê- 

mes  conditions sur l a  lactotransferr ine rédui te  e t  alkylée e s t  en faveur d'un 

nombre d'acides aminés a ins i  que d'une masse moléculaire légèrement supérieurs 

à ceux obtenus pour l a  sérotransferr ine e t  démontre de La même manière sa  nature 

monocaténaire. 

l ~ 
V - CONCLUSIONS 

Les mesures de v iscos i té  intrinsèque de l a  LTF e t  de l a  S E  l 

ont abouti aux r é su l t a t s  suivants : 
I 
i 

1 - La LTF e t  l a  STF ont une v iscos i té  intrinsèque identique en milieu sa l in  

4,O ml/g e t  il n'y a pas de différence de conformation décelable par mesure de 

l a  v iscos i té  en t re  l'apo e t  l e  métalloprotéide, sauf dans l e  cas de l a  LTF mais 

il semble que l'augmentation de l a  valeur s o i t  due,dans ce cas, aux conditions 

de préparation de l'apoprotéide. 

2 - Les ferr iprotéides sont plus rés i s tan ts  B l a  dénaturation par l ' u r é e  que l e s  1 
apoprotéides e t  l a  LTF non saturée en f e r  e s t  plus facilement dénaturée par 1 

l 'urée 8 M ou l e  Gu.HC1 6 M que llapoSTF, ce phénomène étant dQ au plus grand 

nombre de ponts disulfures 16, dans l a  STF par rapport à 13, dans l a  LTF. 

3 - La mesure de l a  v iscos i té  intrinsèque des deux protéides rédui ts  e t  alkyles 

en milieu Gu.HC1 6 M permet de déterminer l a  longueur de l a  chafne polypeptidi- 

que qui e s t  respectivement de 632 résidus d'acides aminés dans l a  STF e t  de 641 

résidus d'acides amin& dans l a  LTF e t  a ins i  d'affirmer que l a  pa r t i e  protéique 

des deux protéides e s t  bien constituée d'une seule chafne peptidique. Ces résul- 

t a t s  permettent aussi  d 'a t t r ibuer  une masse moléculaire de 74 700 à l a  STF e t  une 

nasse Légèrement supérieure de 77 500 à l a  LW. 



2. - DETERKtNATION DU COEFFICIENT DE SEDIMENTATT.ON DE LA 

SEROTRANSFEKRINE ET DE LA LACTOTRANSFEWNE HUMAINES 

1 - COEFFICIENT DE SEDIMENTATION DES PROTEFDES NATIFS 

A - CHOIX DES CONDITIONS OPERATOIRES 

1 - Matér ie l  

Une é tude  de l a  v a r i a t i o n  du c o e f f i c i e n t  de sédimentation de 

l a  STF et: de l a  LTF en fonct ion  de l a  na tu re  e t  du pH du tampon a é t é  e f f e c t u é e  

au l a b o r a t o i r e  par  BRAZIER (163). Les mesures o n t  é t é  r é a l i s é e s  sur  des  s o l u t i o n s  

de  LTF n a t i v e  e t  sa tu rée  des concentra t ions  de 1 à 10 mg/ml dans l e s  tampons 

su ivan t s  : 

- phosphate de sodium 0 , l  M, pH 7 

- phosphate de  sodium-chlorure de  sodium 0 , l  Ma pH 7 

- c i t r a t e  de sodium-bicarbonate de sodium 0 , l  M, pH 8,5 

2 - Résu l t a t s  e t  d iscuss ion 

Les r é s u l t a t s  obtenus pa r  BRAZIER sont  rassexxblés dans l e  

t ab leau  X I  p. 65 . 
Les premières études e n t r e p r i s e s  au l a b o r a t o i r e  s u r  l e s  d i f -  

f é r e n t e s  va leurs  du c o e f f i c i e n t  de sédimentation obtenues dans d i f f é r e n t e s  so- 

l u t i o n s  tampons o n t  permis : 

a - de  met t r e  en évidence une c e r t a i n e  d i s p a r i t é  des  r é s u l t a t s  

d e  l a  LTF, 5,20 à 6,05 S,  c e  phénomène é t a n t  moins marqué pour l a  STF, 5,aO à 

5,60 S. C e t t e  d i s p a r i t é  des  r é s u l t a t s  e n t r a î n e  une c e r t a i n e  d i f f i c u l t é  d ' i n t e r -  

p r é t a t i o n  des  va leurs  obtenues, l a  v a r i a r i o n  s e  f a i s a n t  moins en fonc t ion  de l a  

t eneur  en f e r  qu'en fonct ion  de l a  na tu re  des  anions du tampon. Ce t t e  d i s p a r i t é  

de r é s u l t a t  s e  re t rouve chez c e r t a i n s  auteurs  en c e  q u i  concerne l a  STF e t  notam- 

ment EEZKOROVALNY (164), CHARLWOOD (165) e t  ROBERTS e t  c o l 1  (166). 

b - de  soupçonner des phénomènes d 'aggrégation du p r o t é i d e ,  

in f luencés  par  l a  n a t u r e  des  anioiis du solvant ,  phénomène d é j à  c i t é  pa r  

BEZKOROVAINY (167 1. 

c - d e  montrer l ' i n f l u e n c e  né£ a s t e  de l a  1yophilisati .on. 

3 - Conclusions 

Ces é tudes  p ré l imina i res  o n t  montré l a  n 6 c e s s i t é  de t r a v a i l l e r  

avec un p r o t é i d e  l e  p lus  homogène poss ib le .  Nous avons 6 t a b l i  un protocole  rigou- 



TABLEAU X I  : Etude des variations des coefficients de 

l p  LTF e t  de l a  STF en fonction de l a  na- 

t u r e  du tampon e t  de l a  teneur en f e r  se- 

lon BRAZIER 
P 

Tampon Protéide S020,w en S 

ph6sphate de sodium 0 , l  M LTF 5,55 
pH *7,5 Fe-LTF 5,30 

Apo-STF 5,50 

Phosphate de sodium - chloru- 
redesodiumO,I .M, plI7,3 LTF 5,20 

C i t r a t e  de sodium - bicarbo- LTF 6 ,O5 
nate de sodium 0, l  M, pH 8,5 

Fe-Lm 5,60 

Fe-STE' 5360 

t J 



reux quant à l a  préparation des solutions, à savoir, év i te r  l a  lyophilisation, 

pu r i f i e r  par tamisage moléculaire e t  dialyser contre l e  tampon d'élution. 

En outre,  l e  choix du tampon s ' e s t  porté  sur l e  T r i s  0 , l  M 

déjà u t i l i s é  par de nombreux auteurs. Le choix du pH a é t é  f a i t  selon l e s  con- 

clusions de AISEN e t  LEIBMAN (168) indiquant que l a  STF ne forme pas ordinaire- 

ment de polymères à des pH voisins de l a  neut ra l i té .  

B - p.SUI&iTS DEFIMnFS 

1 - Matériel 

Pour éliminer l ' inf luence de l a  dénaturation provoquée par 

l a  lyophilisation, l e s  mesures ont é t é  f a i t e s  sur des élutions de colonnes ob- 

tenues au cours de l a  chromatographie des échantillons de STF e t  LTF sur une 

colonne de Sephadex G (2 x 120 cm) équilibrée dans l e  tampon T r i s - H C 1  0 , l  M, 
150 

pH 7,5. 

La concentration en protéides de ces solutions d 'é lut ion e s t  

déterminée par l a  mesure de leur  absorbance à 280 nm, en u t i l i s a n t  conne valeur 
1 p. 100 

Elcm = 11 pour l a  STF e t  11,2 pour l a  LTF. 

Les di lut ions sont ensuite réal isées  dans l e  tampon Tris-HC1 
I 
0 , l  M de pH 7,5 de manière à obtenir des concentrations en protéides var iant  de 

10 à 2 mglml. 

Chaque sédimentation dure 1 h e t  l e s  photos sont pr i ses  tou- 

t e s  l e s  8 mn. 

Les valeurs de volume spécifique p a r t i e l  u t i l i s é e s  sont res- 

pectivement 0,732 ml/g pour l a  LTF e t  0,725 pour l a  STF. (cf .  tableau 1, p. 5 1. 

La v iscos i té  r e l a t ive  du tampon Tris-HC1 0,1 M de pH 7,5 par 

rapport à l 'eau, mesurée à 20°C e s t  : 

La densi té  de l 'eau à 20°C e s t  4 20,w 
= 0,9982 e t  l a  densité 

du tampon Tris-HC1 0 , l  M Zi 20°C e s t  20, sol P - 1,0052. 

2 - Résultats 

Les r é su l t a t s  obtenus sont rassemblés dans l e  tableau X I I  

p. 68 e t  sont i l l u s t r é s  par l a  - - figure 17, p. 69. 

L'extrapolation à concentration nul le  des S (f igure18 p.70 
2ow 



permet d ' a t t r i bue r  l e s  valeurs  de S0 
20, w 

' 5,35 2 0.1 S à l a  LTF e t  de  

s020, " " 5,30 f 0 , l  S à l a  STF. 

3 - Discussion 

L ' u t i l i s a t i o n  des é l ua t s  de colonne après chromatographie de 

l a  STF et  de l a  Lm sur  colonne de Sephadex 6-150 él imine l e s  aggrégats de p ro té i -  

des e t  permet d 'obtenir  un alignement convenable des d i f f é r en t e s  valeurs  du 

coe f f i c i en t  de sédimentation en fonction de l a  concentrat ion en proté ides .  La va- 

l e u r  du coe f f i c i en t  de sédimentation de l a  STF na t ive  a i n s i  déterminée, - - 
S020,w 

5,30 S, e s t  vo i s ine  des valeurs  c i t é e s  dans l a  l i t t é r a t u r e  ( vo i r  tableau I 

p. 5 ) par l e s  d i £  f  é ren t s  auteurs (BEzKOROVAINY e t  c o l l  ( 169 ) , CHARLWOOD ( 170 ) , 
PALMOUR e t  SUTTON, MANN e t  a l  (171,172)), mais e l l e  s 'é lo igne d e  l a  va leur  fournie  

pa r  ROBERTS e t  c o l l  ( 1 7 3 )  qui  e s t  de 4,92 S. 

La mesure du coe f f i c i en t  de sédimentation Sa 
20,w 

= 5,35 S 

de  l a  LTF na t ive ,  r é a l i s é e  dans l e s  m&mes condit ions s e  s i t u e  en t r e  l a  valeur  

1 fournie  par JOHANSSON (174) 5,25 e t  par  SPIK (175) 5,55 ; e l l e  e s t  relat ivement 

p lus  élevée que l a  valeur fournie  par QUER~NJEAN e t  ( 1 7 8  S020,w = 4 , 9 3 .  

Compte tenu de l a  p réc i s ion  des r é s u l t a t s  f 0 , l  S, il n'y a 

pas d e  d i f fé rence  s i g n i f i c a t i v e  en t r e  l e s  valeurs  de S 0  
20,w 

de l a  STF e t  de l a  

LTF na t ives ,  mesurées en tampon T r i s - H C 1  0 , l  M à pH 7,5. 

II - COEFFICIENT DE SEDZ1fENTATION DES PROTELDES REDUITS fi 
ALKYLES DETEPMINES EN MlLIEU Gu.HC1 6 M - 

La réduction e t  l ' a l ky l a t i on  de l a  LTF e t  de l a  STF e s t  ef-  

fec tuée  se lon l e  protocole d é c r i t  précédemment (p. 17 .). 

Les so lu t ions  de s é ro t r ans f e r r i ne  e t  de l a c to t r ans f e r r i ne  

S-carboxyméthylées (CM-STF e t  CM-LTF) sont  des so lu t ions  obtenues après dissolu- 

I t i o n  e t  f i l t r a t i o n  sur  f i l t r e  m i l l i po re  des échan t i l lons  de p ro té ides  r é d u i t s  e t  

a lky les  dans une so lu t ion  de Gu.HC1 6 M, tanponnée par  l e  T r i s  0 , l  M a j u s t 6  à 

pH 7,5 par  H C l .  
l Les d i l u t i ons  sont  ensu i te  r é a l i s é e s  dans l e  solvant  Gu.KC1 

6 M, Tris-HC1 0 , l  M de pH 7,5 de manière à obten i r  des concentrat ions en prot4i -  

des va r i an t  de 2 à 10 mg/ml. 



TABLEAU X I I :  Variation en fonction de l a  concentration e t  extrapolation a concentra- 

t ion  nulle des coefficients de sédimentation de l a  STF e t  de l a  LTF na- 

t ives ,  mesurés en tampon Tris-HC1 0,l M, pH 7,5 

STF LTF 1 



Figure 17  : Sédimentation de  l a  STF native effectuée en tampon Tris-HG1 

a pH 7,5. ( c  = 5 mg/ml) 
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La ce l lu l e  de mesure e s t  ensuite remplie successivement par 

700 p l  de chaque solution. Chaque sédimentation dure 90 mn environ, l e s  photos 

sont pr i ses  toutes l e s  16 mn. 

On ne mesure que l e s  coeff ic ients  S0 
20, so l  , non ramenés à 

l 'eau, il n 'est  donc pas nécessaire de connaftre l a  v iscos i té  r e l a t ive  n i  l a  

densi té  à 20°C du solvant. 

B - RESULTATS - 
Les r é su l t a t s  obtenus sont rassemblés dans l e  tableaux111 

p. 72 e t  sont i l l u s t r é s  par l a  figure 19, p. 73, 

L'extrapolation à concentration nul le  des S0 (f igure 
+ 20, so l  

20 p. 74 ) permet d 'a t t r ibuer  une valeur de S0 
20, so l  

= 0,98 - 0,02 uni tés  

Svedberg à l a  lactotransferr ine réduite e t  alkylée en milieu Gu.HC1 6 M e t  une 

valeur légèrement supérieure S0 
+ 

20, s o l  = l j O l  - 0,02 S à l a  sérotransferrine.  

C - DISCUSSION 

En milieu Gu.HC1 6 M, l a  sérotransferrine rédui te  e t  alkylée 

possède un S0 
20,Gu.HCl 

de 1,01 S, valeur qui e s t  supérieure aux valeurs de 0,87 

donnée par GREENE e t  FEENEY a77 ) e t  de 0,75 donnée par PALFDUR e t  SUTTON ( 178 ). 

Cependant, l n  valeur de ces derniers e s t  déterminée dans l 'urée 8 M e t  ceci semble 

bien confirmer que dans de t e l l e s  conditions l a  sérotransferrine ne s e  trouve pas 

sous forme de pelote s t a t i s t ique .  

Aucun ré su l t a t  de SO 
20,Gu.HCl 

n ' a  ét6 donné dans l a  l i t t é r a -  

ture  en ce qui ccncerne l a  lactotransferr ine.  

III - COEFFICIENT DE SEDIMENTATION : APPTaICATIONS A L A  DETER- - 

A - DETERMINATION DE LA MASSE bfOLECIJLAI?,E PAR COEfRIh'AISON DU COEFFICIEhT DE SEDI- 

MENTATION S020,w - ET DE LA VISCOSITE IhmINSEQUE . 
1 - Résultats 

La masse moléculaire du protéide supposé sous forme d 'e l l ip-  

soîde de révolution applatie,  comme l a  plupart des protéines globulaires e s t  don- 

~ é e  par l 'équation de SCHERAGA e t  MANDELKERN (179 ) 



TABLEAUX111 : Variation en fonction de l a  concentra- 

t i o n  des coe f f i c i en t s  de sédimentation 

de l a  STF e t  de l a  LTF rédu i tes  e t  a l -  

kylées,  mesurés en tampon Gu.HC1 6 M, 

Tris-HC1 0 , l  M, pH 7,5 

i 

r 

C h  en mg/rnl 

10 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

O 

CM-STF 

s 2 ~ , s o 1  (en S)  

0,82 

O ,84 

0,89 

0,89 

0,94 

0,93 

O ,  955 

O, 975 

S020,s01 = 1.01 

CM-LTF 

S 2 ~ ,  s o l  (enSI 

0,676 

O ,  752 

- 
9,780 

0,832 

0,849 

O ,905 

0,920 

SO 
20,sol  = 0,98 



Figure 19 : Sédimentation de  l a  CM-LTF effectuée en milieu Gu.HC1 6 M 

pH 7,s (c = 10 mglml) 
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Pour l a  LTF en so lu t ion  dans l e  tampon Tris-HC1 0 , l  M de 

pH 7,5, l e s  r é s u l t a t s  sont  l e s  suivants : 

3- 
ce qu i  donne une masse moléculaire égale  à 77 500 - 3 000 

Dans l e  cas de l a  STF en so lu t ion  dans l e  même tampon Tris-  l 
HC1 0 , l  M de pH 7,5, l e s  valeurs  sont l e s  suivantes : 

La masse moléculaire déterminée dans ces condit ions e s t  égale 1 

2 - Discussion 

Par c e t t e  méthode, MANN, FISH, COX e t  TANFORD (180) ont dé- 

terminé une masse moléculaire égale à 79 300 pour l a  STF en solut ion dans NaCl 
6 

0 , l  M à pH 6 pour une va leur  de P = 2,12. 10 . 
Les valeurs  de masse moléculaire a in s i  déterminées sont sensi-  

blement ident iques  à c e l l e s  déterminSes par mesure de l a  v i s cos i t 8  in t r insèque  

des proté ides  r édu i t s  e t  alkylGs en milieu Gu.HC1 6 M e t  montrent a i n s i  que l e s  

modeles théoriques cho is i s  pour représenter l a  forme des macromol~cules sont ac- 

ceptables ,  à savoir  que l e s  proté ides  sont g lobulai res  e t  sous forme d l e l l i p so îde  



de révolution app l a t i  dont l e  rapport  des axes e s t  peu d i f f é r en t  de 1. 

De plus ,  ces r é s u l t a t s  montrent que l e s  valeurs  de e t  

S020aw 
déterminées pour l e s  2  proté ides  sont  relativement conformes à l a  r é a l i t g .  

B - DETERMINATION DE LA LONGUEUR DE LA CHAINE POLYPEPTIDIQUE ET DE LA MASSE 
- 

MLECULAIRE A PAXTIR DU COEFFICIENT DE SEDIEIENTATION S020,sol DES PROTEIDES 

REDUITS ET ALKYLES tESURE EN MILIEU Gu.HC1 6 M 

l 1 - Résul ta t s  

Conme nous l'avons vu précédemment (p.321, l e s  proté ides  

r édu i t s  e t  a lkylés  en solut ion dans un mil ieu Gu.HC1 6 M sont sous forme de pe lo te  

s t a t i s t i q u e .  Dans ces conditions, on peut appliquer l t6qua t ion  de TANFORD e t  c o l l  

( 181) 

Les volumes spécifiques p a r t i e l s  7 de l a  STF e t  de l a  LTF 

sont  respectivement de 0,725 e t  0,732 ml/g. Dans l e s  solut ions  s a l i ne s  di luées ,  

l e s  in te rac t ions  p r é f ë r en t i e l l e s  en t r e  l e s  composants du solvant e t  l e  proté ide  

sont minimales e t  ? peut ê t r e  u t i l i s é  à l a  place de 0' (@'é tan t  l e  volume spé- 

c i f i que  p a r t i e l  e f f e c t i f ) .  

Cependant, l e  choix de pour un proté ide  en so lu t ion  dans 

Gu.HC1 6 M e s t  relativement incer ta in .  HADE e t  TANJ?ORD (182 ) e t  CASTELLINO e t  

BARKER (183 ) ont  montré que a'  pouvait décro î t re ,  pour plus ieurs  proté ines ,  de 

0,01 ml/g, cec i  é t a n t  da aux in te rac t ions  p r é f é r en t i e l l e s  en t r e  l e  Gu.HC1 e t  l e  

protéide.  

Cependant, pour l a  p lupar t  des proté ides  déjà  é tudiés ,  l e  0' 
en Gu.HC1 peut ê t r e  remplacé par sans e r reur  importante (HUDSON e t  c o l l  ( 184) 

e t  c t e s t  c e  que nous avons f a i t .  

La dens i té  du solvant,  Gu.HC1 6 M, Tris-HC1 0 , l  M, e s t  mesurée 

à chaque exp6rience e t  varie'  de 1,1428 g/ml à 1,1454 suivant l e s  manipulations. 

Dans l e  cas de l a  CM-STF, l e  SO 
20,Gu.HCl 

e s t  de 1 , O l  uni tés  
4- 

Swedberg, l e  nombre n  de r6sidus d 'acides aminés ca lcu lé  e s t  égal  B 639 - 20. 

Dans l e  cas de l a  CM-LTF, l e  SO 
20,Gu.HCl déterminé e s t  6gal à 

0,98 S e t  n  e s t  ca lcu lé  6gal à 646 + 20 



Connaissant l e  nombre de résidus d'acides aminés de l a  

chaîne polypeptidique, s i  celle-'ci e s t  unique, on doi t  retrouver l a  masse 

moléculaire de l a  glycoprotéine en appliquant l a  re la t ion  suivante : 

M représente l a  masse moléculaire moyenne apparente d'un 
O 

residu d'acide aminé, calculé  d'après l e s  compositions molaires en acides aminés 

e t  en oses pour une masse de 10.000 daltons. 

S i  M e s t  de 118 pour l a  sérotransferrine e t  121 pour l a  
O 3. 

lactotransferr ine,  l a  masse moléculaire de l a  STF e s t  de 75 400 - 3000 et de 
+ 

78 100 - 3000 dans l e  cas de l a  LTF. 

2 - Discussion 

Ces masses moléculaires sont t r è s  peu différentes  des masses 1 
données dans l a  l i t t é r a t u r e ,  on peut donc en conclure que l a  séro e t  l a  lacto- 

t ransferr ine humaines sont constituées d'une seule e t  unique chaîne polypeptidique. 

Les nombres de résidus d'acides aminés de l a  pa r t i e  peptidi- 

que des 2 protéides a ins i  déterminés, 639 pour l a  STF e t  646 pour l a  LTF, sont sen- 1 
siblement identiques ceux determinés par  mesure de l a  v iscos i té  intrinsèque des 

protéides réduits e t  alkylés, s o i t  632 pour l a  STF e t  641 pour l a  LTF. 

4- 
Compte tenu de l a  pr6eision des resu l ta t s  - 20, l e  nombre de 1 

résidus d'acides aminés e s t  sensiblement identique dans l e s  2 protéides. 

11s confirment aussi l a  nature monocaténaire de l a  p a r t i e  

protéique de l a  séro e t  de l a  lactotransferr ine humaines. I 

+ 
Bien que l'imprécision des r é su l t a t s  s o i t  assez grande - 3000, 1 

1 
on trouve toujours une masse légèrement supérieure de l a  lactotransferr ine 78 100 

par rapport à c e l l e  de l a  sérotransferrine 75 400. 1 

Les expérimentations effectuées en ul t racentr i fugat ion pour ( 
déterminer l e s  coeff ic ients  de sédimentation de l a  LTF e t  de l a  STF dans diff6- 1 
rentes conditions ont abouti aux r é su l t a t s  suivants : i 

I 1 - Les coefficients de sédimentation des 2 protéides na t i f s  , 
mesurés en milieu Tris-O,l M à pH 7,5 sont t r & s  voisins,  5,35 S pour l a  LTF e t  

5,30 S pour l a  STF. 



2 - La combinaison de ces  coef f i c ien t s  avec l e s  va leurs  

de v i s c o s i t é  in t r insèque,  déterminées dans l e  même solvant ,  dans l ' équa t ion  

de Scheraga e t  Mandelkern a permis de déterminer une valeur  de masse molécu- 

l a i r e  de 77 400 pour l a  LTF e t  de 74 000 pour l a  STF. Ces r é s u l t a t s  conf i r -  

ment en même temps que l e s  deux proté ides  sont  g lobula i res  e t  sous forme d ' e l -  

l ipsorde  de révolution app la t i e .  

3 - De même, l a  détermination des coe f f i c i en t s  d e  sédi- 

mentations des deux proté ides  r édu i t s  e t  a lkylés ,  en milieu dénaturant  a 

permis de déterminer l a  longueur de l a  charne polypeptidique qui  e s t  de  639 

rés idus  d 'ac ides  aminés pour l a  STF e t  de 646 pour l a  LTF, a i n s i  que l e u r  

masse moléculaire qui  e s t  respectivement égale  à 75 400e t  78 100 

Ces r é s u l t a t s  confirment ceux obtenus pa r  mesure d e  l a  

v i s c o s i t é  in t r insèque dans l e s  mêmes condit ions e t  permettent de conclure que 

l e s  deux proté ides  sont monocaténaires. 

3. - DETEXMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE EN 

ULTRACEhTnIFUGATION X L 'FX)UILIERE DE SEDIMENTATION 

l 

1 - E Q U I L I B R E  DE SF;DIW~NTATLON DES PROTEIDES N A T I F S  EN MIIJIEU 

NON DENATURANT 

A - MATERIEL - 
Les déterminations d e  masses moléculaires de l a  l ac to t rans -  

f  e r r i n e  e t  l a  sErotransf e r r i n e  na t ives  on t  é té  effectuées à l1équi.1ibre de sé- 

dimentation dans l e  même tampon que ce lu i  qu i  a é t é  u t i l i s é  pour l e s  détermina- 

t i ons  des coe f f i c i en t s  de  sédimentation, à savoir ,  l e  tampon Tris-HCl 0 , l  M, 

pH 7,5. 

Les so lu t ions  de proté ides  n a t i f s  ont  é t é  préparées suivant  

un protocole  identique à l a  préparation des so lu t ions  pour l ' é tude  des  coeff i -  

c i e n t s  de sédimentation (p. 66 ) 

La so lu t ion  e s t  p u r i f i é e  par tamisage moléculaire sur  colonne 

de Sephadex G-150 (2 x 120 cm) l ' é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  par l e  tampon Tris-IICl 

La concentrat ion est  déterminée par mesure des absorbances 

à 280 nm, puis  l a  so lu t i on  e s t  a j u s t ée  à l a  concentration dés i rée ,  d e  0 , 2  à 1 

mg/ml suivant  l e s  expgriences e t  mise en d i a ly se  contre  l e  tampon d ' é l u t i on  Pen- 

dant  24 h. 



Avant l a  centrifugation, une p a r t i e  aliquote de l a  solution 

e s t  réservée pour l a  détermination de l a  concentration par mesure de l'absorban- 

ce à 280 m. Le dialysat  s e r t  de solvant de référence lo r s  de l a  centrifugation. 

Le secteur de dro i te  de l a  ce l lu le  e s t  rèmpli par 50 p l  de 

l a  solut ion à étudier e t  l e  secteur de gauche par 450 p l  du solvant de référence. 

La  v i tesse  du rotor e s t  de 1 7  000 t.p.m, e t  l e s  photographies 

sont pr i ses  apr&s un temps dt6qui l ibre  supérieur à 12 h. 

B - RESULTATS 

Les équilibres de sédimentation ont é t é  réa l i ses  à plusieurs 

concentrations, var iant  de 0 , l  à 1 mg/ml. 

Les masses moléculaires apparentes ont é t é  calculées pour 

chaque concentration. Les r é su l t a t s  sont rassemblés dans l e  tableauxIV (p. 80 ) 
+ 

e t  sont donnés avec une précision de - 2000. 

Les valeurs de masse moléculaire obtenues par équi l ibre  de 

sédimentation e t  calculées par l a  méthode dtYphantis, modifiée par CHERVENKA 

sont des masses moléculaires moyennes en poids MW. 

1 - Lac to trans fe r r ine  humaine 

Nous constatons que dans l e  cas de l a  lactotransferr ine hu- 

maine, ces valeurs de MW augmentent avec l a  concentration i n i t i a l e  en prot8ides. 

Ce phénomène peut ê t r e  dQ à un phénomène dl auto-association de type indéfini  . 
Si  M e s t  l a  masse moléculaire du monom&re, déterminée par 

1 
l e s  équi l ibres  de sédimentation en milieu Gu.HC1 6 M (voir p. 84 ) où l e s  asso- 

c ia t ions  dimériques sont rompues, (Ml = 76 700) e t  MW l a  masse moléculaire moyen- 

en fonc- ne en poids déterminée expérimentalement, on peut t racer  l a  courbe - 
t ion de l a  concentration ( f ig .  21  p. 81 ). 

On obt ient  une d ro i t e  qui montre que Mw _i 1 quand C + O .  
M T  
I 

Si  C e s t  l a  concentration en monomères e t  K l a  constante 
1 1  2 

de dimérisation, l a  concentration en protéides de l a  solution e s t  donnee par 



TABLEAU XIV : Valeurs de la masse moléculaire de la STF et 

de la LTF déterminées par équilibre de sédi- 

mentation en Tris-HC1 0,l M de pH 7,5 à dif- 

férentes concentrations. 

Concentration 
en mg/ml 

Os1 

0, 2 

033 

0,375 

034 

095 

0,55 

0 9 6 
0,85 

M M 
LTF 

78 O00 

78 O00 

79 500 

79 O00 

79 000 

79-82 O00 

82 O00 

81 O00 

83 O00 

Concentration 
en mglm1 

0,35 

095 

O, 55 

, 

M M 
STF 

75 500 

75-76 O00 

76 O00 



.VI 
LI Q) 
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Selon TELLER ( 185) de t e l l e s  courbes sont caractér is t iques 

d'un système monomère-dimère possédant une constante de dimérisation K fa ible ,  
2 

de l 'o rdre  de 0,01 ; cependant, il semble plus probable que ce phénomène s o i t  dQ 

à une auto-aggrégation de type indéfini  des molécules de lactotransferr ine,  c e t t e  

aggrégation augmentant avec l a  concentration. 

A concentration nulle,  l e  rapport e s t  égal A 1 pour l a  

LTF, ce qui correspond à une valeur de 76 700 pour l a  moléculaire du mo- 

nomèr e . 
2 - Sérotrans f er r ine  humaine 

Ce phénomène e s t  presque inexistant dans l e  cas de l a  STF 

humaine (f ig .21 p. 81 ) ; l a  masse 51. du monomère déterminée à l ' équ i l ib re  de 
1 

sédimentation en milieu Gu.HC1 6 M e s t  de 75 000 (voir p. 84 ) e t  nous consta- 
MW 

tons comme pour l a  LTF que l e  rapport - tend vers 1 quand l a  concentration 
M l  

tend vers 0 ,  mais l a  pente de l a  dro i te  e s t  beaucoup plus f a ib l e  e t  pour a ins i  

d i r e  nulle,dans ce  cas, l a  valeur déterminée à l ' équ i l ib re  de sédimentation en 

Tris-HC1 0 , l  M, pH 7,5 e s t  l a  moyenne des valeurs déterminées B chaque concentra- 
-i- 

t ion  : s o i t  75 500 - 1000. 

C - DISCUSSION 

La valeur de l a  masse moléculaire a ins i  déterminée pour l e  
+ 

monomère de l a  sérotransferrine humaine e s t  de 75 600 - 1000. 

Cette valeur e s t  en accord avec l e s  valeurs c i t ées  dans l a  

l i t t é r a t u r e  e t  déterminées à l ' équi l ibre  de sédimentation en milieu non dénatu- 

ran t  par ROBERTS, MAKEX e t  SEAL ( 1861, 73 400. 

Les r é su l t a t s  de MANN e t  & ( 187) e t  d e  PALMOüR e t  SUTTON 

( 188) donnent des valeurs légèrement plus élevées, respectivement 76 600 e t  

76 200. 

Les valeurs données par CHARUJOOD (189 ) 68 000 e t  par 

BEZKOROVAINY e t  col1 (190 ) 114 000 sont, par contre, beaucoup plus éloignées 

de nos résu l ta t s .  

La valeur que nous donnons pour l a  masse moléculaire du mo- 
l- 

nomère de l a  lactotransferr ine humaine e s t  76 700 - 2000. Nous n'avons pas trou- 

vé dans l a  l i t t é r a t u r e  de valeurs de masse moléculaire déterminees à l ' équi l ibre  

de sédimentation. 



II - EQUILIBRES DE SEDIMENTATION DES PROTEIDES NATIFS EN 

MILIEU Gu.HC1 6 M 

Pour déterminer l a  masse moléculaire du monomère des  deux 

p ro té ides  e t  pour d é f i n i r  l e u r  s t r u c t u r e  qua te rna i re ,  nous avons r é a l i s e  les 

é q u i l i b r e s  de sédimentat ion s u r  l e s  p ro té ides  n a t i f s  en m i l i e u  dénaturant ,  

Gu.HC1 6 M. 

A - MATERIEL 

Le so lvan t  q u i  a s e r v i  à r é a l i s e r  l e s  é q u i l i b r e s  d e  sédi- 

mentat ion en m i l i e u  dénaturant  est l e  su ivan t  : Gu.HC1 6 M, T r i s  0 , l  M a j u s t é  

à pH 7,s par HC1, 

La p répara t ion  des s o l u t i o n s  e s t  l a  même que pour l e s  équi- 

l i b r e s  en mi l i eu  non dénaturant .  La s o l u t i o n  de p ro té ine  obtenue après  passage 

s u r  colonne de Sephadex G-150 e s t  mise en d i a l y s e  con t re  l e  so lvant  de référence  

guanidine 6 M, pendant 24 h .  Après ajustement de l a  concentra t ion ,  une seconde 

d i a l y s e  est renouvelée c o n t r e  l e  même tampon Gu.HC1. 

Le s e c t e u r  s o l u t i o n  e s t  rempli par  50 p l  de l ' a d i a l y s a b l e  

e t  l e  sec teur  so lvan t  p a r  450 p l  du d i a l y s a t .  

Les expériences sont  e f fec tuées  à t r o i s  concentra t ions  d i f f é -  

r en tes  0 ,3 ,  0 , 5  e t  0,7 mg/ml. 

La v i t e s s e  du r o t o r  e s t  de  22 000 t.p.m. e t  l e s  photographies 

son t  p r i s e s  après  20 h de cen t r i fuga t ion .  

B - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  obtenus en mi l i eu  Gu.HC1 6 M sont  rassemblés 

dans l e  tableau XV (p. 84 1. 
4- 

Les va leurs  son t  exprimées à - 2000 da l tons  p r è s  e t  e l l e s  

n e  v a r i e n t  pas en fonct ion  de l a  concentrat ion.  

On détermine a i n s i  une masse moléculaire de 76 700 pour l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  de 75 '000 pour l a  sb ro t rans fe r r ine .  



TABLEAU XV : Valeurs de la masse mol6culaire de la 

STF et de la LTF déterminées à l'équi- 

libre de sédimentation en milieu Gu.HC1 

6 M, Tris-HC1 0 , l  M à pH 7,5 

LTF STF 

I I 
Masse Masse 

C en mg/ml C en mg/ml 
moléculaire moléculairi 

Moyenne 

76 700 0, 3 74 500 

76 700 0 3 5 75 O00 

76 000 037 75 O00 

76 700 Moyenne 75 000 



C - DISCUSSION 

Dans l e  cas présent, l a  masse moléculaire moyenne en poids 

M e s t  indépendante de l a  concentration. Ce r é su l t a t  semble confirmer l'hypo-. 
W 

thèse énoncée précédemment d'un phénomène d'auto-association indéfini,  l 'aggré- 

gation augmentant avec l a  concentration. 

En e f fe t ,  l a  solution guanidine aux for tes  concentrations 

possède un pouvoir t r è s  dissociant e t  l e s  associations de type polymérique sont 

détrui tes .  

Ces valeurs confirment que l a  masse du monomère e s t  voisine 

de 76 700 pour l a  lactotransferr ine e t  de 75 500 pour l a  sérotransferr ine e t  que 

ces protéides se  trouvent essentiellement à l ' é t a t  de monomères à des concentra- 

t ions infér ieures  B 1 mg/ml. 

III - EQUILIBRES DE SEDIMENTATION DES PROTEIDES REDUXTS ET 

ALKYLES EN P E L I D J  Gu.t!Cl 6 M 

Ces expériences ont é t é  réal isées  de manière à déterminer s i  

l a  masse moléculaire des deux protéides décroît après réduction des ponts disul- 

fures e t  alkylation dans des conditions dénaturantes e t  a ins i  préciser l e  nombre 

de chahes  peptidiques. 

A - MATERIEL 

Les équilibres de sédimentation ont é t é  r0al isés  pour c e t t e  

étude sur l a  lactotransferr ine e t  l a  sérotransferr ine réduites e t  alkylées selon 

l e  protocole déc r i t  p. . La composition du solvant u t i l i s é  e s t  l a  suivante : 

Gu.HC1 6 M, Tr i s  0 , l  M a justé  à pH 7,5 par HC1. 

Après dissolution des protéides rédui ts  e t  alkylés dans l e  

tampon Gu.HC1 6 M, l e s  solutions sont mises en dialyse 24 h contre ce même t a -  

pon. La su i t e  des opérations e s t  identique à ce l l e  décr i te  précédemment (p. 79 ). 

B - RESULTATS 

Les valeurs de masse moléculaire a ins i  obtenues sont l e s  

moyennes des r6su l t a t s  obtenus à t r o i s  concentrations différentes  0,3, 0,5 e t  

0 , 7  mg/ml. En e f f e t ,  l a  masse moléculaire, déterminée en milieu dissociant Gu.HC1 

6 M, ne var ie  plus avec l a  concentration. 

La valeur a ins i  déterminée pour l a  lactotransferr ine rédui te  

e t  alkylée e s t  de 77 400 2 2000 e t  de 76 000 t 2000 pour l a  sérotransferrine ré- 



dui  t e  e t  alkylée. 

Cependant, pour ob ten i r  l a  masse moléculaire r é e l l e  des 

proté ides  r édu i t s ,  il convient de re t rancher  l a  valeur de l a  masse du rés idu 

carboxy-méthyl f i x é  sur l e  groupement t h i o l  de l a  cystéine,  c e  qui  f a i t  pour 

l e  nombre t o t a l  de résidus de 112 cysté ine  des proté ides ,  une masse de 1400 

environ. 

Les masses moléculaires r é e l l e s  se ra ien t  a i n s i  76 000 pour 

l a  l a c to t r ans f e r r i ne  r édu i t e  e t  74 600 pour l a  sé ro t rans fe r r ine  rédui te .  

C - DISCUSSION 

Après rupture  t o t a l e  des ponts d i su l fu reç  e t  blocage de 

ceux-ci, l e s  masses moléculaires des deux proté ides ,  déterminées en mi l ieu  

Gu.HC1 6 M, sont  t r è s  vo i s ines  des masses moléculaires des proté ides  non ré- 

d u i t s  déterminées dans l e  même milieu.  

Il appara î t  donc ce r t a in  que l e s  p a r t i e s  protéiques des 

deux proté ides  sont  const i tuées  d'une seule  chaîne polypeptidique. En e f f e t ,  

s i  l e s  proté ides  avaient é t é  const i tuées  de deux chafnes polypeptidiques r e l i é e s  

par  un ou p lus ieurs  ponts d i su l fu res ,  l a  masse moléculaire moyenne en poids Q , 
déterminée après rupture de  ceux-ci, au ra i t  sensiblement diminuée par rappor t  

à c e l l e  déterminée pour l e s  proté ides  non rédu i t s .  

La va leur  de masse moléculaire a i n s i  déterminée pour l a  

CM-STF, 74 600, e s t  peu d i f f é r e n t e  de l a  valeur c i t é e  par P U  e t  ( 1 9 1  ) 

75 500, déterminée dans l e s  mêmes conditions. Ce t te  valeur e s t  i n f é r i eu re  B 

c e l l e  déterminée par GREENE e t  FEENEY ( 192 ) 77 900, mais, dans c e t t e  valeur  e s t  

i nc lue  l a  masse des groupes carboxy-méthylés. 

Aucune étude de masse moléculaire n ' a  é t é  effectuée sur  l a  

l a c to t r ans f e r r i ne  par équ i l i b r e  de sédimentation, nous n'avons donc pas de va- 

l e u r  comparative. 

I V  - CONCLUSIONS 

Les expérimentations effectuées en u l t racen t r i fuga t ion  à 

l ' é q u i l i b r e  de sédimentation pour déterminer l a  masse moléculaire respect ive  des 

deux proté ides  amenent l e s  conclusions suivantes : 

a - La moyenne s t a t i s t i q u e  obtenue e s t  de 76 500 pour l a  lac- 

to t rans f  e r r i ne  e t  75 100 pour l a  séro t rans fe r r ine .  



l b - Dans tous l e s  cas, l a  valeur obtenue pour l a  lactotrans- 

fe r r ine  e s t  supérieure de 1500 à 2000 daltons à ce l l e  de l a  sérotransferrine.  

c - Ces r é su l t a t s  confirment l e s  r é su l t a t s  obtenus par mesu- 

l r e  de l a  v iscos i té  intrinsèque e t  des constantes de sédimentation en milieu 

Gu.HC1 6 M, à savoir, que l e s  2 protéides sont monocaténaires. 

d - Il semble qu'on s o i t  en présence d'un phénomsne d'auto- 

association de type indéfini  dans l e  cas de l a  lactotransferr ine ; 18aggr6gation 

I augmenterait avec l a  concentration. Ce phénomène e s t  presque inexis tant  dans l e  

I cas de l a  sérotransferrine.  I 



CONCLUSIONS GENERALES 



A l ' i s sue  de ces études entreprises sur l a  LTF e t  l a  STF 

humaines, on peut t i r e r  l e s  conclusions suivantes : 

1 - Ce sont toutes  deux des glycoprotéides globulaires de conformation voisine 

ca r  i l s  possèdent une v iscos i té  intrinsèque identique en milieu sal in ,  4,O ml/g 

e t  un coeff ic ient  de sédimentation t r è s  voisin 5,30 S pour l a  STF e t  5,35 S 

pour l a  LTF. 

L1int6gration de ces deux paramètres dans l 'équation de 

Scheraga e t  Mandelkern montre que l e  modèle choisi  pour représenter l e s  deux .- 
protéides sont valables, à savoir que leur  forme s e  rapproche d'un ell ipsoede 

de révolution appla t i  dont l e  rapport des axes e s t  peu d i f fé rent  de 1. 

2 - Le f e r  ne semble pas apporter de modification notable de conformation déce- 

lab le  par mesure de l a  v iscos i té  intrinsèque. Cependant, on constate que l e s  

ferr iprotéides sont beaucoup plus r6s is tan ts  à l a  dénaturation par l 'u rée  8 M 

que l e s  apoprotéides. De même, on constate que l'apo-LTF e s t  plus facilement dé- 

naturée par l e s  agents dénaturants (ur6e 8 M, Gu.HC1 6 M) que l'apo-STF, ce phé- 

nomène e s t  dQ au plus grand- nombre de ponts disulfures de l a  STF (16) par rap- 

por t  à l a  LTF (13) 

3 - Les mesures de v iscos i té  intrinsèque du coeff ic ient  de sédimentation effec- 

tuées en milieu Gu.HC1 6 M sur  l e s  protéides rédui ts  e t  alkylés ont montré que 

leur  p a r t i e  protéique e s t  monocaténaire. La charne polypeptidique de l a  LTF e s t  

légbrement plus longue, 641 à 646 résidus d'acides aminés, que ce l l e  de l a  STF, 

632 à 639 résidus ; mais c e t t e  différence e s t  t r è s  fa ib le ,  compte tenu de l a  

pr6cision des résu l ta t s .  

Les mesures de masse moléculaire effectuées à l ' équi l ibre  de 

sédimentation en milieu Gu.HC1 6 Ei avant e t  après réduction des ponts disulfures  

confirment l a  nature monocaténaire de l a  chaîne polypeptidique. 

4 - Les deux glycoprotéines ont  une masse moléculaire voisine. D'après l e  tableau 

X V I ,  en effectuant l a  moyenne des differentes  valeurs obtenues au laboratoire,  

+ 4" nous attribuons une masse mol6culaire de 75 200 - 1OOO l a  STP e t  de 76 700 - 
1 0 0  à laLTF. Cet te  différence de 1500 daltons peut pa ra l t r e  peu s igni f ica t ive  

en fonction de l a  précision des résu l ta t s ,  mais nous retrouvons ce t t e  différence 

par toutes les méthodes que nous avons employ6es. Cet te  différence pourrait  ê t r e  



TABLEAU XVI : Valeurs des masses moléculaires de l a  STF e t  de l a  LTF 

humaines déterminées par d i f fé ren tes  methodes 

L 

Méthodes 

Equilibre de sédimentation 

1 - Protéides n a t i f s  

- en tampon Tris-HCl 0 ,1  M - en Gu.HC1 6 M 

2 - Protéides rédui t s  e t  alkylés en 
Gu.HC1 6 M 

Tamisage moléculaire 

1 - Chromatographie 

- Sephadex G-100 - Sephadex 6-200 

2 - "Disc-electrophoresis" 

Viscosi té  intrinseque en milieu Gu.HC1 6 M 

(protéides rédui t s  e t  a lkylés)  

S 0 2 0 , 0 u . ~ ~ 1  (prot6ides rédui t s  e t  alkylés) 

Combinaison de 

Dosage du f e r  

STF 

75 600 
75 000 

74 600 

74-78 000 
76 O00 

75 000 

74 700 

75 400 

LTF 

76 700 
76 700 

76 O00 

76 O00 
76 O00 

77 O00 

77 500 

78 100 



due, d'une par t ,  à une chaîne polypeptidique légèrement plus longue de  7 ou 8 

acides aminés dans l a  Lm, ce qui  représente une masse d' environ 800 daltons,  

et d 'au t re  pa r t ,  à l a  p a r t i e  glycannique, l a  LTF possèdant 4 résidus de fucose, 

l a  STF n'en possèdant pas, ce  qui  représente une masse de 700 daltons environ, 

l e  t o t a l  fa i san t  1500 daltons. 

Ce t te  dif férence de masse moléculaire e s t  v i s i b l e  en élec- 

trophorèse en gel  de po1yacrylmi.de en SDS ( f ig .  22 p. 92 1. 

5 - La tendance marquée de l a  LTF B former des aggrégats-aux concentrations 

élevées explique l a  d ive r s i t é  des valeurs de masse moléculaire c i t ée s  dans l a  

l i t t é r a t u r e .  

En conclusion, on peut d i r e  que l a  l ac to t ransfer r ine  et l a  

sé ro t ransfer r ine  humaines sont deux prot6ides t r è s  voisins du point de vue struc- 

t u r a l  e t  on peut postuler avec QUERINJEAN e t  a l .  ( 1931, PEENEY e t  AUZSON ( 194) 

e t  AISEN e t  LEIBMAN ( 195) q u ' i l  e s t  probable q u ' i l s  dérivent d'une m b e  protéi-  

ne ancestra le  e t  s e  se ra ien t  dif férenciés  par l a  s u i t e  en fonction de r s l e s  bio- 

logiques d i f fé ren ts .  

Bous poursuivons actuellement nos travaux sur  l a  lactotrans-  

f e r r i n e  pour apporter l a  preuve chimique de s a  monocaténarité par i den t i f i ca t ion  

des acides aminés N e t  C terminaux. De plus,  l a  dgtermination de l a  séquence pep- 

t id ique  de l a  p a r t i e  N terminale, l a  fonction aNH de l 'acide aminé N terminal de 2 
l a  LTF é tan t  masquée par un résidu N-acetyl (*) permettra par comparaison avec 

c e l l e  de l a  STF, rie préciser  s i  l a  charne peptidique de l a  LTF r é su l t e  d'un al -  

longement de l a  charne de l a  STE'. 

(&) r é s u l t a t s  non publiés. 



LTF-, t;l;J 
STF* 

Figure 22 : Electrophorèse en gel  de polyacrylamide de l a  LTF e t  de l a  STF 

eu S.D.S .  selon l a  méthode de NEVILLE. 
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