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ABREVIATIONS UTILISEZRES,.

ATCA t acide trichloracétique.
EDTA : acide éthyléne diamine tétra-acétique.
Tris H 2 - amino - 2 - hydroxyméthyl - 1,3 - propane - diol

(ou Tri-hydroxyméthyl amino-méthane)

Rivanol s lactate de 6,9 diamino - 2 - éthoxy - acridine.

DEAE : diéthylaminoéthyl.

S E $ sulfoéthyl.

S P H sulfopropyl.

POPOP : p - bis - (2 - (5 - phényloxazolyl)) - benzéne.
PP O : 2,5 = diphényloxazole.

C.p.m. ¢ coup par minute.

D.o. ¢ densité optique.



INTRODUCTION.
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Nos recherches sur le lait de Vache s'inscrivent dans le
cadre d'un travail d'équipe effectué au Laboratoire sur la "maternisation"

des laits.

4 Notre choix fut guidé par le fait que ce substrat représente
la base de 1l'alimentation infantile. S'il Y a encore une proportion
importante de jeunes mamans qui allaitent leur Nouveau-né (ou du moins
le désirent) trés vite, dés les premiéres semaines, le lait de Vache
devient 1'aliment exclusif du Nourrisson. A cela plusieurs raisons
d'ordres médical et social peuvent &tre invoquées : production insuf-
fisante de lait ; fatigue excessive de la mere j; infection de la glande
mammaire ; incompatibilité sanguine ; impératifs professionnels ; souci

esthétique de la femme....

I1 n'en reste pas moins vrai que le lait de Femme est le
mieux adapté & 1'alimentation du Nourrisson . Les intolérances au lait
de Vache sont bien connues et les statistiques de GYORGY (101) sont, a
cet égard, démonsiratives (Tableau I p.2 ). C'est pourquoi des recherches
ont été entreprises dans différents laboratoires en vue de "materniser"
le lait de Vache dans l'espoir de lui conférer certaines propriétés
bénéfiques du lait de Femme. Seule la connaissance parfaite de la compo-
sition du lait de Femme, d'une part, et du lait de Vache, d'autre part,

peut permettire d'atteindre ce but. Les résultats acquis jusqu'a ce jour
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TABLEATU 1.

Taux de morbidité et de mortalité chez les enfants
nourris au sein ou recevant une alimentation mixte

ou artificielle, d'aprés GYORGY (101).

qe TR T Ty Ty Ty T
H Type : Nombre : Mortalité ¢ Morbidité : Mortalité par :
*  d'alimentation |  de cas ‘' p.1000 . p.1000 | .morbidité |
H 3 g 3 : p.1000 3
: : : : : :
$ : : : : :
: Sein . . & 0 o 8 971 : 10,2 s 223,4 : 4,6 :
: ' : : : : :
H : : : 3 :
: Mixte. « « o . 1@ 1.441 : 25,7 : 46442 : 545 :
: : : : : :
: : H : :
: Artificielle . 854 5743 H 57351 10,0
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ont permis & 1'Industrie de commercialiser des laits dont les teneurs
en éléments "énergétiques” (protides, glucides et lipides),en vitamines
et en minéraux se rapprochent fortement de celles du lait de Femme. Si
1t'aspect "quantitatif" de la "maternisation" du lait de Vache semblé
arrivé & une perfection qu'il parait difficile de dépasser dans 1'état
actuel de nos connaissances sur la composition des laits, l'aspect
"qualitatif" est loin d'8tre résolu. |

Dans une revue générale concernant les globulines immunes
du lait,CAMPBELL et PETERSEN (40 ) définissaient 1l'importance de ce

dernier de la maniére suivante :

" Jt is a traditionnal coﬁcept of long standing that the
function of the mammary gland is primarily nutritional and that its bio-
logical survival value depends upon its contribution to the nutrition
of the young mammal. We will demonstrate that the relationship between
the infant and the mammary gland is more complex than has hitherto
been realized.Furthermore, we will proffef the suggestion that the
importance of the mammary gland to the mammal and indeed the biological
survival value of this organ is related not to its function as a source
of nourishment to the joung mammal but as a mechanism of the immunological

protection of the otherwise helpless newborn.”

Dans ce préambule, les auteurs retragaient 1l'évolution des
idées concernant le lait. Longtemps, en effet, on crut que son importance
était d'ordre purement nutritionnel, Elle est devenue d'ordre biologique
depuis la découverte,dans le lait, & c8té des constituants "énergétiques",
de composés doués dlactivités biologiques diverses, comme les oligosac-
charides libres, les globulines immunes, la lactiOtiransferrine, les

inhibiteurs trypsiques et ie lysozyme.

Le travail qui nous a été confié concerne 1'étude des
immunoglobulines et de la lactotransferrine du lait de Vache en vue de

les comparer aux éléments semblables du lait de Femme pour faire apparafire
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les éventuelles différences ou ressemblances : le but ultime de
notre recherche étant de substituer dans l'alimentation du Nourris-

son les composants actifs du lait de Femme par ceux du lait de Vache.

Dans uae premiére série de travaux, nous nous sommes
1imité & la recherche de procéddés d'isolement et de purification
des immunoglobulines et de la lactotransferrine . Notre objectif
était 1l'obtention de ces éléments actifs par une méthode possédant
les deux qualités réclamées par 1'Industrie : rapidité et rendement

élevé.

Dans un deuxiéme temps, nous avons entrepris 1l'étude
de la structure des fractions glucidiques et des séquences peptidiques
au voisinage de la liaison des groupements glycanniques avee la
protéine, Ceci pour répondre & deux problémes de recherche fondamentale 3
dtune pari, le codage par la chaine peptidique de la fixation sur
1'asparagine du premier résidu de la N-acétyl-glucosamine, premiére
étape de la biosynthése du groupement glycannique, et d'autre part,
ltenchainement séquentiel des mono ou oligosaccharides lors de la

biosynthése.

Nous ferons précéder 1l'exposé de nos iravaux par un chapitre
concernant 1l'état actuel de nos connaissances sur les immunoglobulines
et sur ls lactotransferrine. Nous ne prétendons pas faire une revue
générale exhaustive, maig nous insisterons sur les différences et les
ressemblances existant, d'une part, entre le lait de Femme et le lait
de Vache et, d'autre part, entre l'immunité passive ou active du
Hourrisson.et du Veau dés leur naissance. Cette revue aura l'avantage
de faire ressortir une direction de recherche gppliquée pour la

"maternisation" du lait de Vache.
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Nos résultats seront rassemblés dans deux chapitres
distincts ¢ le premier concernera «~ Les Immunoglobulines et, le
second - La Lactotransferrine.

Ils seront précédés de la description des différentes

techniques que nous avons utilisdes.

Notre travail a fait l'objet des communications et

publications suivantes :

Communications @

I.- A. CHERON et J.MONTREUIL, Modalités de l'attache'glucide ~ protéine
dans les globulines Ig G, Colloque européen sur les glucides de
BOCHUM, Octobre 1968.

2.- A. CHERON, N.CLERsT-DUQUESNg£, D.BOUVERESSE~FRENOVE et J.MONTREUIL,
Modalités de la liaison glycanne - protéine dans les globulines Ig G,

(Colloque franco-slovaque sur les glucides) BRATISLAVA Septembre 1969

Publications :

I.- J.MONTR#UIL, M.MONSIGNY, G.SFIK, N.DUQUsSN4, A.CHERON, J.DESCAMPS et
B.FOURNST - idtudes sur les glycoprotéines. XXXV. Procédés dlexploration
de la liaison glucide - peptide dans les glycoprotides. Hypothése
d'un codage par les chalnes peptidiques du point de conjugaison des

groupements glycanniques, Z. physiol.Chem, 1969, 350, p.664

2.~ A. CHERON - Les Globulines immunes du lait, Ann. Nutr.Alim, 1971, 25
A.135 - A 179 (Revue générale).
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GENERALITES

~=00000-~

Ce chapitre sera divisé en deux parties :
la premiére sera consacrée aux immunoglobulines, la
seconde aux lactotransferrines et & leur r8le bacté-

riostatique, seules ou associées aux immunoglobulines.
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Except in such qualified senses, the
weight of evidence at present is against the
transmission of passive immunity to the circula-
tion of the human infant after birth, though
there is a much more credible case for thiiking
that colosiral antibodies may afford protection
against enteric infections of the alimentary

tract in the human.

F.W.R. BRAMB:LL ( 29)
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1.~ INTRODUCTION.

Nous nous proposons d'envisager les problémes posés
par 1'immunisation passive du Nouveau-né et de faire un bilan
comparatif des connaissances actuelles concernant le développement
du systéme immunitaire chez le ¥ouveau-né et chez le Veau. Nous
pourrons, ainsi, apprécier l'efficacité immunolégique pour le
Nourrisson des immunoglobulines transmises par l'allaitement

maternel. Il nous sera possible, alors,de dégager une direction
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de recherche & suivre en vue de supplémenter 1l'slimentation artificielle
du Nourrisson par des anticorps de Vache bien que les travaux dans ce

domaine soient peu nombreux.

IT.- VARTATION DU TAUX DS ANTICORPS AVANT LA NAISSANCE.

A - CHEZ LE VEAU. - Le Veau ne posséde aucune immunité passive transmise

par la Vache et, & sa naissance, son sérum est

presque totalement dépourvu d'anticorps.( Fig.1, p.9 )

Le jour du vélage, le taux des immunoglobulines ne
représente que 1 & 2,5 % seulement des protéides totaux tandis qu'il
atteint dans le sérum de 1l'animal adulte 14 & 34 %. Cn sait, en effet,
que le placentia de la Vache - comme celui de la Chévre, du Porc et du
Cheval -, constitue avec ses T couches de tissus, une barriere infran-
chissable aux anticorps. (SCHNSIDER et SZATHMARY) (241) et (RATNER,
JACKSON et GRUEHL).(230)

B - CHEZ LE NOURRISSON. - Dans l'espéce humaine, le phénoméne est totale-

ment différent car le Nouveau-né posséde, dés sa
naissance, une immunité passive tres importante et la transmission des
anticorps de la mére au foetus est en relation directe avec la structure
plus perméable du placenta.(Tableau II , p. 10) Les anticorps scnt
décelables dés la 12éme semaine de la vie foetale (voir la revue
générale de PAUPE et MEYER. (218)

C - MODE DE TRANSMISSION.~- Dang le sang du Nouveau-né, ces différentes

classeg d'immunoglobulines ne sont pas
également représentées. Seules, en effet, les Ig G sont effectivement
transmises dg la mére au foetus (Fig.2,p. 11) et la plupart des cher-
cheurs sont d'accord pour admetire que les Ig A et les Ig M, décelées

&4 1'état de traces chez le Nourrisson aussitdt aprés la naissance,

ves/



Figure 1.

Diagrammes électrophorétiques du sérum de Veau avant
1'ingestion de colostrum de Vache (A) et 24 heures apres
1'ingestion (B). On remarquera, dans ce dernier cas, 1'é1lé-

vation du pic "X ", correspondant aux globulines immunes.

(HANSEF et PHILLIPS) (106) _
@
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TABLEATU II.

Perméabilités placentaire et mammaire aux anticorps chez diverses
espéces de Mammiféres (NICOL, GIRARD, CORVAZIER, CHEYROUX, RECULARD
et SIZARET) (205). '
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: t : s : _
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3 : : : :
: 9 g . X : H :
: * ; Syndesmo-choriale & 5 : ottt : ————t : Brebis
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SCHULTZE Concentration “des IMMUNOGLOBULINES
et
HEREMANS en g/100 ml de sérum
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Variation de la concentration des différentes classes
d'immunoglobulines dans le sang de cordon et dans le sang du

Nourrisson au cours des 12 premiers mois aprés la naissance,
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sont synthétisées par le systéme immunitaire propre du Nouveau-né.
Cette sélection,dans la transmission des anticorps, peut s'expliquer,
tout au moins dans le cas des Ig M, par leur taille trop importante.
Toutefois, la connaissance plus approfondie de la structure des immuno-
globines a confirmé 1'hypothése d'un transport actif. En effet, des
expérimentations effectudes chez le Lapin ont apporté les résultats
suivantsg 1°) 1'injection 4 1'animal des fragments papainiques I,II
et III d'Ig G permet de démontrer que la piéce III (ou fragment Fc)
est transmise au foetus 11 fois plus rapidement que la piéce I et 6
fois plus rapidement que la pidce II ; 2°) 1l'injection de fragments III
provenant des différentes classes d'immunoglobulines montre que, seule,
la pidce III des Ig G est présente dans le sang du cordon & la naissance
(PAUPE et MEYER).(218) En outre, le fait que, chez le Nouveau-né, le
taux des Ig G sériques soit souvent supérieur & celui de la mere est

en faveur de ce transfert actif,

D - ACTIVITE IMMUNOLOGIQUE DES IMMUNOGLOBULINES TRANSMISES. - L'efficacité

de cette immunité passive est trés discutée. Nous avons, toutefols, précisé
dans le tableau ITI ( p. 13) 1'immunité acquise vis-a-vis de certains
germes pathogénes par le Nourrisson pendant sa vie inira-utérine, d'apreés
les travaux effectués par différents auteurs et rapportés par PAUPE et
MEYER (218) et par SCHULTZE et HEREMANS (242). Ce tableau, bien qu'il

soit trés incomplet, démontre, que le Nourrisson bénéficie, & la naissance
dtune défense immunitaire acquise seulement quand les anticorps qui sont
les supports d'une activité sont, chez la mere, du type Ig G. A cet

égard, l'existence d'un phénoméne d'immunisation transplacentaire chez

la Femme diminue, - comparée au lait de Vache -, l'importance du lait

de Femme dans 1l'immunisation passive du Hourrisson.

III.~ LES ANTICORPS DES LAITS ET DES COLOSTRUMS Dic FEMME ET DE VACHE.

A ~ IMPORTANCE DES ANTICORPS DiS LAITSPOUR LI NOURRISSCN ET POUR LE VEAU.

La transmission des anticorps du colostrum est vitale pour le

“Veau : ainsi que nous l'avons vu plus haut, son sérum est, en effet,

cesf



TABLEAU

IIX.

Nature des anticorps transmis par la voie transplacentaire (d'aprés PAUPE et

MEYER (218) et SCHULTZE et HEREMANS (242).
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dépourvu d'!'immunoglobulines & la naissance et le Veau les acquiert
en ingérant du colostrum (Fig.1y P- 9 ). Au contraire, & la naissance,
le sérum du Nourrisson posséde un taux d'anticorps déja trés élevé

que ne font pas varier les ingestions de colostrum.

Quelle place convient-illdonc de donner & l'allaitement
maternel, en matiére d'immunisation de 1l'knfant ? Pour répondre, en
partie & cette question, nous examinerons le probléeme, & la fois, du
point de vue quantitatif, en étudiant la cinétique de la lactation,
et du point de vue qualitatif, en analysant l'activité immunologigque

des anticorps du lait.

1°.~ Variations quantitatives des anticorps au cours de la lactation.

Les premiéeres recherches ont été effectuées, sur le lait
de Vache, en 1916, par CROWTER et RAISTRICK ( 58) qui observérent
que le taux des globulines obtenues par relargage par les sels neutres
passait de 8I,8 g p.1l de colostrum du ter jour a 7,4 g p.l de lait
du 8eme jour (voir aussi, ENGEL et SCHLAG) ( 75). Ultérieurement,
1'application de l'électrophorese permis d'obtenir des résultats
plus précis.

Les premiéres études électrophorétiques ont été effectudes
par SMITH (247) en 1946, qui montra que, dans les laits colostiraux,
les "lactoglobulines immunes" représentaient la fraction protéique
majeure du colostrum de Vache (50 & 60 % des protéides totaux et 85 &
90 % des protéides du lactosérum (SMITH) (247). Au contraire, elle
devient une fraction mineure dans les diagrammes d'électrophorése des
laits parfaits (SMITH) (248).

Les premieres études cinétiques précises des variations des
protéides du lait ont été réalisées en 1947 par GRONWALL ( 97) et
et par DEUTSCH ( 64); GRONWALL montra que pendant les 37 jours de

son expérience, le taux des globulines diminuait trés rapidement
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pour sestabiliser vers le Téme jour. Selon DEUTSCH, la "stabilisation"
du lait de Vache serait réalisée dés le 2&éme jour. Des analyses électro-
phorétiques réalisées par différents auteurs confirmérent 1l'ensemble
de ces résultats (Mc MEEKIN (174), HEYNDRICKX et DE VLEESCHAUWER (110);
WAITE (279); LARSON et KENDALL (141) ; LARSON et al. (142) ; MONTREUIL
et al. (187) ; KOBUS (133); ANTONY (4). Ces derniers auteurs ont
calculé que 1'élimination journalidre de globulines immunes atteignait
300 & 350 g le ler jour de la lactation et tombait & 20 & 25 g au

bout du 19éme jour. Les laits colostraux représentent donc le matériel
de choix pour effectuer l'isolement des globulines immunes. En éffet,
non seulement, ils sont riches en globulines immunes, mais ils sont,

en outre, pauvres en autres prbtéides, tandis que les proportions

sont inversées dans les laits parfaits (Fig. 3, p. 16).

Des variationé identiques ont été observées a propos du
lait de nombreux.autres Mammiféres, comme la Femme, la Truie, la
Chévre, la Jument et la Brebis (voir en particulier, DEUTSCH) (64 ).
Les variations qualitatives et quantitatives des protéides du lait
‘de Femme, au cours de la lactation, ont été particuliérement bien
étudides, et depuis les dosages de HYTTEN (122) les analyses élec-
trophorétiques ont montré la rapide dimimation des globulines
immunes du lait dont la "stabilisation" est réalisée vers le 6éme
jour (BISERTE et MASSE) (23 ); (BISERTE et al) ( 20); DEUTSCH (64 );
FONTAINE ( 80); MONTREUIL et al.(185); NARDUCCI et PALAZZETTI (202);
NORDBRING (210); SAGER (237); SCHULTZE et MULLER (243). En outre,
1tapplication de 1'immuno=électrophorése a permis d'identifier et
de suivre 1l'évolution des protéides du lait de Femme et de démontrer
que les globulines immunes du éolostrum,humain étaient essentiellement
des Ig A (voir, & ce sujet, la revue générale de HANSON) (107): en
effet, la répartition des globulines du systéme gamma est la
suivante : Ig A 90 % j Ig G 10 % (DE MURALT et al.) (197).
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Figure 3.

Electrophorése en gélose des protéides du lactosérum
de colostrums et de laits de Vache & différentes périodes de la
lactation. Les prélavements ont 6té effectués matin et soir (le
numéro 26 correspond donc au 133me jour aprés le vélage) (KOBUS)(133)
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2° .- Propriétés immunologigques des anticorps. - Nous avons

*

résumé dans le tableau IV (p. 18), les travaux rapportés & ce
sujet par PAUPE et MiYER (218) . Ils démontrent sans ambigiiité
que les anticorps du colostrum et du lait humains possédent des

activités immunologiques bien définies.

3°,~ Conclusiong. -~ Le fait que le taux des anticorps présents

dans les laits des premiers jours de lactation soit trés élevé,
d'une part, et que les lacto-anticorps possédent des activités immu -~
nologiques bien spécifiques dlautre part, démontre 1l'importance

de 1l'allaitement maternel et, bien que ces mécanismes de défehse,
chez le Veau et chez le Nourrisson, semblent différents, - car

les anticorps du lait de Femme ne se retrouvent pas dans le sérum
du Nourrisson -~ , on ne peut affirmer, a priori, que l'allaitement

maternel soit plus important pour le Veau que pour le Nourrisson.

B -~ 1&5 Ig A DU LAIT ET DU COLOSTRUM DE FEMME.

Les globulines immunes du colostrum et du lait de Femme
ont fait 1'objet de trés nombreux travaux immunologiques dont on
trouvera les exposés dans les revues générales de MURALT, GUGLER et
ROULET (198) et de HANSON (107). Les trois types de globulines immunes
4, M et A ont été mis en évidence avec toutefois une prédominance des
Ig A principalement dans les laits colostiraux. En outre, en ce qui
concerne les Ig G, l'application de méthodes électrophorétiques ét
immuno-chimiques quantitatives ont permis de démontrer qu'elles
étaient essentiellement représentées, - comme dans le colostirum et
dans le lait de Vache -, par des globulines "rapides™. Jusqu'a présent,
seules les Ig A ont fait 1'objet de recherches approfondies, en raison

méme de leur taux élevé dans le lait de Femme.

Lea Ig A du colostrum et du lait humains possédent une

particularité qui les différencie essentiellement des Ig A sériques

oo/
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TABLEAU 1v,.

Anticorps présents dans le colostrum et dans le
lait humeins (d'aprés PAUPE et MEYER) (218).

- — - - — A — W . W T S U T v W W ) e AW S e W W T e S B

Antitoxine tétanique
Antistreptolysines

Antistaphylolysines

coquelucheux

typhiques O et H

Agglutinines dysentériques

colibacillaires

grippaux
poliomyélitiques
anticoxsakie B5

ourliens

vaccinaux
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ltexistence d'un fragment supplémentaire qui réunit vraisemblablement
par des ponts disulfures, deux molécules de "lacto-Ig A". Ce fragment

est appelé pidce de sécrétion (pidce S) ou pidce de transport (pidce T).

Les études en microscopie électronique réalisées par SVEHAG et BLOTH (267)
révélérent une structure en Y, suggérant que la molécule d'Ig A de sécrétion
est formée de deux unités d'ig A 7S superposées, insérant une chaine de
sécrétion. Ce schéma dimérique associé & la piéce de sécrétion se retrouve
dans toutes les Ig A d'"excrétion", comme, par exemple, les Ig A des
expectorations /BISERTE et al.(2%1 )/ (voir aussi le tableau XIV, p. 53). Plus
récemment, un quatriéme type de chaine fut découvert par HALPERN (103)

dans les polyméres d'Ig A (Ig A colostréles de Femme, de Lapine et Ig A de
myélome ). Les auteurs émirent 1'hypothése que cette chafne contribuait

& 1'édification de la forme polymérique des Ig A : ils l'appelérent J
("joining"). Cette chafne fut également mise en évidence dans les Ig M

par MESTECKY et _al. (176) qui en étudiérent la composition en acides

aminés et démontrérent qu'elle était totalement différente des chaines
1légeres et de la chafne de sécrétion. Les mémes auteurs tirérent argument

de la forte teneur en cystéine de la chaine J pour lui attribuer une
hypothétique contribution dans le maintien de la structure tertiaire des

polymeres d'Ig A et d'Ig M.

1°.- Préparation et purification. Les méthodes de préparation des Ig A

mettent ébprofit des différences de charge et de masse moléculaire qui
existent entre les Ig G et les Ig M, d'une part, et les Ig A, d'autre part.
TOMASI et BIENsNSTOCK ( 274) ont déerit une méthode qui consiste & associer
1'électrophorése & la chromatographie sur un échangeur d'ions. Les Ig A
obtenues sont finalement purifiées par un tamisage moléculaire ( Fig.4, p.20)
MONTREUIL et al.(185) ont décrit un procédé général de fractionnement des A
protéides des milieux biologiques & l'aide d'un gradient de concentration

en sulfate d'ammonium associé & un gradient de pH (Fig. 5,p. 21). Les
auteurs ont appliqué la méthode aux protéides du lait de Femme ; ils

obtiennent des Ig A dans les précipités P, et P6 qu'ils ont ensuite

4
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Colostrum ajusté & pH 4,6 avec de l'acide acétique

Surnageant, neutralisé et soumis & l'électrophorese
en gel d'amidon. Récupération des fractions conte-

nant des JIg A.

Fractionnement sur DE - 52; avec des tampons phosphates
0,01 M. de pH 7,5 = 0,1 M de pH 6,4. La seconde fraction

contient les Ig A.

Chromatographie sur Sephadex G-200 dans NaC¢l 0,14 M.

Ig A

Figure 4.

Schéma de préparation des Ig A colostrales
humaines (d'aprés TOMASI et BIENENSTOCK.)(274)
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LACTOSERUM

Amené & 33 % de saturation en
sutfate d'ammonium et & pH 7

FILTRAT S

1

’

ajusté & pH 4,6

FILTRAT 82

¥

ajusté a pH 3,8

—

FILTRAT S3

]

ajusté & pH 7 et amené & 50 %
de saturation en sulfate d'ammonium

7
FILTRAT 54

1

ajusté & pH 4,6

FPILTRAT 35

ajusté a pH 3,8

FILTRAT 36

ajusté & pH 7 et amené & 100 %
de saturation en sulfate d'ammonium

FILTRAT S

7’

ajusté & pH 4,6

FILTRAT S8

v
SOLUTION S

’

9

ajusté a pH 3,6

Figure 5.

FRECIPITE

PRECIPITE

FRECIPITE
PRECIPITE

PRECIPITE

PRECIPITE

PRECIPITE
PRECIPITE

PRECIPITE

Schéma de fractionnement du lactosérum selon

le procédé de MONTREUIL et al. (185)
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purifiés sur Amberlite XE ~ 64. Plus récemment, DESCAMPS ( ¢2) a
amélioré le procédé en supprimant 1'étape de la chromatographie sur
Amberlite XE - 64 et en la remplagant par deux purifications successives,
1'une sur colonne de Sephadex G 150, et l'autre sur C M ~Sephadex C 50

ouD EAE - Sephadex A 50.

2°.- Propriétés physico-chimiques des Ig A colostrales humaines. Nous

avons résumé les propriétés physico-chimiques des Ig A dans les
‘tableaux Vv (p. 23) et VI(p. 24). Les résultats obtenus au laboratoire
par DESCAMPS ( 62) divergent quelque peu en ce qui concerne le taux
des acides sialiques : 2,1 % au lieu de 0,65 %. kn outre, DESCAMES
caractérise deux types d'osamines : 4 % de glucosamine et 0,8 % de

galactosamine.

3° .~ Structure. Mise a part 1'hypothése, partiellement vérifiée, de
1'existence d'un édifice moléculaire stable (liaisons covalentes)
composé de deux molécules d'Ig A, de la pidce de sécrétion et de la

chaine J, les études de structure sont encore peu nombreuses.,

On peut citer les travaux de DESCAMPS, MONSIGNY, et MONTREUIL
( 63). Ces auteurs ont démontré l'existence de deux types de liaison
entre la protéine et les groupements glucidiques : 8 de ces derniers,
dfune masse moléculaire moyenne de 1800 sont conjugués & la fraction
protéique par des liaisons O ~ galactosaminidiques , 4 & la sérine
et 4 & 1a thréonine., 12 autres d'une masse moléculaire moyenne de
3000 sont unis & la protéine par des liaisons alcali-stables, du iype

"N-(p - aspartyl) - glucosaminylamine."

C - LES ANTICORPS DU LAIT ET DU COLOSTRUM DE VACHE.

Contrairement aux immunoglobulines humaines, les anticorps
du lait et du colostrum de Vache sont essentiellement des Ig G.
Néanmoins, MACH, PAHUD et ISLIKER (161) ont caractérisé dans 1le
colostrum de Vache une Ig A avec une piéce de sécrétion, mais il
semble actuellement difficile d'accorder un rdle important & cette Ig A
comparativement a celles qui existent en proportions élevées dans le
lait de Femme. Les auteurs ont isolé cette Ig A par chromatographie sur
DEAE -~ cellulose et sur Sephadex G-200, mais n'ont pu obtenir une
fraction bien homogene et signalent 1l'existence d'Ig G polymérisées

dans leur préparation d'Ig A. Ils ont, néanmoins, identifié une spéci-

.
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TABLEAU V.

Propriétés physico-chimiques des Immunoglobulines A du

colostrum et du lait humains,

D " - O S W o o ot P O S S M 040 P R P G S WO P e G S e i ok AR S e O Y S S S M T W T S O e T S N s e e S o B N e 8 D e G d S e 3 A

e A : Pidce de sécrétion 1 Pidce J. )
Propriétés : € ittt P
e O I S LA
( : : : : )
:
E Coefficient d$ aédimentation f : H : %
( Spowex 10l c A 42 > s )
g Masse moléculaire :385.000(*): 58.000 , 75.500 : 26.000 %
(  Volume spécifique partiel : 0,723 0,7261 0,730 : - )
g Glucides totaux (p.100) «: - Y95 - : 746 %
(  Hexoses : by2 3 - : - : - )
E - Galactose : - : - : 3,12 i 1,61 %
% - - Mannose : - : - : 3,95 2,27 g
: : : : ]

( FU.COSG : 0,75 : - : 2’26 : 0,58 )
( Hexosamines : 4yt - : 4,36 ¢ 1,93 )
g Acides sialiques : 0465 | - : 1,9 f 1,42 %
( : : : : )

(a) - TOMASI et BIENENSTOCK (274)
KOBAYASHI (132)
MESTECKY et al.(175); NIEDERMIER et al.(207)

—~ o~
0o o
~ N
1 !

*
'

pour deux molécules d'Ig A et une molécule de P.S.

ST
N



é Acides aminds : Chalne H : Chafne L
: :
(CTTTTTTTTTTTTTTTT T T
EAcide aspartique : 72,2 : 84
(Thréonine : 99,9 : 8%,3
§Sérine X 115,6 ) 111,7
(Acide ‘ : :
( glutamique : 91,9 : 111,46
gProline : 89,6 : 7345
?Glycocolle s 79,8 : 67,4
Alanine : 6746 : 7043
(Cystéine t 28,8 : 26,9
(Valine : 80,3 : 76,47
(Méthionine : 11 s 6
glsoleucine : 15,3 : 36,6
(Leucine 3 92,6 t 79:2
2Tyrosine : 26,8 : 4242
(Phenylalanlne : 30,9 s 30,2
(Lysine D389 56,7
(Histidine : 18 : 14,9
éArginine : 40,5 , 28,7
é : :

Composition en aminow-acides des Ig A du lait humain

TABLEAT

VI.

(en résidus pour 1000) /d'aprés MESTECKY et al.(177)/.

e sa e oe s
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88,1
114,4

101,5
T457
88,5
65,7
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17,8
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30,9
44,7
15,7
41,3
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149,4
81,2
5241

112,9
7243
21,8
4844
50,7
7557
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68
46,1
11,8
48,2
10,2
T4+2
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ficité immunologique différente de celles des Ig G. Ces résultats
sont en accord avec le taux de glucides qui est de 5 & 6 % tandis
que celui-ci ne représente que 1,2 & 1,5 % des Ig G selon MACH,
PAHUD et ISLIKZR (161) et MACH (160). Depuis ces travaux, PORTER et
KOAKES (229) ont amélioré les techniques de fractionnement et ont
isolé des Ig A du lait, de la salive et des sécrétions intestinales.
Dans ces dernieéeres, les Ig A représentent la fraction majeure des
immunoglobulines. Quant aux Ig M, ellessont présentes dans le lait

mais leur taux est inférieur & celui des Ig A.

1°¢~ Préparation des immunoglobulines. Les premiéres tentatives

d'isolement d'une globuline dont la présence dans le lait avait été .
préssentie par HAMMARSTEN (104), furent faites en 1885 par SEBELIEN (244)
par précipitation par le sulfate de magnésium. Elles furent reprises,

— en 1894, par WASSERMANN (282) qui appliqua au lait un fractionnement

au sulfate d'ammonium. CROWTHER et RAISTRIC ( 58), en 1916, appliqué-
rent le procédé au sulfate de magnésium pour préparer les globulines

du lait qu'ils fractionnérent ensuite en euglobulines insolubles dans

l'eau pure a leur point isoélectrique et en pseudoglobulines solubles

. dans l'eau & leur point isoélectrique, m&me en l'absence de sels.
que,

SMITH (247), en 1946, démontra 1'hétérogénéité des prépara-
tions obtenues par les fractionnements au sulfate de magnésium et
décri?it deux procédés de préparation des globulines immunes du
colostrum et du lait par relargage au sulfate d'ammonium. Depuis,
diverses méthodes ont été proposées par diffirents auteurs. Elles
fournissent des préparations généralement hétérogénes et on congoit
aisément que nos connaisgsances sur les propriétés physico-chimiques

des globulines du lait et du colostrum soient encore trés fragmentaires.

a) - Procédés de SMITH. Les modes opératoires sont différents

suivant qu'ils concernent le colostrum ou le lait.

- Préparation des globulines immunes du colostrum de Vache.

(SMITH) (247). Le fractionnement des protéides du colostrum

{
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b) -

c) -
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de Vache selon ce procédé de SMITH (247) est schématisé

dans la fig.6 (b,27). L'analyse électrophorétique montre

que la fraction C renferme 85 % de globulines immunes et

que, seule, la fraction B est constituée de globulines immunes
pures. Par dialyse, elle fournit des euglobulines et des pseu-
doglobulines dans un rapport pseudoglobulines / euglobulines
de 0,75.

Préparation des glebulines immunes du lait de Vache (SMIYE)

{248). Le procédé de fractionnement des globulines immunes du
lait de Vache décrit par SMITH est illustré par le schéma de

la fig.7 (p.28 ) dans laquelle nous avons précisé la composition
en globulines immunes des diverses fractions déterminée par
électrophorése. On voit que la fraction E est hétérogine mais
qu'elle fournit, par dialyse, des euglobulines et des pseudo-
globulines électrophotétiquemeﬁt homogénes, Toutefois, 1l'ultra-
centrifugation révéle une certaine hétérogénéité due principale-

ment & la présence de composés "lourds™ 20 S.

Procédd de MONTREUIL et al.- MONTREUIL et al.ont fractionnéd les

protéides du colostrum décaséiné selon le protocole expérimental
décrit plus haut (voir p.21 ). Les auteurs ont observé que
certains laits colostraux fournissaient des précipités P 1 (15 &
20 g p.l de colostrum) ne renfermant que des Ig G. Dans d'autres
cas, celles~ci sont accompagnées d'Ig M que 1l'on met aisément

en évidence par l'analyse immunoélec:rophorétique et que 1l'on
élimine par chromatographie sur DEAE - cellulose utilisée en
analyse "frontale". Les précipités P 3 (1 4 1,5 g p.1 de colostrum)
sont constitués d'Ig G et d'Ig M, les précipités P 4 (1,5 4 5 g
p.l de colostrum), d'lIg G et parfois d'Ig A. Dans les deux cas,
les globulines immunes sont socuillées de lactalbumine, de lacto-
globuline et de sérum albumine. La chromatographie sur DEAE -

cellulose permet d'obtenir des fractions pures d'immuno-globulines.

Procédé de fractionnement éthanoligue du lait de BAIN et DEUTSCH.
§11 ). BAIN et DEUTSCH ont tenté d'appliquer au lait la méthode

de fractionnement éthanolique des protéides du sang décrite par

COHN et al. (55 }. Les auteurs ont isolé, de cette manidre, plusieurs

oo/
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2 l.de colostrum collecté 1 h. apris le vélage sont
écrémés par centrifugation et décaséinés.

Fraction A.:

Lactosérum ajusté & pH 6

"Caséines" et précipité par le sulfate
m==ome d'ammonium & 30 % de
saturation.

Fraction B.: Solution précipitée par le

sulfate d'ammonium & 50 %

"Lactoglobulines 1mmunes."

de saturation.

Fraction C.t Solution précipitée par le

sulfate d'ammonium & 90 %

de saturation.

v

Fraction D.: Solution éliminée.

"Albumine®

Figure 6.
Schéma de fractionnement des globulines

immunes du colostrum de Vache.(d'aprés SMITH) (247)
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Lait écrémé et décaséiné ajusté & pH 6,5
Précipitation par le sulfate d'ammonium &

50 % de gaturation.

Solution saturée en
sulfate d'ammonium

Fraction B solution éliminée

(3 % de globulines
inmunes).

!

Fraction A

Dissoute dans l'eau distillée
(concentration en protéines 1

3 % et précipitée par le sulfate
d'ammonium & 25 %.)

;

Fraction C
(21 % de globulines
immunes).

Solution précipitée par le sulfate
d'emmonium & 40 % de saturation.

'

Solution éliminée

{
Fraction D,

Dissoute dans l'eau glacée & pH 4,5
filtrée et précipitée par le sulfate
d'ammonium & 30 % de saturation.

r

Fraction

Solution précipitée 2 p H 4,6 par
le sulfate d'emmonium & 40 % de

dialysée
( saturation,
fuglobulines Pseudoglobulines
(30 % de (100 % de globulines
globulines immunes )
immunes)
v
Fraction F Solution éliminée
dialysée ’
2
Euzlobulines Pseudoglobulines
(100 % de (100 % de globulines
globulines inmunes
immunes)

e
Figure 7. gi}
Schéma de fractionnement des globulines immunes S

du lait de Vache. (selon SMITH) (248)
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fractions globuliniques parmi lesquelles se trouvait une fraction
de globulines immunes homogéne & l'électrophorése & p H 8, 6, mais

hétérogéne en p H neutre ou acide.

d) - Procédé au rivanol de KENYON, ANDERSON et JENNESS.(127).
HOREJSI et SMaTANA ( 116) ont décrit, en 1956, un procédé dl'isole-

ment des globulines immunes du sérum fondé sur la propriété que
posséde le rivanol de précipiter la totalité des protéides

sériques sauf les globulines immunes (et la transferrine) que

1'on isole de la solution surnageante par un fractionnement
éthanolique. Sur le méme principe, KENYON et al.(127) ont mis au
point un procédé de préparation des globulines immunes du colostirum
et du petit lait de Vache., Le mode opératoire est le suivant : & .
un volume de colostrum ou de lait, délipidé et décaséiné , on
ajoute 3,5 volumes d'une solution aqueuse de rivanol & 0,4 % (p/v )
et on ajuste le p H & 8,5, Le précipité est éliminé par centrifu-
gation ou par filtration. Le liquide surnageant est débarrassé du
rivanol par absorption sur charbon activé. L'analyse électrophoré-
tique des solutions protéiques montre que l'on peut obtenir &
partir du lait, des préparations renfermant 89 % de globulines
immunes homogénes en électrophorése libre (mobilité électrophoré-
tique ¢ - 1,8 & 2,2 cnf V'1 sec -1 4 pH 8,06 force ionique 0,1)
mais hétérogénes en élect;ophorése de zone et immunoélectrophorése.
Bn effet, elles sont accompagnées de lactalbumine, de sérum albumine
et de lactotransferrine (ANTONY) ( 4 ). En outre, le charbon absorbe
des quantités élevées de globulines immunes et les rendements sont
faibles. Toutefois, 1'élimination du rivanol par le chlorure de
sodium ou par le Sephadex et la chromatographie sur DEAE - cellulose

améliorent notablement les performances de la méthode au rivanol.

e) - Procédés électrophorétigues et chromatographiques. La séparation

des protéides du lait délipidé, décaséiné et dialysé a été
réalisée par HILPERT et al.(113) par électrophorése continue sur

papier (Appareil Spinco ; tampon véronal de p H 8,6 et de force

eoof
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ionique 0,02 ; papier filtre cartonné SCHLEICHER et SCHULL 2668 ;
1000 V et 75 m A ; 100 mg de protéide/ ml). Les auteurs ont
obtenus 5 fractions dont l'une est riche en globulines immunes que
la dialyse a séparées en eu - - et en pseudo-globulines mais

s

ont limité leurs recherches & la lactalbumine et aux lactoglobulines.

L'électrophorés préparative sur acétate de cellulose a é1é
appliquée au fractionnement des protéides du lactosérum par MHATRE
et al.(178) (tampon véronal de p H 8,6 et de force ionique 0,05 :
200 V, 15 mn.) L'auteur obtient cing.fractions qu'il élue par un
mélange d'éthanol et de chloroforme et qufil étudie, ensuite, par
électrophorése libre. Les fractions A, B et C sont hétérogénes,
mais sont enrichies, respectivement, en sérum albumine, @ - l_a.ctoglo;
bulines et © ~ lactalbumine. Les fractions D (pseudoglobuline) et
E (euglobuline)paraissent homogdnes. L'auteur ne précise pas les
rendements qu'il a obtenus et n'a pas effectué de recherches physico-

chimiques sur les protéides isolés.

f ) -~ Procédé de BUTLER, CHARLOTTE et MAXWELL (36 ) - Les auteurs

utilisent quatre procédés généraux bien connus : précipitation
par les sels, électrophorése, tamisage moléculaire et chromatograrhie
sur échangeurs d'ions - les figures 8, 9 et 10 (p.31, 32 et 33)

précisent les différentes étapes de ce mode opératoire.

2° .- Fractionnement des Ig G. ~ L'isolement des Ig G du lait et du

colostrum de Vache est assez aisé. Toutefois, ces Ig G possédent une
trés grande hé térogénéité interne. Les premiéres méthodes de préparation
des Ig G du lait et du colostrum de Vache utilisent le relargage

par des sels neutres (SMITH) (247 et 248). Par cette méthode, on ne
pouvait mettre en évidence l'hétérogénéité des Ig G. Celle-ci fut
démontré par la chromatographie sur échangeurs d'ions et par
1télectrophorése qui ont permis de séparer différents types d'Ig G.

Ces Ig G se subdivisent en deux grandes familles t les Ig G "lentes"

(Ig ¢ 2) et les Ig G "rapides" (Ig G 1) (CAROLL (44 ), MURPHY, AALUND,
OSEBOLD et CAROLL (200) ; (Fig 11,p. 34 ). En 1965, ANTONY ( 4 )

veel
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Le lactosérum est dialysé contre de l'eau distillée pendant 3 jours & 4°C puis centrifugé.

Précipité Voir la préparation des IgM (Fig.10,p.33 )

Le surnageant est amené & 33 % en saturation de 804 {x H4)2 & 22°C et centrifugé.

Surnageent Voir la préparation de la P.S.(Fig. 9 ,Dp.32)

Le précipité est dialysé contre un tampon & pH 8,6 (Tris 0,IM ; NaCl 0,9 M ;

Xa N3 0,02 % ¢ E.D.T.A. 0,003 M) puis chromatographié sur une colomne de Sephadex

G 200 stabiliséedans le tampon précédent.
i

v v v

Fraction 4 Fraction 3 Fractions 1 et 2

Chromatographie sur une colonne de D E A E- AJjouter 1 volume d'une solution de NaCl

Sephadex stabilisé dans un tampon & pH 8,3 0,195 ¥ ~ Ka Br 7,6 M puis centrifuger.

(Tris 0,1 M § NaCl 0,05 M). L'élution est = . ¥
réalisée par un gradient de NaCl (concen- Les 2/3 inférieurs Le 1/3 supérieur
tration finale 0,22 M). ' du tube sont dialy- du tube est

sés contre le tam- éliminé.

pon & pH 8,6.

IgG1let lgG2 é

Chromatographie sur une colonne de

Sephadex G 200 (avec ou sans guanidine).

4

Ig A de sécrétion

Figure 8.
Préparation des Ig G et Ig A du lait de Vache.
/ d'aprés BUTLER et al. ( 36)./
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lactoserum est dialysé contre de l'eaun distillée pendant 3 jours & 4% puis centrifugé

3§ Précipité | Voir la préparation des Ig M
Fig. 10 ,p.33 )

surnageant est amené & 33 % en saturation de SO4 (NH4)2 & 22°C et centrifugé.

s Précipité Voir la préparation des Ig G et Ig A
(Fig.8 ,p.31 )

surnageant est amené & 50 % en saturation de SO4 (vm

a 22°C et centrifugé.

42

ey, Surnageant €liminé

v

précipité est chromatographié sur une colonne de D E A E -Sephadex A 50

fraction contenant la pidce de sécrétion (P.S.) est recueillie et chromatographide

sur une colonne de Sephadex G 200 pour éliminer les Ig G et autres contaminants de

- masse moléculaire faivle.

Pidce de sécrétion (P.S.)

Figure 9.
Préparation de la pidce de séerétion (P.S.) du lait
de Vache. / d'aprés BUTLER et al. ( 36 )/
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Le lactoserum est dialysé contre de l'eau distillée

pendant 3 jours & 4° C puis centrifugé

o3 | Surnageant Voir la préparation des Ig G,
Ig A et P.S (Fig. 8 ,p. 31 et

Fig 9 ,p.32 ) .

v

Précipité
On le solubilise dans un tampon & pH 8,3 (Tris 0,1 M + NaCl 0,15 M)
auquel on ajoute un volume d'une solution de NaCl 0,195 M - NaBr 7,6 M.

On centrifuge l'ensemble dans un tube.

La fraction supérieure est éliminde

(la moitié du tube)

La fraction inférieure (la moitié du tube) est dialysée contre un tampon

&4 pH 8,6 (Tris 0,1 M ; NaCl 0,9 M ; Na NB 0,02 % 3 EDYA 0,003 M.)

Chromatographie sur une colonne de Sephadex G 200 (2 fois)

Electrophorése sur Pevikon

Ig M

Figure 10,
Préparation des Ig M du lait de Vache
/d'aprés BUTLER et al. ( 36 )/
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Colonne: 1g de DEAE-Sephadex A 50
D.o. .

Echantillon: 200 mg

Gradient phosphate :0,02M & pH8 (110m1)-0,37M a pH4,5(55m!)

A
Ud

A Sérum ) f
O lactosérum de la sécrétion séche A
s M " du colostrum - :

] IgG ~ Rapides

; - >

IgG - Lentes

/f;'\"\ -/

~A

— o
50 75 ml -
Figure 11,

]
o

L
N

~ s

Courbes d'élution des fractionnements sur DE A E -

Sephadex A-50 du lactoserum de la " sécrétion séche ", du

colostrum et du sérum de Vache (MURPHY et al.) (200)
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observait que le cologstrum ne contenait qu'un seul type d'Ig G :
la fraction des Ig ¢ du sérum dite "rapide". Par immunoélectropho-
rése, cet auteur démontra la parenté étroite qui existait entre

les Ig G "rapides" du sérum et les Ig G du colostrum de Vache.

KICKHBFEN, HAMMER et SCHEEL (128) ont isolé du sérum de
Vache trois types d'lg G qu'ils nommérentx 1, x 2 et XGS’ tandis
qu'ils ne mettaient en évidence dans le colostrum que les X'Gs
qui correspondent aux Lg G "rapides". En outre, les auteurs ont
introduit une distinction entre 1les sz du sérum et les XGS
du colostrum, ces derniéres étant plus riches en résidus de cystéine.
Les Ig G appelées x 1 et X’Z représentent deux sous-groupes des
Ig G "lentes".

BUTLER et al (36 ) arrivent & la méme conclusion, & savoir

que la majeure partie des Ig G sont du type Ig G1.

3°. Propriétés physico-chimiques deg Immunoglobulines.

Les propriéiés physico-chimiques des globulines immunes
du colostrum et du lait de Vache sont rapportées dans les tableaux VII
(p.36 ),VIII (p.37 ),et IX (p.38 ) respectivement pour les Ig G,
les Ig A ( et la P.5.) et les Ig M. La composition en acides aminés

des IgG est précisée dans le tableanu X (p. 39 ).

4°=» Structure.

L'étude de la structure des Ig G du lait et du colostrum
de Vache se limite actuellement aux séquences peptidiques voisines
de la liaison protéine-glycanne et & la nature de cette liaison.
NOLAN et SMITH (209 ) ont déterminé la séquence peptidique N-terminale
au voisinage du point dtattache. Au laboratoire, dés 1965, nous avons,
d'une part, démontré llexistence d'une liaison entre la fonction
réductrice de la N-acétyl-glucosamine et la fonction amide de
1'asparagine et, d'autre part, établi la séquence tripeptidique

C-terminale au voisinage de ce point d'attache.(cité par MONSIGNY) (181)

e/



TABLEATU vil.

Propriétés physico-chimiques des IgCt

galactossmine dana le rapport 2511,

. du colostrun de Vache,
' - 1 v : : n
Propridtés : KICKHOFEN ot al. : aNToNY (4 ) : SMITE {247) ! NOLAN Mt SMITE (209) | SMITH et al.(250) ! LISOSKI et al.(156)
y o (129 : ' X . .
1 ! ' :
] ] ] s ] ]
’ [ . [ : t s
Masse moléculaire 1. 159 500 (a) 4132 600 = 5 500(a)}, 160 000 (a) : - s - s 153 000 (a)
T 166 800 (a) 3123 000 2 8 000(b)s 190 000 (a) : :
Coefficient de sédimentation ¢ 6,7 : 6,5 = 0,2 : 7 s - . - . 6,55
' [ '
5°20 w x 10" , 6,60 : ! ' . :
Volume spécifique partiel 1 0,735 % 0,003 s  0,75.(A 20°C) - . - : . '
' (2 25°¢) ' ' . : :
' ] [}
Coefficient de diffusion ' ]
7 A T
P*20w x 10 ' ] ] .
[] [} N . : $
I/fo : 1554 : - 1 - ' - . - : 1,53
Cosfficient d'extinction ' . ! s . .
1 p.100 ‘ ! : .
E,' P 1 ' ' '
1 em ' : 1
' ' .
)‘ t + ] ' . ' [
Tampon phosphate ( A1278 m p), 13,68 = 0,08 ' - ' - . - ' - f -
0,1 HC1 (A mp)r 13,7 20,06 : - ' - : - ' . : i
.
001 nacH (hizomm 1 vt 3 - ' - ) . ‘ -
A A1283 mp), 14,73 . - : - , - ' - : -
1 (] .
Glucides p.100 : : [ : : '
+ i : Py
Hexoses : 1,13 : 0,04 : 1,60 A . N 0,93 : 2,65 + 0,1 . 1,79
Fucose . 0,20 = 0,03 s 2,40 [ : 0,18 + 0,01 . s
. + » ' - @ .
g 03:”‘92 - : ;’:Z . 2'2: : 2'2: : :'1: ' : 1,50 P8 2o,09 s 1,09 )
A ves - : - s
ciden silalique : ’ ’ : ’ ’ : ' 0,30 : - . 0,47 ) )
Glucides, en mole pax mole ' : : . N
a'lg G : ‘ t , s } : ;
Galactose : 10,2 : 6 1 - : 6 : - : -
Mannose ' t 6 : - s 3 1 - : -
. 1
Pucose ' 2 : 2 1 - : 2 : - s -
. Usaaines ! 11,4(e) : 8 (&) : - . 15 N - : -
./r’{;_ :::;‘} Acides sialiques : 1,5 : 4 (o) ' - : 1,5 : s
Q‘ Ao ! 3
1 4
s’ ' Ed; « N-acétyl glucosamine exolusivement
g &) - par ultracentrifumation .
; éb - par diffusion de la lomidre ¢) = Acides N-glycolyl et N-acdtylneura
(o) = N-acdtyl-glucosamine + N-acéty.= sinique.
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TABLEATU VIIIL

Propriétés physico-chimiques des Ig A et de la P.S.

du colostrum de Vache.
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S G T v o - - - - 0 A G S M S L S S S G S e WIS S T G S S S D

H H
$BUTLER ( 35) :

- —— —— - - . o 7o G W T S S 4 A L0 W e -

385 X 15(a)

Masse moléculaire x 10-3

~0Osamines

:
3
440 (v)
:
:
Coefficient de sédimentation :
13 :
L]
S o ¥ X 10 10,9 .
Glucides (p.100) - :
:
~Oses neutres 545 :
s

96 60 O3 20 S8 65 S0 Se 65 S0 02 Ge o Se G5 #O 8% s S0 S8 4% e

PORTER et
NOAKES (229)

11,2

86 ¥ 1 ()
75 (x)(b) et

69 (xx)(b)

W el NI g

- - o S T S - S Y S oy S T S S W S0 St R b (e e e v G U B Y s e e s e e e G P T O S 0 G e T e U e M e B S B e A S G T G e o G e G e

(a)- par équilibre de sédimentation.

(b)- par tamisage moléculaire.

(x) -~ en absence de guanidine.

(xx)- en présence de guanidine.

N
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)



TABLEAU IX.

Propriétés physico~-chimiques des Ig M du

colostrum de Vache.
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NN TN PN NN N S N PN TN NN TN N TN N PN N TN TN N PN TN TN ST N NN TN TN TN TN TN TN

- A — - - - - " e -

Masse moléculaire x 1070
Coefficient de sédimenta-

tion S°20w x 1013

Volume spécifique partiel

Glucides (p.100)

- Hexoses
- Mannose

- Galactose

Hexogsamines
- (tlucosamine
- Galactosamine

Fucose

Acides sialiques

06 se 68 00 Ss G2 8% 06 e Gr e se O

B8 S0 60 G0 G0 S0 S8 N9 e P6 P SC 04 S0 Sn S0 ap 00 B B0 S0 s &5 e

MUKKUR et

FROESE (196 )

- o ——— o - -

19,1

0,726

00 86 06 os 8¢ %0 60 €4 G0 se S0 S5 08 ee s o

® 56 08 8¢ Ga 06 S8 G4 04 G4 05 PE e 4 B Go s O

- e o - -

19,2

@ S0 00 00 Be B PP 56 Be S5 68 08 85 G0 Se 68 6% N6 68 €5 60 s SO 00 86 06 S0 S8 S0 G4 B N4 S S 00 00 e

BUTLER (34)
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e se e
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KUMAR et MI- )
KOLAJCIK (133);

______________ |
)

900 )

)

)

18,2 = 19,8 %
)

_ )

)

)

- )

)

. )

5913 = 0,12 g
3,42 2 0,08 )
1,71 ¥ 0,08 g
2,9 ¥ 0,1 %
)

- 9

)

- )

)

. )
1,25 £ 0,05 %
1,39 ¥ 0,06
)
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TABLEAU

Xe

Composition en amino-acides des Ig G1 du coloatrum de Vache

TN

Acide aspartique

Acide glutamique

Arginine
Histidine
Lysine
Alanine
Cystéine
Glycocolle
Isoleucine
Leucine
Méthionine
Phénylalanine
Proline
Sérine
Thréonine
Trytophane
Tyrosine
Valine

(en g de résidus pour 100 g de protéine séche).

7095,
4574;
1,84:
5,90
3439:
3,18!
35773
2,41
6,78:
0,76
3434
7,05,

11,132

9926:
39153
5945
8,21:

7499

10,08: 10,15

4431

1,86 :
6,10

3,41

3,82
2,32
6,61
0,79

3934
7426

9,28
3,07
5991
7570

10,98 :

39
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Depuis, nous avons, en combinant 1l'hydrolyse trypsique et l'hydrolyse
chymotrypsique des Ig G "rapides" du colostrum de Vache obtenu des
séquences plus longues encore. Ces résultats seront exposés et

discutés dans nos travaux personnels. (p.189)

D « ORIGINE DES GLOBULIRES IMMUNES DU LAIT ET TU COLOSTRUM.

Le probléme de 1l'origine des globulines immunes du lait et
du colostrum n'est pas encore établi et, a l'heure actuelle, chacune
des trois hypothéses suivantes, émises en 1954 par CANTARUTTI ( 43 ),

conserve toute sa valeur.

a) = Transfert dans la glande mammaire des globulines immunes

sérigues intactes.

b) - Transfert dans la glande mammaire de globulines sériques

modifides.

¢) - Synthése par la glande mammaire de globulines immunes

spécifiques.

En outre, on ne peut exclure, a priori, l'intervention
simultanée de ces trois mécanismes. Sur la base des expérimentations
biologiques, physiologiques, métaboliques et immunologiques, il est
impossible de trancher la question tant les arguments invoqués en
faveur de chacune de ces hypothéses sont démonstratifs et convaincants
(voir, & ce sujet, la revue générale de CAMPBXLL et PETERSEN) ( 40 ).

Certaines expériences sont toutefois en faveur d'une synthése de

globulines immunes dans la glande mammeaire.

Par exemple, WORK et al.(285 ) ont montré que la radioactivité
des immunoglobulines du lait était nettement supérieure & celle des
immunoglobulines du sérum 6 heures aprés l'injection de 14 C-glycocolle
& la Lapine et concluent & une synthdse des globulines immunes par la
glande mammaire. D'autre part, l'injection d'antigénes dans le pis de

la Vache par le canal mammaire (voie diathélique, selon CAMPBELL et

PETERSEN) provoque l'apparition d'anticorps spécifiques dans le lait

et non dans le sang (CAMPBHLL et al.) ( 42 ). Les auteurs proposent
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méme une hypothése séduisante selon laquelle la pénétration des
antigénes dans le pis, au cours de la t&tée, serait provoquée par
la salive du Nouveau~né., Il semble; enfin, que la synthése des
anticorps est réalisée par les plasmocytes dont la glande est
extr8mement riche au début de la lactation et cette plasmocytose
pourrait parfaitement expliquer la richesse particuliére des 1aits’

colostraux en globulines immunes (CAMPBELL et al.) ( 41 ).

Ces résultats qui ont été acquis par l'application de
méthodes immunologiques et immunophorétiques ne peuvent, & eux
seuls, résoudre le probléme de l'origine des anticorps du lait. Certes,
les globulines immunes du lait et du sang donnent lieu & des réactions
dtidentité en apparence parfaites, Mais elles ne peuvent, en aucun .
cas, constituer une démonstration de 1l'identité absolue des deux
groupes de substances et permettre de conclure que les globulines
imnunes proviennent du sang ou d'éléments "mobiles" du sang, comme
les plasmocytes. Seule, une meilleure connaissance des propriétés
physico-chimiques, de 1la composition et de la structure des
globulines immunes préalablement isolées du sang et du lait,
associée aux observations accumulées depuis un siécle dans les
différents domaines, permetira de résoudre la double énigme de la

nature et de 1l'origine des globulines immunes des laits.

Actuellement, on admet que les globulines immunes du
"colostrum de Vache proviennent des plasmocytes sanguins et que
leur synthése s'effectue dans la glande mammaire qui présente,
d'ailleurs, au début de la lactation, une plasmocytose intense
(CAMPBELL et al.) ( 41). Ensuite, une "filtration" sélective est
réalisée par la glande mammaire : seules les Ig G "rapides" passent
dans le colostrum de Vache, accompagnées par de trés faibles
quantités d'Ig G "lentes", d'Ig M et d'Ig A (MURPHY et al.)( 200).

Récemment, MOSSMAN et al.( 195 ) ont montré qué les Ig G, du sérum

2
ne sont pas transférées dans le coleostrum. En outre, LISOWSKI et al.

( 156 ) ont mis en évidence quelques différences quant aux propriétés

oo/
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physico-chimiques entre les 1Ig G1 dlorigine colostrale et celles

d'origine sérique.

IV.~ DESTINEE DES IMMUNOGLOBULINES DES LAITS.

A - CHEZ LE VEAU (%)

1‘) Mise en évidence de 1l'immunisation passive. L'existence d‘'un

phénoméne d'immunisation passive transmise par la mére aux
Mammiféres nouveaux-nés est connue depuis longtemps puisque

la premiére observation remonte & I799, quand HUFELAND (120 )
remarqua que la descendance de vaches qui avaient été atteintes.
du “"small pox" était réfractaire & cette maladie. HUFELAND, dés
cette époque, suggéra que le lait jouait un rdle dans cette
protection immunitaire. BURCKHARDT ( 33 ) et RICHET (c¢ité par
BURCKHARDT) obtinrent des résultats identiques en I879 j les
auteurs inoculérent le "small pox" ovin a des brebis, 6 semaines
avant la fin de la gestation et observérent que les agneaux
résistaient & cette maladie. Par la suite, les expériences

se multipliérent et confirméerent la transmission par la mére,

& sa descendance, d'une résistance & diverses affections :
anthrax de la Brebis (CHAUVEAU, 1880) ( 49 ), de la Vache
(ARLOING et 21, 1882)( 7 ) et du Cobaye (KITASAT0,1890) ( 130);
rage du Chien (HOEGY®S, 1889) (114 ). Depuis, un nombre
considérable de travaux ont été effectués qu'il nous est
impossible de rapporter en totalité dans notre mémoire et

nous renvoyons le lecteur & l'excellente revue générale de
CAMPBELL et PETERSEN ( 40 ).

-~ —_— — — ——— o —— B>t - " S A . R B . S A e S . . ok e M W i - W S et T o S B e b S e . - S . S T e G e -

* - Des expérimentations ont été effectules chez le Mouton / MACKENZIE et
LASCELLES (162 )/et chez le Pore / LEECEL (124 ); PIERCE et SMITH (222 ) (223 );
WITTY, BROWN et SMITH (284 )./ Elles démontrent l'importance, comme dans le cas
du Veau, de l'absorption des globulines immunes (de type Ig G) présentes dans
le lait de Brebis et de Truie,
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Lt'immunisation du Mammifére nouveau-né par la mére fut
d'abord considérée comme un phénoméne héréditaire, mais on sait
actuellement que l'immunisation est réalisée, soit par la voie
transplacentaire, soit par la voie buccale, - et dans ce cas,
les anticorps sont apportés par le lait maternel -, soit par

les deux voies successivement.

Ltimmunisation passive du Nouveau-né par le lait fut
mise en évidence, dés I892, grice aux travaux d'EHRLICH (72 ),
puis de KLEMPERER (131 ) qui immunisérent des animaux nouveaux-nés
vis-a-vis de certains germes, en leur administrant du lait
d'animaux préalablement immunisés par les méthodes classiques
vig-a~-vis de ces mémes germes. Le phénoméne est particuliérement
important et facile a metire en évidence lorsque le placenta est

totalement imperméable aux protéides sériques de la mere.

La premiére observation sur ce sujet fut faite en I9I2
par FAMULENER ( 78 ) qui trouva qu'il n'existait pas de transmission
placentaire chez la Chévre. En effet, l'auteur démontra, d'une pari,
1tabsence d'hémolysines dans le sang de chevreaux issus de méres
particuliérement immunisées vis-a-vis des hématies de Mouton et,
dfautre part, l'apparition de ces anticorps dés la premiére inges-
tion de lait ou de sérum maternel. FAMULENER suggéra méme que les
anticorps du lait et du sang devaient &tre identiques et que 1la

glande mammaire servait de"dép8t" & ces derniers.

Les expériences les plus convaincantes furent effectuées

& propos de l'immunisation du Veau. On sait, en effet, que le
placenta de la Vache, comme celui de 1§ Chévre, du Porc et du
Cheval constitue avec ses 7 couches de tissus, une barriere
infranchissable aux anticorps /SCHNEIDER et SZATHMARY (241 )3
RATNER; JACKSON et GRUEHL ( 230)/ I1 ﬁ’est donc pas surprenant
que, dans le sérum de Veau, la propdrtion de globulines immunes
ne représente, au jour du vélage, que de 1 & 2,5 % seulement

des protéides totaux, tandis qu'elle atteint, dans le sérum de

Y
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1'animal adulte, 14 & 34 %. Ces résultats posent le probléme

de l'origine des globulines immunes dans le sérum de Veau. Cette
énigme a €été résolue et lton sait, & présent, que les premiers
anticorps synthétisés‘par le Veau, ne recevant pas de colostrum,
n'apparaissent dans son sang qu'a la 3éme semaine et n'atteignent
leur taux maximal qu'au bout de le 8éme semaine. Au contraire,

les anticorps sont présents dans le sérum de Veau moins de 24 h.
aprés l'absorption de colostrum. Des études identiques effectudes
sur différentes espéces ont montré que l'importance de 1'immunisa-
tion des animaux nouveaux-nés par voie buccale était une fonction

inverse de la perméabilité du placenta.(Tableau XI, p. 45 ).

L'origine colostrale des anticorps sériques du Veau fut
ultérieurement confirmée par les travaux de nombreux auteurs,HOWE
( 118), le premier, démontra, en le fractionnant par dessels
neutres, que le sérum du Veau nouveau-né, prélevé avant 1l'ingestion
de colostrum, était dépourvu de la "fraction globulinique" préci-
pitable par le sulfate d'ammonium & 17,4 %. Cette fraction
apparaft dans le sérum de Veau dés l'ingestion de colostrum et
HOWE 1l'appela "pseudoglobuline I." D'autre part, HOWE ( 118)
identifia cette fraction aux "euglobulines™ du colostrum gque

l'on savait &tre, dés cette époque, le support de l'immunité.

L'importance du colos trum dans l'immunisation des
animaux nouveaux-nés fut confirmée par les expériences d'immuni-
sations réalisées par différents auteurs (voir, par ex. SMITH
et LITTLE (251, 252, 253 ); LITTLE et ORCUYT (157); ORCUTT et
HOWE (213); WMASSON et al. ( 166) et par des études électrophoré-
tiques qui démontrérent ltapparition des anticorps dans le sérum
de Veaux nouveaux-nés alimentés avec du colostrum et permirent
de suivre leur évolution au cours de 1l'allaitement. Les résultats
obtenus par HANSEN et PHILLIPS (106) et par JAMESON et al.(123 ).
sont, & cet égard, les plus démonstratifs. HANSEN ( 106) montra
que le pic d'électrophorése correspondant aux globulines gamma,

absent dans les sérums de Veau & la naissance, apparaissait 24 h.

",
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TABLEATU XI.

Relation entre la structure du placenta et le mode de
transfert passif des globulines immunes de la mére au

foetus et au Nouveau-né (d'apres VAHLQUIST) ( 276).
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aprés l'ingestion de colostrum (voir Fig.! p. 9 ) JAMESON a étudié
1tévolution des différents protéides sériques chez le Veau, nourri
avec du colostrum pendant les 5 jours qui suivirent le vélage et
démontré que la proportion des globulines immunes atteignait son
maximum au 32&me jour, dépassant méme la proportion d'anticorps

du sang maternel (TableauXII,p. 47 ). D'aprés PORTER (226), les
trois types de lacto-anticorps Ig G, Ig A et Ig M, traverseraient

la paroi intestinale du jeune Veau comme dans le cas du Porcelet.

Sachant que la proportion normale des immunoglobulines,
dans le sang, n'est atteinte qu'au bout de la 8éme semaine chez
le Veau qui ne regoit pas de colostrum, on réalise 1l'importance
de ce dernier dont l'absorption immunise le Veau nouveau-né par
un mécanisme compensateur qui pallie l'absence de synthése de
globulines immunes par l'animal pendant les premiers jours qui
suivént sa naissance. Ce mécanisme immunitaire est l'apanage
exclusif des laits colostraux. BEn effet, l'administration a des
Veaux nouveaux-nés de laits "parfaits" au lieu de colostrum ne
détermine pas d'augmentation du taux des anticorps sériques
(DEUTSCH et SMITH ( 65 ); voir aussi la revue générale de STECK
(266) et ces observations posent le probléme de l'absorption

des globulines immunes colostrales.

2°) - Mécanisme de 1'absorption des globulines immunes du cologtrum.

L'absorption des globulines colostrales par la voie digestive
est extr8mement rapide puisqu'on les retrouve dans le sérum de
1l'animal nouveau-né, moins de 12 & 24 h. apres ltingestion du
colostrum (voir Fig. 1 ,p. 9 et Tebleau XII,p. 48 ).Intrqduiteé
par une canule duodénale, les globulines colostrales apparaissent
dens le sang 20 & %0 mn plus tard (BALFOUR et COMLINE) ( 12 ).De
nombreux travaux (voir en particulier, SMITH (253 ); COMLINZ et ul.
( 56); PAYNE et al.( 279) ont démontré que 1l'absorption des ‘
globulines immunes du colostrum s'effectuait préférentiellement

dans le duodénum.

L'apparition, dans le sang, de globulines du systéme gamma

.../
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Variation des proportions (en % de protéides totaux) des

protéides sériques chez le Veau alimenté par la Vache
dés le vélage (d'aprés JAMESON et al.) (123 ).
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TABLEATU XIII.

Augmentation de la proportion de 8’-globulines sériques
chez le Veau aprés l'administration de colostrum a

différents Sges (d'aprés HANSEN et PHILIPS ) (106).
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apportées par la voie digestive pose une énigme. En effet, ce
transfert implique que ces protéides ont traversé la paroi intes-
tinale sans avoir subi de modifications profondes sous l'action

des enzymes protéolytiques du tube digestif. Une solution satisfai-
sante n'a pas encore été apportée & ce probléme et l'explication
du phénoméne reste du domaine de 1l'hypothése. On peut, en effet,
appuyer sur de solides arguments expérimentaux, aussi bien la

thése du passage dans le sang des anticorps intacts que celle du

passage des anticorps partiellement dégradés.

a - Hypothése de l'absorption des globulines colostirales intactes,

On peut parfaitement envisager que les globulines gamma ne
subissent aucune modification dans le tractus digestif du
Memmifére nouveau-né en invoquant, d'une part, la qualité de
protéines "homologues" qu'elles possédent et qui les met &
1'abri de l'action des protéases digestives et, d'autre part,
la présence de 1l'inhibiteur trypsique (LASKOWSKI) (140 ) dans
les laits colostraux. Cependant, l'intervention de ce dermier
ne suffit pas, a elle seule, pour expliquer l'absorption des

~ globulines intactes. En effet, celle-ci est maxim=le dans
les premieres heures qui suivent la naissance. Or, 1l'inhibiteur
trypsique est présent dans le lait pendant 2 ou 3 Jjours. Cettie
observation conduisit BALFOUR et COMLINE (72 ) & démontrer
qu'il existait, dans le lait colostral, trois facteurs qui
favorisent l'absorption des globulines immunes. Il s'agit :
1) des phosphates inorganiques ; 2) du glucose -6~ phosphate
et 3) d'un protéide précipitable de faible poids moléculaire
qui agirait comme un agent tensio-actif ou en se liant aux
mucopolysaccharides de 1'épithélium intestinal., Selon BALFOUR
et COMLINE, l'action combinée de ces trois facteurs et de
1'inhibiteur trypsique serait nécessaire a l'absorption des

globulines immunes.

b - Hypothése de l'absorption des globulines colosirales partiel-
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digestive peut parfaitement s'expliquer méme si les

globulines immunes subissent une protéolyse digestive, &

la condition toutefois d'étre fragmentées en gros polypeptides.
On sait, en effet, depuis les travaux de PETERMANN (221 ),

de BRIDGMANN ( 30 ) et de PORTER (228 ) que lesx-globulines
congservent leur activité immunologique méme apreés avoir subi
une dégradation partielle et PORTER (227 ), en I950, démontra
qu'une 8'-globu1ine de Lapin anti-ovalbumine conservait son
activité biologique initiale aprés une digestion papainique.
Le méne agteur; en 1958 (228 ), réussit & isoler de 1'hydro-
lysat, trois fragments principaux dent deux avaient conservé
ltactivité anticorps, tandis que le troisiéme était le support

de l'activité antigénique de la molécule.

Les travaux de MORRIS (192 ) ont montré que le fragment
III des X—globulines administré par voie buccale & des jeunes

souris ou rats, traversait la muqueuse gastro-intestinale.

Enfin, un facteur "anatomique" et "physiologique"
intervient : il s'agit de la "perméabilité transitoire" de
1tintestin du Mammifére nouveau-né. En effet, l'absorption des
globulines colostrales par le tube digestif est limitée aux
premiers jours qui suivent la naissance. Selon HANSEN et PHILIPS
( 106), cette absorption est maximale & la naissance. Le
tableau XIII(p. 48 ) est, & cet égard,démonstratif. On voit
que l'augmentation du taux des anticorps sérigques chez le Veau
est plus importante lorsque le colostrum est adminigtré dés la
naissance. Elle est nulle, si la premiére ingestion de colostrum

a lieu une semagine aprés le vélage.

B - CHEZ LK NOURRISSON.

Nous avons vu que le Nourrisson possédait déja un taux élevé
d'anticorps sériques dés sa naissance, qui lui ont été transmis par
la voie transplacentaire.Il n'est done pas inquiétant pour le Nouveau~
né que les Ig A du colostrum de Femme ne traversent pas la paroi

intestinale comme l'ont démontré plusieurs auteurs (voir

oo/
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&4 ce sujet, la revue générale de PAUPE et MEYER) ( 218). lLa
conséquence de cette non-absorption est que le systéme immunitaire
de 1'Enfant est obligé de se développer plus rapidement pour gue
celui-ci assure personnellement sa défense vis-a-vis des germes
pathogénes. Dans ces conditions, quel peut &tre le rdle des Ig A

de sa meéere, que transmet massivement au Nourrisson le colostrum ?

On ne peut, pour l'instant, répondre qu'en émettant
1'hypothése que les Ig A sont présentes pour protéger l'intestin de
1'enfant. Plusieurs observations sorit, & cet égard, intéressantes,
car elles démontrent que les Ig A peuvent demeurer intactes dans
le tractus digestif, bien que le colostrum humain ne semble pas
contenir d'inhibiteur trypsique spécifique. En effet, SHIM, KANG,
KIM, CHO et LEE (246 ) ont montré que les Ig A inhibaient 1'action
de la trypsine et évitaient ainsi leur propre destruction.
COUNITCHANSKY, BSRTHILLISR et GOT ( 57 ) ont confirmé ces résultats
et mis en évidence la formation de complexes entre la trypsique et la
chymotrypsine, d!'une part, et des protéides du colostrﬁm, dtautre
rart. Ce phénoméne pourrait donc compenser l'absence d'un inhibiteur
trypsique et les Ig A se trouveraient partiellement protégées contre
une destruction rapide par les enzymes digestives. Récemment,
DESCAMPS ( 62 ) a mis en évidence l'd{-antitrypsine sérique &
1'état de trace dans le lait humain. Ces immunoglobulines peuvent
donc persister quelque temps dans 1'intestin ol elles joueraient
de deux maniéres un rdle de protection de ce dernier : 13 en
intervenant en tant qu'anticerps contre certains germes pathogénes et,
2°) en se conjuguant aux mucines et en renforgant le rdle protecteur

de ces derniéres.
«~ CONCLUSION.

Du point de wvue immunologique, le lait de Femme parait
donc moins important pour le Nourrisson que ne l'est le colostrum de
Vache pour le Veau, et le rdle des Ig A du lait humain semble se
limiter & une action protectrice de l'intestin. Il est, & cet égard

intéressant de constater que les Ig A sont présentes dans la plupart

oo/
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des sécrétions (Tableau XIV p. 53 ) et qu'elles possédent la
méme structure d'un dimére associé & une piéce S. Le rdle de
protection locale que l'on attribue aux Ig A est encore renforcé
par les résultats obtenus par BUTLER et al. ( 38 ) ; PORTER et
NOAKES ( 229) et MACH et al. ( 161). Ces auteurs démontrent que
chez la Vache les Ig A représentent la fraction majeure des
immunoglobulines contenues dans les larmes, la salive et les
sécrétions intestinales. La seule enigme reste la faible teneur
en Ig A du lait et du colostrum de Vache. PORTER ( 229) explique
ce fait comme une adaptation phy iologique pour permettre le
développement et le fonctionnement de l'estomac des ruminants. De
plus, il retrouve ce faible taux d'Ig A chez un autre ruminant :
la Chévre. BUTLER et al.( 38 ) pensent que ce déficit vient de la
trop grande quantité de lait réclamée des vaches domestiques et
citent LEE et al. (144 ) qui démontrent une synthése importante
d'Ig A chez une chévre non-lactante. On peut néanmoins constater
que si chez le Porc et le Cheval /VAERMAN ( 275)/ les Ig G repré-
sentent la fraction majeure des immunoglobulines du colosirum, les
Ig A deviemnment trés vite les anticorps principaux dans les laits
"stabilisés", Et pourtant, dans ces deux cas, les 1acto—anticorps
sont transmis aux Nouveaux-nés & travers la paroi intestinale. la

Vache serait-elle une exception ?

Il est troublant, en outre, d'observer que trés souvent,
dans les sécrétions, la lactotransferrine est elle aussi présente
(voir p. 69 ) et on peut poser en hypothése qu'elle vient renforcer
par ses propriétés de fixation de fer, 1l'activité anti-infectieuse

des globulines immunes.

Cependant, les Ig A du lait intéressent certains proces-
sus immunitaires. En effet, on a observé que des Nourrissons
alimentés au sein résistait mieux, pendant les premiers jours de
leur existence, au virus poliomyélitigue gque les Nouveaux~nés
alimentds au lait de Vache (WARREN, LEPOW, BARTSCH et ROBBIN) ( 281),
En outre, l'ingestion de colostrum humain (SABIN, MICHAELS, KRUGHMAN,
KIGER, BERMAN et WARREN) (236 ) ou de colostrum de Vache contenant

.
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des anticorps antipoliomyélitiques (GONZAGA, WARREN et ROBBIN)
(88 ) exerce un effet inhibiteur sur la vaccination par le virus
poliomyélitique vivant (voir, & ce sujet, la revue générale de
PAUPE et MEYER) (218 ).

V.~ COMMENT FACILITHR L!IMMUNISATION PASSIVE DU NOURRISSON.

Dans 1'état actuel de nos connaisgances, encore treés
fragmentaires, de 1'évolution des mécanismes de défense immunitaire,
passive ou active du Nouveau-né, la question se pose de savoir s'il

est possible d'intervenir dans ce systeme de défense.

On sait que durant sa vie intra-utérine, le Nouveau-né
acquiert une immunité passive qui lui est transmise par la voie
transplacentaire, alors que son propre systéme immunitaire commence
& fonctionner (Fig.2 p.11 ) (voir, & ce sujet, la revue générale de
PAUVE et MEYZR) (218 ). Dés sa naissance, le lait maternel lui apporte
en outre, des immunoglobulines du type Ig A. Si nous postulons que
le r8le de ces derniéres se limite & la protection des é&pithéliums,
puisqu'elles ne franchissent pas la bezrriére intestinale, nous
parvenons & la conclusion que le Nourrisson posséde trois systemes
de défense : son sysiéme immunitaire propre, certes encore.peu
développé ; les anticorps gue lui a fournis sa mére in utero ; une
protection locale réalisée au niveau de l'appareil digestif par les
Ig A (et, peut-8tre aussi, par la lactotransferrine). Dans ces
conditions, tenter de matzrniser le lait de Vache du point de vue
des anticorps revient & envisager essentiellement la protection de
ltintestin par ces derniers. Toutefois, il demeure intéressant
d'étendre le probléme et d'envisager les phénomdnes qui peuvent se
dérouler pendant les deux périodes de la vie du Nourrisson j avant et
aprés sa naissance. I1 nous sera, de cette maniére, plus aisé de
répondre & la question de savoir s'il est possible d'intervenir
dans 1l'une ou l'autre de ces deux périodes pour faciliter 1l'immuni-
sation active ou passive de l'enfant sans nuire au développement de

son sysiéme immunitaire propre.

.
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A « IMMUNISATION AVANT LA NAISSANCE.

le foetus humain est actuellement démontré =( voir la revue
générale de PAUPE et MEYER) (218 )., Cette réponse est du type
primaire : la production des.Ig M est toujours supérieure a
celle des Ig G.PAUPE et MEYER (218 ) avec REES et CARBUTT (231)
pensent qu'il serait possible de stimuler le systéme immuni-
taire du foetus par vaccinstion de ce dernier, de maniére a
permettre au Nouveau-né de répondre plus efficacement & des
infections précoces, jusqu'a présent cette voie ne semble pas
avoir été retenve, en raison peut &tre de la difficulté '

technique de vacciner un foetus et des risques encourus.

2°) - Immunisation passive. Au contraire, il serait plus aisé
d'hyperimmuniser la mére (KEMPE et BENENSON) ( 126 ).On sait,
en effet, que si celle-ci synthétise des anticorps du type Ig &
actifs contre certains germes, le Nouveau-né est en partie
protégé & la naissance vis-a-vis de ces mémes germes. Cette
immunisation passive du foetus doit cependant &tre contrdlée.
En effet, la vaccination du Nourrisson obtient une réponse
généralement plus prononcée si l'infeciion de 1l'antigéne n'est
pas effectudeaussitdt aprés la naissance.(voir PAUPE et MEYER)
(218 ).Cet effet inhibiteur est dfi & la présence des anticorps
transmis par la mére au cours de la vie intra-utérine. Le
développement du systéme immunitaire du Nourrisson est donc
ralenti par les anticorps d'origine maternelle, Il convient
donc d'éviter ce phénoméne d'inhibition afin de ne pas risquer
dtexposer & des agressions extérieures un &tre ddpourvu de
défense personnelle au moment ol 1l'immunisation acquise
passivement commence & perdre de son efficacité, Toutefois, cette
régle n'a rien d'absolu et il ne faudrait pas, sur la foi de
quelques faits expérimentaux, supprimer toute immunisation
passive chez le Nourrisson. D'ailleurs, cette maniére de voir
est contestée par certains auteurs comme DI SANT AGNESE (65 )

qui ne croit pas & une action néfaste des anticorps transmis

.
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par la voie transplacentaire sur l'immunisation active ultéri:ure
du Nourrisson. Il semble, toutefois, & la lumiére des connaissances
actuelles qu'une certaine immunisation passive du Nourrisson est
soum itable car elle le protégé, dés sa naissance, mais qu'il faut
éviter une hyperimmunisation qui risquerait de bloquer ou de

ralentir le développement de son systéme immunitaire.

B . IMMUNISATION PASSIVE ET ACTIVE APRES LA NAISSANCH.

L'accord étant loin d'8tre fait sur le rdle bénéfique
pour le Nourrisson de l'immunisation passive, on peut, dés lors,
s'interroger sur le mode d'action des Ig A du lait maternel., Pour
répondre & cette question, il faut savoir que la flore saprophyte
jour un r8le déterminant dans le développement de 1'immunité active
du Nouveau-né . PAUPE et MEYER (218), dans leur revue générale, ont
rapporté les travaux de différents auteurs qui conduisent a la
conclusion gque la flore intestinale saprophyte stimule la production
d'anticorps chez l'enfant, elle s'oppose, en outre, au développement
des germes pathogénes. Il est donc capital de maintenir dans 1l'intestin
cette flore saprophyte qui est en compétition permanente avec une
flore pathogéne et qui ne doit, & aucun moment, céder le pas & celle-ci.
Dans cette défense des germes bénéfiques interviendraient leé Ig A du
lait maternel, seules ou aidées par la lactotransferrine, le lysozyme
et par des facteurs protidigques favorables 3 la multiplication des

germes comme les lactobacillus. Il ne faut cependant pas négliger

ltintervention dtautres facteurs nutritionnels qui, en déclenchant des

diarrhées provoguent, du méme coup, 1'élimination des formes saprophytes
C - CONCLUSIONS.
Du point de vue immunologique; materniser le lait de Vache

revient & faire produire par la Vache des anticorps neutralissnts les

germes pathogénes au niveau de l'appareil digestif du Nourrisson.

Ry
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Lteffet bénéfique de tels anticorps a regu un début de démonstration
4 la suite des travaux de GONZAGA, WARREN et ROBBIN -( g8 ) sur le
virus poliomyélitique (voir p.54 ). La production de tels anticorps
pourrait &tre envisagée chez la Vache, par l'injection d'antigénes
par voie diathélique (CAMPBELL, SARWAR et PETERSEN) (42 ). Ccette

mé thode & 6té reprise par LEPINE (150 ) qui désirait obtenir des
anticorps en vue de les injecter a4 d'autres Mammiféres comme le

Singe.

VI.~ CONCLUSIONS GENERALES.,

En faisant le bilan de nos connsissances sur les immunoglo-
bulines du lait, on s'apergoit qu'elles sont encore trés fragmentaires.
Toutefois, elles sont suffigantes pour nous permettrent de conclure,
dés & présent, que leur rdle ne s'explique pas par un simple
mécanisme d'immunisation passiwve. Certes, chez le Veau, - et dans
une trés faible proporiion =, chez l'Enfant, elles sont massivement
assimilées dés aprés la naissance et contribuent & assurer 1'immuni-
sation de ltanimal. Cependant, ce phénoméne ne dure que guelques jours
au-deld desquels, comme chez le Nourrisson, les lacto-anticorps
maternels ne traversent plus la paroi intestinal. Dés lors se pose,
sussi bien dans le cas du Nourrisson que dans celui du Veau, la

question du rdle et de l'importance de ces immunoglobulines.

On admet, actuellement, que chez l'Enfant, les anticorps
du lait maternel, - qui semblent résister & l'action des protéinases
digestives -, contribuent & éliminer des germes pathogénes présents
dans le tractus digestif, probablement aidés dans cette action par
la lactotransferrine et par le lysozyme. De cette maniére, est préservée
la flore intestinale dont l'une des propriétés est de stimuler
la production d'anticorps chez 1'snfant et qui, en outre, protege
1'intestin lui-méme contre toute agression de germes pathogénes.
Toutefois, ces facteurs ne sont pas capables, & eux seuls, der
maintenir 1'équilibre de la flore intestinale et ce serait une

erreur de négliger les facteurs nutritionnels. Ceux-ci sont, en effet,

.
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déterminants dans le déclenchement de syndrfmes diarrhéiques qui
s'accompagnent, dans la majorité des cas, de la disparition de la

flore saprophyte.

La question se pose, & présent, de savoir si les
immunoglobulines du lait de Vache "actives" vis-a-vis de germes
pathogenes pour le Nourrisson et obtenues, par exemple, par
injection diathélique d'antigenes, sont susceptibles de Jjouer
le rdle des Ig A du lait maternel. La réponse est malaisée. En
effet, les immunoglobulines du lait de Vache sont trés différentes
de celles du lait de Femme. Elles sont du type Ig G et ne possédent
pas, en outre, la structure moléculaire des Ig A humains d'excrétion.
D'autre part, on ignore tout de leur comportement vis-ia-vis des
protéines du tube digestif de l'enfant. Seules, des expérimentations

poussées, effectudes dansg des conditions physiologicues, et une

meilleure connzissance des propriétés et de la structure des lacto-
anticorps permettra de répondfe a ces questions. A ltheure actuelle,

une seule expérience a été réaliséde dans ce but.ZINKERNAGEL et al.( 289)
ont alimenté des Hourrissons de trois semaines avec du lactosérum

de Vache qui contenait environ 70 % d'lg G. Ils ont récupéré dans

les selles de ces Enfants entre 13 et 20 % des lg G1 ingérées. Quand

les Ig G, fournies au Nouveau-né étaient spécifiques d'une bactérie,

1
elles conservaient leur activité agglutinante dans les selles.

En conclusion, nous pensons que le probléme de la materni-
sation du lait de Vache du point de vue des anticorps peut 8tre
abordé avec beaucoup d'optimisme. En effet, il semble exclu, &
présent, que les lacto-anticorps jouent, chez l'Enfant, le moindre
réle dans 1l'immunisation passive. Le probléme délicat de leur
transfert sous une forme plus ou moins dégradée, au travers de la
paroi intestinale ne se pose donc pas. Si au contraire, on parvenait
a4 démontrer que des anticorps présents dans le lait de certains
Mammiféres, - et pas seulement dans celui de la Vache -, actifs vis-&-vig
de germes pathogones pour l'infant, conservaient leur activité dans A
ltintestin de»celui—ci, ce probléme particulier de la maternisation

des laits serait bien pres d!'étre résolu.
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: LES LACTOTRANSFERRINES.
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I.- INTRODUCTION.

e et

En vue de substituer la lactotransferrine du lait
de Femme par celle du lait de Vache dans l'alimentation du
Nourrisson, quand ltallaitement maternel est déconseillé, nous
ferons une revue succincte comparative de ces deux glyco-
protéines..Celle-ci mettra en lumiére leurs ressemblances

et leurs différences tant en ce qui concerne leurs propriétés

" physico-chimiques que leur activité biologique.

"y
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IT.- PREPARATION DES LACTOTRANSFERRINES.

La lactotransferrine a été découverte et isolée pour la
premiére fois du lait de Femme, en 1960, simultanément, par MONTREUIL
et al. (188 ), et par JOHANSSON ( 124 ). Par contre, une protéine
rouge dans le lait de Vache avait été signalde dés 1939 par SPRENSEN

( 257).Elle fut véritablement purifiée en 1960 par GROVES ( 98 )
& partir de la fraction caséinique, puis en 1965 /GROVES ( 99 )/
4 partir du lactoserum. Les deux glycoprotéines possédent en
commun la propriété de fixer réversiblement deux atomes de fer en

deux sites spécifiques.

Ao~  PREPARATION DE 1A LACTOTRANSFERRINE HUMAINE. Toutes les méthodes

de préparation associent un fractionnement préliminaire par le
sulfate d'ammonium, 1'éthancl ou le rivanol et une purification
ultime sur colonne d'échangeurs de cations ou d'anions./JOHANNSSON
(124 ) ; JOHANNSSON ( 125); BLANC et ISLIK.R ( 28 ) ; GOT ( 91 );
MASSON et HEREMANS ( 167) /. Nous ne décrirons que la méthode mis
au point au Laboratoire par KONTREUIL et al. (191 ) et modifiée
par DESCAMPS (62 ). Nous avons rassemblé les différentes étapes
de cette purification dans la figure 12(p.61)£ette néthode fournit
des préparations de lactotransferrine homogéne en électrophorese
sur différents supports et d'aprés SPIK (260 ) il ne semble pas

exister de polymorphisme héréditaire de cette glycoprotéine.

B.- PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE DU LAIT DE VACHE. Nous

avons résumé les protocoles expérimentaux utilisés par GROVES ( 99 )
(Fig. 13et 14; p. 62 et 63 ), SZUCHET ~ DERECHIN et JOHNSON (269 )
(Fig.15 p.64 ) et ORAM et REITER ( 212) (Fig.16 p. 65). Clest
volontairement que nous avons reporté les principaux schémas

dé fractionnement afin de mettire en évidence leur complexité et

de démontrer de ce fait la nécessité d'une recherche d'un nouveau
mode d'isolement d'autant plus que le lait de Vache contient trés

peu de lactotransferrine.

o/
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Précipitation des protéines du lactosérum par un gradient de pH
et de concentration en sulfate d'ammonium.Isolement des précipités P7~Pg

(voir fig.5 3p.21 )

Fractionnement de 3 g des précipités P7-P8 sur colonne (2 X 60 cm) de CM-
cellulose stabilisée avec un tampon d'acétate de sodium 0,04 M de pH 5,6.
Pasgage de tampons dlacétate de sodium de PH 5,6 de molarités croissantes
(0,04 M - 0,2 M - 044 M). Le tampon acétate 0,4 M fournit une préparation
(LTF - CM) de lactotransferrine pure & 95 %.

Purification de la lactotransferrine par chromatograrhie de 700 mg LTF-CH

sur colonne (3 X 100 cm) de Sephadex G=100. Développement avec tampon de
pH 8 30,1 M en Tris et 1 M en NaCl.

Cristallisation de la lactotransferrine par dissolution de 500 mg de lacto-
transferrine dans 50 ml d'eau distillée. Dialyse de la solution 3 + 4°C,
dang des sacs de cellophane Nojax contre 50 ml de polyéthyléne glycol. La
gomme rouge qui se dépose est recueillie et maintenue & + 4°C pendant
plusieurs semaines. la lactotransferrine cristallise alors en longues

plaquettes souvent rassemblées en faisceaux.

Figure 12.

Schéwa de la préparation de la lactotransferrine

humine /dtaprés MONTREUIL et al. (191) et DESCAMPS (62 )/-
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Lait délipidé. Précipitation de la caséine & pH 4,6. Filtrer.

Caséine

Le lactosérum est saturé en 804(NH4)2 et centrifugé.

Le précipité est mis en dialyse et centrifugé.

Précipité = "WHEY P" (voir fig.14 p.63 )

Le surnageant (WHEY F) est chromatographié sur une colonne de D E A E - cellulose

stabilisée dans un tampon de phosphate de sodium 0,005 & pH 8,2 , Elution avec

des tampons de molarité croissante.

\/ v v v

1 * (0,005 M-pH 8,2) 2 F (0,01 M-pH 8,2) 3 F 4 F

Lactotransferrine pure

[

Chromatographie sur une colonne de phospho-cellulose stabilisée dans un tampon de

phosthate de sodium 0,05 M & pH 5. Elution avec des tampons de molarité et de pH
croissants. E

: i
\) ¥ v v v
1 7y 17y 1F3 17, 1 7¥s

(0,2 M POy -30,I M NaCl j

PH 7,5). %

Lactotransferrine

Figure 15.
Préparation de la lactotransferrine du lait de Vache
/ d'aprés GROVES (99)./
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WHEY P (voir fig.13 p.62 )

Chromatographie sur une colonne‘de DEAE - cellulose, stabilisée dans un
tampon de phosphate de sodium 0,005 M & pH 8,2 ~ Elution par des tampons de

molarité croissante,

| |
boob 1

2P 3 p 4 P 5 P 6 P
(0,1M PO4 5 DH 8,2) (0,1M PO, ; 0,3 M NaCl
4 4
i 6)

Chromatographie sur une colonne de D E A E -cellulose & pH 6 dans un tampon de

phosphate de sodium, La fraction éluée par un tampon de molarité supérieure &

Chromatographie sur une colonne de phosphocellulose.stabilisée dans un tampon de

0,1 M est récupérée.

>

phosphate de sodium 0,05 M & pH 6. Elution comme lors de la chromatographie de

la fraction 1 F (voir fig.13 ; p.62 ). La lactotransferrine est élude dans les

fractions %

Fraction 5 P5 Fraction 6 P

- et e e B oy s > ety g ——— - . - e . - -

- — o - —— oy - 4 - - o - o 2y = ao e - n wr S  ry — —

Figure 14.

Préparation de la lactotransferrine du lait de Vache

/d'aprés GROVES ( 99)./
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Lait chauffé a 40° C. Ajouter 20 g de SO4 Na2 pour 100 ml., Centrifuger.

Précipité éliminé

Le surhageant est dialysé et lyophilisé. Il représente la "Fraction-Albumine"(F.A.)

La F.A. est dissoufe dans un tampon de phosphate de sodium 0,005 M & pH 7

Mélanger 500 ml de cette solution contenant 60 g de F.A. & de 1a DEAE - '

cellulose équilibrée dans le m&me tampon.

Les protéines non-absorbées - "Batch fraction" -(¥.B.) sont chromatographiées sur

une colonne de D E A B.-cellulose, stabilisée dans un tampon de phosphate de
sodjum 0,005 M & pH 7.

v P }
F1 (0,005 M- pHT) F2 F3

Fq
L

Chromatographle sur une colonne de Sephadex G 75

stabilisée dans un tampon de phosphate de sodium 0,05 M & pH 7

e B s e iz e o T o T S S e R B B A

s i > " 1 o oy YR s >

Figure 15.

‘Préparation de la lactotransferrine du lait de Vache

/d'aprés SZUCHET-DERECHIN et JOHNSON (269)./



65

Lactosérum ajusté & pH 6,5 avec NaOH 4 N, agité avec de 1l'Amberlite
CG 50 (forme Na+) péndant 1 h & 20°C. Filtrer et laver la récine
(jusqu'a 1'obtention d'une D.0. de 0,0I dans le filtrat). Mettre la
résine dans une colonne, Eluer avec des solutions d'acétate de sodium

de molarité croissante.

v

0,1 et 0,25 M
Elution de la

0,5 et 1 M
Elution de la lacto

peroxydase transferrihe.

Apres dialyse et lyophilisation,
chromatographie sur une colonne de
Sephadex G100, stabilisée dans l'eau
distillée.
Ls fraction contenant la lactotransferrine est
chromatographiée sur une colonne d'hydroxyapatite,
équilibrée dans un tampon de phosphate de sodium
& pH 6,8. Elution par des solutions de molarité
croissante. ( de 0,1 & 0,6 M.)

0,4 M 0,6 M

f Lactotransferrine 1 trés colorée. Lactotransferrine II peu colorde. .

- ————— " o o S Y - D Ty e AL S TR T W e e i G0 G SO0 m et e b . .~ G e - o T - - o~ T T e b W 0 e S

Figure 16.

Préparation de la lactotransferrine du lagit de Vache.

/ d'aprés ORAM et REITER (212)./
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III.~ PROPRIKYTES PHYSICO-CHIMIQUES 2T STRUCTURE DkS LACTOTRANSFERRINES.

Nous avons rassemblé dans trois tableaux les propriétés
comparées des deux lactotransferrines : dans le tableau XLV (p.227)
leurs propriétés physiques ; dans le tableau XIVI(p.229) leur
composition en glucides et dans le tableauXLII(p.233) leur compoéition

en acides aminés.

Au regard de toutes ces propriétés la différence majeure
se situe au niveau de leur composition en glucides. Quant au point
isoélectrique, l'accord est loin d'8tre fait & propos de la lacto-
transferrine humaine. mn effet, cette glycoprotéine précipite prés
de son pHi et il est alors tres difficile d'apprécier véritablement

la valeur de ce dernier.

Seule la lactotransferrine humaine a fait l'objet d'études
structurales. Celles-~ci ont porté & la fois sur la fraction glucidigue
et la fraction peptidiquec. SPIK gj_gl.(ZéZ ) ont déterminé la structure
des deux groupements glycanniques et MAZURIER et al. (172 ) ont
isolé sept fragments peptidiques aprés llaction du bromure de cyanogéne,
Les deux glycannes possédent la m@me structure (Fig. 17Ts,p.67 ) mais
les séquences peptidiques au niveau de leur branchement sur la

protéine sont nettement différentes (Fig. 18, p.67 ).

IV.- REPARTITION ET ROLE BTOLOGIQUE.

A.~ VARIATION DU TAUX DES LACTOTRANSFERHINMS AU COURS D LA TACTATION,

1e= Dang le lait de Femme.~ Depuis trss longtemps, on savait

que le taux de la lactotransferrine variait au cours de la
lactation pour se stabiliser & 1 & 2 g/litre /MONYREUIL et al.
( 188)/. Récenment NAGASAWA et al. ( 201) ont dosé cette
glycoprotéine par la méthode de LAURELL (143 ). Leurs résultats
sont rassemblés dans le tablean XV (p. 68 ). Ils confirment
ceux de MASSON et HEREMANS ( 168). Cesderniers auteurs avaient
dosé 4,2 + 1,4 g de lactotransferrine par litre de colostrum

récolté entre le premier et le neuviéme jour aprés llaccouche-

.
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Figure 17.

Schéma de structure des deux groupements
glycanniques de la lactotransferrine humaine.
(dtaprés SPIK et al.) (262)

- v - - - " = " - ——— - 55 " = . - - - o e = - o %3 G D - - S s - - -

Glycanne

Pro - Phe <« lLeu - Asn - Gln - Thr - Gly - tro - Ile - Glu - Ala - Val - Trp - Arg.

Glycanne

Leu - Phe - Asn - Gln - Thr - Gly - Ser - Cys - Trp - Lys. ”

8US
LILLE
» e’

Figure 18.

Séquences peptidiques au niveau du
branchement des deux groupements glycanniques
sur la lactotransferrine humaine./d'aprés

SPIK et al. (263)./
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TABLEAY XV.
Variation de la concentration de la lactotransferrine humaine

au cours de la lactation. /d'aprés NAGASAWA et al. (201)/

- - - > - o —— =~ . - S - e o — " " S b T D e D S — R S e R W A T A S W S S 3 % W - W - — - —— . e W o

!
: Rowbse de jours f Nomhte f Quantité de lactotransferrine (exprimée en mg/100 m]
: aprés : QTEChaN- e e e e e e
f 1'accouchenent. f tillons f minimale. i maximale. f moyenne.,
: H H H :

235 : g 400 : 630 : 490

6 & 10 ‘10 360 : 600 : 450

11 & 60 S 160 ) 360 : 210

. 61a210 P25 50 ) 210 160
: : 3 : g
: : : : H
: : : H H P
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ment.

2.~ Dans le lait de Vache.~ Le dosage de la lactotransferrine

dans le lait de Vache au cours de la lactation n'a pas été effec-
tué d'une maniere continue. MASSON ( 164 ) rapporte des valeurs
de 20 & ZOO'Lg/ml de lait. ORAM et REITER (212) signalent

une forte augmentation de cette glycoprotéine en fin de
lactation. SMITH et al. (249) ont confirmé ce résultat. Ils
ont isolé la lactotransferrine a partir du lait de Vache non-
lactente pendant la sécrétion séche. D'aprés ces auteurs 30 a
50 % des protéines possédant une mobilité électrophorétique

de type " Xnglobuline" apH 8,9 étaient identifiés & 1la
lactotransferrine. Cette variation du taux de cette derniére
au cours de la lactation semble 8tre due & un effet de
dilution vu que la quantité totale excrétée reste assez
constante. Il serait alors normale que ce taux soit plus

élevé dans le colostrum et le lait de fin de lactation.

B.~ REPARTITION .=

La lactotransferrine humaine a été considérée comme une
protéine spécifique du lait jusqu'a ce que BISERTE et al.(21 )
aient démontré par immunc-électrophorése sa présence dans les
expectorations bronchiques. En outre, elle a été identifiée dans
la salive /MASSON et al.( 165 )(170)/%t dang les sécrétions nasales,
les larmes, la bile, le suc pancréatique,_les séerétions génitales
et 1'urine. /MASSON et 2l.(169) ; MASSON et HEREMANS (167)/.Ua
peu plus tard, LOISILLIER et sl. ( 159) ont démontré la présence de
lactotransferrine dans les tissus sains d'origines gastrique et
colique. Simultanément, NORRISON et ALLEN (93 ) démontraient chez
la Vache la présence de la lactotransferrine dans les glandes

salivaires et lacrimales.
C.- ROLE BIGLOGICUR. -

1em Des lactotransferrines seules.- La large répartition des

.
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lactotransferrines pose la question de leur rdle biologique

dans 1'organisme. Celui-ci n'est pas limité au probléme
nutritionnel de 1l'apport du fer au Nouveau-né /voir la

revue générale de SPIK (260)/.D&s 1960, MONTREUIL et al.

(191 ) éméttaient 1'hypothése d'une activité bactériosta-

tique. Ces auteurs se référaient aux travaux de SCHADE et CAROLI-
NE (240) qui avaient démontré 1'effet inhidbiteur de la

. transferrine humaine par son action ferriprive sur la

croissance de certaines bactéries qui nécessitent,pour se

développer, un milieu contenant du fer libre.

Cette activité bactériostatique de la lactotransferrine
humaine fut démontrée in vitro pour Staphylococcus aureus
/BLANC ( 26 )/ et pour Staphylococcus albus et Pseudomonas
aeruginosa /MASSON et HEREMANS ( 167)/. ORAM et REITER ( 212)

ont expérimenté sur Bacillus stearothermophilus et Bacillus

substilis avec les lactotransferrines des laits de Femme, de
Vache et de Chévre. Ces glycoprotéines possédent toutes une
activité bactériostatique pourvu gu'elles ne soient que
partiellement saturées en fer. Si on ajoute du fer ferreux
au milieu cette activité est supprimée. BULLEN et al. ( 32 )
ont démontré ce méme phénoméne. La prolifération de Escherichia
Coli O III/B4 était ralentie par la lactotransferrine humaine
isolée et par le lait humain et le colostrum de Vache. Cet
effet était aboli par l'apport Je fer.Récemment, REITER et al.
( 232) ont étudié de nouveau l'action de la lactotransferrine
du colostrum de Vache. Ces auteurs démontrent le rdle joué par

le p H comme l'avaient signalé BULLEN et al.( 32 ). Mais ils

précisent que si le milieu de culture doit &tre tamponné &

un p H supérieur & 7,5, la présence de bicarbonate de sodium.

est indispensable pour que l'activité bactériostatique se
manifeste. Ces deux conditions doivent &tre réunies. De plus,

la présence de chélateurs, tels que le citrate de sodium, ayant
une forte affinité pour le fer supprime toute activité bactérios-

tatique. Les autsurs expliquent ce phénoméne en admettant qﬁe la

veof
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bactérie utilise plus facilement le fer complexé au citrate

que le fer piégé par la lactotransferrine.

Cette activité bactériostatique des lactotransferrines
de diverses origines explique leur présence dans les sécré-
tions externes. Dans le cas du lait de Femme, la cinétique
de lactation accentue son rdle possible dans la défense du -
tractus digestif de l'enfant. Par contre, le lait Vache
ne contient‘que trés peu de lactotransferrine. Mais la
présence d'une lactoperoxydase pourrait pallier ce déficit.
ORAM et REITER ( 211) ont montré que des excrétions comme
le lait et la salive possédaient un pouvoir bactéricide
important 1ié & la présence de peroxydease, d'Hy 02 et d'ions
tels que le thiocyanate./Voir HOGG et JAGO (115 )./ Or 1le
lait de Vache contient un taux de lactoperoxydase plus
élevé que le lait humain /Voir la revue de GOT (92 )./La
quantité excrétée est maximale au 4éme jour apreés le vélage
JKIRMEIER et KAYS«R (129 )/ puis diminue graduellement pour
atteindre une concentration de 30 mg/litre dans le lait
stabilisé./POLIS et SHMUKLER (225 )/. Il est logique de
penser que l'activité bactériostatique du lait de Vache est
supportée 4 la fois par la lactoperoxydase et la lactotransfer-
rine alors que dans le lgit humain cette activité est princi-
palement liée au taux élevé de lactotransferrine. L'activité
inhibitrice de la lactoperoxydase pourrait expliquer sa
présence dans différents tissus excréteurs de la Vache /MOR-
RISON et al.(194 )./

2.~ Des lactotransferrines associées aux anticorps.- Les résulta

de BULLEN et al.( 32 ) sont & ce propos trés significatifs.
Ces auteurs démontrent que 1l'activiié bactériostatique de

la lactotransferrine envers £.Coli O III/B4/H2 est fortement
augmentée en présence d'anticorps dirigés spécifiquement
contre S.Coli. On pouvait penser que les effets de la lacto-
transferrine et des anticorps étaient additifs. Or, en

saturant la lactotransferrine a 200 % toute l'activité

ceof
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inhibitrice disparalt. Il semble donc qu'il y ait une

action synergique dont le mécanisme est actuellement

inconnu. Cet effet bactériostatique 1ié & la fois aux anticorps
et & la lactotransferrine a été récemment confirmé par REITER
et al. (232 ). De plus d'aprés SMITH et al, (249 ) 1la lacto-
transferrine formerait déja des complexes avec les Ig G dans .

le lait de Vache pendant la sécrétion séche.

V.= CONCLUSIONS.

Cette revue trés rapide sur les propriétés des deux
lactotransferrines nous a permis de metire en lumiere leurs

différences et leurs ressemdblances.

Elles possédent en commun,le fait d'&tre des glyco-
protéines & caractiére basique et de posséder une masse moléculaire
semblable bien gue leur composition en glucides soit trés différente.
Par contre, leur activité blologique est identique. Dans le cadre
de la "maternisation" des laits, ce point est capital. Qutelle scit
isolée du lait humain ou du leit de Vache, ceite glycoprotéine
posséde toujours une activité bactéricstatique accentuée par la

_présence d'anticorps spécifiques de la bactérie éiudiée.

Le rdle des laits dans la protection locale au niveau
de 1'intestin du Nourrisson ou du Veau est certes dfi en partie aux
anticorps et & la lactotransferrine. Mais cette défense de l'intestin
peut aussi 8tre expliquée par la présence du lysozyme et du facteur
antitrypsique (et dans le lait de Femme peut-&tre par des facteurs

de croissance pour Lactobacillus bifidus). Le premier lyse les

parois des bactéries et spécialement des bactéries Gram-positives. -
Quant au second, son action est encore assez mal connue. Leg
anticorps et la lactotransferrine, pense-t-on, seraient protégés
par son intermédiaire de 1'action proidolytique des enzymes diges-
tibles. CHANDAN et al.( 46 ) ont comparé les taux de lysozyme dans

le lait de Femme et le lait de Vache. Ce dernier en contient 3.000 fois

.



moins que le lait humain ou on le trouve & une concentration de

400 mg/litre. Par contre, le taux de l'inhibiteur trypsique est

plus élevé dans le lait de Vache que dans le lait de Femme. D'apres
LASKOWSKI et LASKOWSKI (140 ) la concentration de cet inhibiteur

est maximale dans le colostrum de Vache entre le 2éme et le 3éme ‘
Jjour aprés le vélage. Il protégerait les anticorps contre 1l'activité
protéolytique du lait de Vache lui-méme /WARNER et POLIS (280)/ et
peut-&tre contre les enzymes du tractus intestinal. En effet, 1'immu-
nisation passive chez le Veau est en totalité apporié par le colostrum
alors que chez le Nourrisson celle~ci lui est transmis & travers le

placenta (voir p.9 st 10).

Pour "materniser" les laits, il faudrait donc tenir compte
de tous ces comjosés pris, d'une part, séparément et d'autre part,
dans leur ensemble pour vérifier leur action synergique éventuelle.
Et vu llactivité bactériostatique de la lactotransferrine de Vache,
celle-ci pourrait, semble-t-il, remplacer la lactotransferrine
humaine dans 1'alimentation du Nouveau-né, si, du moins, les enzymes

du tube digestif du Nourrisson ne la dégradent pas.
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I. MwTHODES ANALYTIQUES.

1.- Composition centésimale en glucides.

La composition centésimale en glucides a été déterminde
a l'aide des méthodes suivantes : (voir la revue générale de MONTREUIL

et SPIK) (189 ).

a - les monosaccharides "neutres",.par la méthode & 1l'orcinol
sulfurigue de TILLMANS et PHILIPPI (273 ), modifide par
RIMINGTON.( 233).

b - les osamines, par la méthode d' ELSON et MORGAN (74 )
modifiée par BELCH:R et _al. (17 ) aprés hydrolyse des
composés par l'acide chlorhydrique 4 N, redistillé et
exempt de fer, & 100°C pendant 4 h, en tube scellé sous

vide.

. o . . - N N 5 . 5
¢ - les acidss sialicues, par la méthode & la diphénylamine de

WERNER et ODIN ( 283)

2.~ Composition molaire en glucides.

a - lIdentification et rapports molaires des oses '"neutrezs"

Les rapports molaires des "oses" neutres ont été déterminés

par deux techniques

- par chromatographie quantitative sur papier, selon le mode

opératoire décrit par MONTREUIL et al.(190 ).

~ par chromatographie en phase zeuse de leurs dérivés
o 2

trimethylsilylés d'aprés le procédé de SWEELEY et al. (268 )
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mise au point au Laboratoire par FOURNET ( 81 ).

Celles-ci demandent une hydrolyse prézlable (HC1 1,5 Nj
& 100°C; pendant 1,5 h ) suivie d'une purification sur résines
échangeuses de cations (Dowex 50 x 8, "mesh" 25 = 50 ; forme

acide) et d'anions (Duolite A - 102 D; "mesh" 25 = 50 ; forme

formiate).

-~ Identification et rapports molalres deg osaminess

Les osamines libérées au préalable par une hydrolyse
chlorhydrique (4 N) ont été identifides et dosées par les trois

méthodes suivantes :

méthode de désamination de GARDELL et al.{ &4 ).
Désamination & chaud par la ninhydrine de la glucosamine et
de la galactosamine, respectivement en arabinose, et en
lyxose qui sont aisément identifiables par chromatographie

sur papier

/

- méthode de chromatozraphie sur colenne de GARDELL ( 83 ).
Les osamines sont identifiées par chromatographie sur
colonnes d'échangeurs de cations (Dowex 50 x 8 ; "mesh"

200 - 400 ) : la glucosamine et la galactosamine sont éluées

par HC1l 0,3 N en deux fractions bien distinctes.

~ méthode chromatographique & 1'Auto-analyssur des acides
aminéds selon les technigues employéas pour le dosage de

ces derniers. (p.78 ).

- Jdentification et rapports molaires simultanés des oses 'meutr:
des osaminas et des acides sialigues

La composition molaire en monosaccharides a été déterminie
aprés méthanolyse sous forme de dérivés trifluoro-acétylés

par chromatozraphie en phase gazeuse selon la méthode de

/
s e/
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ZANETTA et al. ( 288 ) adaptée au Laboratoire par FOURNET ( 81

Les glycoprotéines étaient préalablement lavées par des
mélanges binaires de CHClE/CHBOH dans les rapports 2 : 1
puis 1 : 2 et enfin par du méthanol seul. Les glycopeptides
étaient méthanolysés directement,

3e- Composition molaire sn amino-zcides.

a = Méthode oénérale :

La composition en acides aminés, & l'exclusion du trypto-
’ JP

phanne, est déterminées aprés hydrolyse par HCl 5,6 N, redis-

tillé, sous vide, & 105°C pendant 24 heures. Les constituants

des hydrolysats sont dosés,

- soit & l'4uto~-analyseur Technicon selon le procddé général
de PIEZ et MORRIS (224 ) modifiée par MONSIGNY ( 182).

- soit & 1'Auto-analyseur BECKMAN Multichrom suivant le
principe général de SPACKMAN et al. ( 258) adaptée par

CHARET et 21.( 48 )& 1l'analyse simultande des osamines.

b « Identification du trvptorhanne

Le tryptophanne a €été identifié selon le procédé appliqué
par LIU et CHANG ( 158). L'hydrolyse des glycopeptides est
effectuée par 1l'acide p.toluéne sulfonique en présence d'un
dérivé indolique, le 3 - (2 - amino éthyl) - indole, qui joue

un rdle de protection vis-a-vis du tryptophanne.

Le tryptophanne est ensuite repéré & l'Auto-analyseur
Multichrom BECKMAN. Il est élué aprés l'ammoniaque et avant

1'arginine.

¢ - Dosage du tryptophanne

Nous avons utilisé la méthode spectrophotométrique de
BENCZ et SCHMID ( 18).

sotaf
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B -~ METHODES ELECTROPHORETIQUES HET IMMUNOLOGIQUES.

1.- Electrophor2se en gélose.

Nous avons analysé nos échantillons par la méthode
de micro-électrophordse en gélose de GORDON et al.( 90 ). Cette

technique fut décrite en détail par ANTONY (4 ).

2o~ Irmuno~électrophordse en gdlose,

Les plaques de gélose sont soumises comme précédemment
& un champ électrique. Puis on fait diffuser, l'un vers 1l'autre,

1'échantillon analysé et 1'immunsérum correspondant (ANTONY) ( 4 )

3.- Technigue d' OUCHTERLONY (214 ).

Dans cette méthode la diffusion de 1'échantillon et de

1'immungérum a lieu sans éTectrophordse préalable.

4.~ Blectrophordse en gel d'amidon.

Les électrophoréses en gel d'amidon horizontal sont
réalisées suivant le procddé général de SMITHIES ( 254) avec le

tampon contenant de l'urée soit & pH acide soit & pH basigue.

a - gel d'amidon & pH 3 (EDELMAN et POULIK) ( 70 ).

- tampon du gel a pH 3 : HCOCH 0,05 M ; NaCH 0,01 N ;

8 M urée.

~ tampon aux électrodes & pH 3 : HCOCH 0,2 M ; NaOH 0,08 N.

b - gel d'amidon & pH 8,8 (COHEN et PORTER) (54 )

- tampon du gel a pH 8,8 : glycocolle 0,035 M ; NaOH 0,06 N ;

8 M urée.

- tampon aux électrodes & pH 8,2 : Hﬁ BO5 0,3 M ; NaOH 0,06 M

canf
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La migration des échantillons s'effectue sous une tension
de 5 volts/cm pendant 15 h. & 4° C. Apres 1'électrophorése le
gel est immergé dans un colorant & 1l'Amido-schwartz puis dans

plusieurs bains décolorants (acide acétique a 0,5 %.)

5.~ Détermination du pHi de la lactotransferrine.

La détermination du pHi a été réalisde par la méthode
décrite par VESTERBERG et SVENSSON (278 ) dans une colonne LKB, type
8100. Le gradient de pH est établi en utilisant des ampholytes synthé.
tiques, les ampholines (LKB). La gamme de pH s'étend de 3,5 & 10.

La concentration finale des ampholytes est de 1 %. La colonne est

montée de la fagon suivante :

- Cathode en bas : - éthylénediamine 0,4 ml ; eau distillée 14 ml

saccharcse 12 g.

- Solution dense : - eau distillée 40,2 ml ; saccharose 28 g ;

ampholine 1,8 ml.

- Solution légére : - ampholine 0,7 ml 3 solution-déchantillon 10 ml
(contenant 5 mg de protéine) eau distillée

q.8.p.60 ml.

Le gradient de saccharose est formé avec l'appareil &

gradient (LKB) & raison de 1 ml par minute.

- Anode en heut : -~ acide phosphorique 0,1 ml ; eau distillée

10 ml.

L'électrofocalisation est effectuée & 4° C sous une tension
de 400 volts pendant des temps variant de 40 4 45 heures. La colonne
est ensuite vidée & la vitesse de 56 ml par heure, par fractions de
2 ml. La densité opticue est mesurée a 280 et 254 mn. La mesure des

PH est effectuée avec un pH meétre Radiometer.
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C - DETHRMINATION DES MASSES MOLECULAIRES.

1.~ Détermination de la magsse moléculaire des glycopeptides.

La masse moléculaire des glycopeptides a été déterminé

expérimentalement par trois procédés :

- le premier, basé sur la loi de STOKES qui associe la constante

de sédimentation et le volume spécifique partiel de 1'échantillo
- le second, sur la théorie de tamisage moléculaire.

- le troisiime, sur le dosage des groupements N - terminaux des

amino-acides.

a - Application de la loi de STOKES (voir la revue générale

a'ELIAS (73 ).

Nous avons appliqué la leci de STOKES selon laguelle la mass
moléculaire d'un comnosé peut &tire détemminée en utilisant la

formule suivante :

3/2

=
]

V3. AT |7sy

v 1 -~ Ve

=

N : nombre d'AVOGADRO ;

: volume spécifique partiel, calculé d'apres la
composition molaire. Le volume spécifique d'une
molécule est égal & la moyenne des Vsp de ses
constituants. Les valeurs des Vsp des acides aminés
ont été précisdes par COHN et HDSALL ( 52 ) et celles
des oses par SQUIRE et al. (264 ) et BEZKCROVAINY et
DOHERTY ( 19 ).

viscosité du solvant en poises ;

-3

densité du solvant

~

S, : constante de sédimentation, exprimée en secondes, a

20° C, pour une dilution infinie.
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b - Application du tamisage moléculzire (voir la revue générale de

ANDREWS) (3 ).

Nous avons utilisé une colonne (1 x 130 cm) de Bio-gel P6
(100 = 200 mesh) stabilisée dans une solution de NaCl 0,14 M
contenant 0,2 p.1000 de NaN3 . Nous 1'avons étalonnée avec
des composés glueidiques isolés du lait de Femme par GRIMMONPREZ

(96 ).

¢ - Dosage des groupements N - terminaux :

Les groupements N - terminaux des amino-acides sont dosés
selon la technique au fluoro-dinitro benzéne de GHUYSEN et al.
( 86 ). Les dosages sont effectués par rapport & des témoins
constitués par les acides aminés dont le position N-terminale
a €té préalablement déterminée par l'application des procéddéds
décrits plus loin (voir p.94 ). On élimine de cette maniére,
la cause d'erreur due gux différences d'absorbance molaire des

DNP -~ amino - acides.

Le dosage permet de préciser le nombre de micromoles de
1'acide aminé N -~ terminal pour une masse connue seche de
glycopeptide. La masse moléculaire est calculée en appliguant

la formule

M P. 1000
’LM
ou :
P : poids de substance en mg

rLM ¢ nonbre de micromoles d'amino-acide

N - terminal pour le poids P.

.
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2.- Détermination de la masse moléculaire de la lactotransferrine,

8, -

Tamisage moléculaire : Nous avons utilisé une colonne (2 x

140 cm) de Sepharose 6 B. stabilisée dans une solution de
chlorure de sodium 1 M. Klle a ¢té étalonnée avec de 1la
sérumalbumine , ' des IgG bovines et de la transferrine et

de la lactotransferrine humaines.

Electrophorése en gel de polyacrylamide (*) : Nous avons

employé la méthode en gel de polyacrylamide de NEVILLE (203)
mise au point au Laboratoire par CACAN ( 39 ). La courbe
d'étalonnage est obtenue en reportant la veleur du RF de
chaque substance et le logarithme de sa masse moléculaire.

(SHAPIRO et_al.) ( 245).

Equilibre de sédimentation: (**) La masse moléculaire a été

déterminée 2 1'équilibre de sédimentation selon la méthode
décrite par CHEVENKA ( 51 ). L'expérimentation a été réalisée
avec 1'Ultracentrifugeuse analytique BHCKMAN modele E.
L'ultracentrifugation se déroulait & 20° C pendant 8 heures
a 17 COO t/mn. Nous avons gtilisé la valeur du volume spéci-
fique partiel (Vsp = 0,722) donnée par CASTELLINO gﬁ_@l.( 45
L'échantillon était auparavant chromatographié sur une colorn
de Sephadex G -~ 100 (2 x 100 cm) pour éliminer les complexes

de masse moléculaire élevée.

___________________ __......_.._.._...._..._-.._......._._..___..____._.........._.._.-_..‘.1.'.[_...._-_-....

7

(*¥) ~ L'expérimentation a été réalisée par R.CACAN et J.P.

DECOTTIGNIES.

(¥*) - L'expérimentation a été réalisée par C.DUPIRE sous la respon-

sabilité du Decteur A. VERB:RT.
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d - Dosage du fer : Nous avons admis que la lactotransferrine

saturée fixe deux atomes de fer par molécule. Le fer a été
dosé par la méthode a la bathophénantroline décrite par

SPIK ( 259).

II. FRACTIONNEMENT DES TMMUNOGLOBULINES ET SEPARATION DES

CHAINES H ET L.

A - FRACTIONNEMENT DS IMMUNOGLOBULINES.

1."

Chrematographie sur colonne de Sephadex G 100.

Les colonnes (6 x 120 cm ou 5 x 180 cm) de Sephadex
G - 100 (40 - 1208 ) sont stabilisées dans un tampon & pH 8
(0,1 M Tris ; 1 M NaCl ; HC1 concentré pour amener le pH & 8.)
(GELOTTE et al.) ( 85 ). On injecte de 0,5 & 2 g de protéines
dissoutes dans 10 & 20 ml du méme tampon & pH 8. On collecte

deux fractions de 15 ml par heure.

Chromatosraphie sur colonne de DEAE - Sephadex A - 50,

La DEAE - Sephadex (colonne de 3 x 40 cm ou 3 x 20 cm)
est stabilisée dans un tampon de phosphate de sodium 0,02 M
a pH 8. Les substances retenues sont éludes par un tampon de
phosphate de sodium 0,37 M & pH 4,5 (FAHEY et al.) ( 76 );
(MURPHY et al.) (200 ).

Chromatosrarhie sur colonne de SE -~ Sephadex C - 50.

La SE - Sephadex C -~ 50 (colonne de 3 x 40 cm ou 3 x 20 cm
est stabilisée dans un tampon d'acétate de sodium 0,01 M & pH 5,5
Les subst-nces sent éludes par deux gradients ; 1l'un, discontinu,
de 0,02 M a vU,04 M en zncétate de sodium & pH 5,5, l'sutre,

continu de 0,04 M & 1 M en acétate de sodium & pH 5,5.

oon/
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B ~ SEPARATION DS CHAINE3S H ET L.

Nous avons utilisé deux techniques. Dans la premiére,
les ponts disulfures sont rompus puis bloqués avant la séparation
des chaines H et L. lans la seconde, la séparation des chaines

H et L est réalisée juste aprés la rupture des ponts disulfures.

1.- Protocole N°1 (rupture - blocage - séparation).

a - Rupture des ponts disulfures et blocare & 1'iodo-acétamide.

Nous avons utilisé la méthode A'EDELMAN et al.( 69 ).500 mg
d'IgG1 sont dissous dans 17 ml d'un tampon & pH 8 dégazd (0,15 M
Tris ; 0,15 M NaCl ; 0,002 M EDTA). L'ensemble est mis sous
courant d'azote pendant 1 heure & 20° C. Puis on sjoute du Q =
mercapto - €thanol pour obtenir une concentration de 0,3 M. De
nouveau, la solution est abandonné pendant 1 heure & 20° C
sous courant d'azote. Le milieu réactionnel est ensuite refroidi
4 0° C avant d'y ajouter de 1l'iode - acétamide pour obteair une
concentration de 0,6 M. Le.pH ezt maintenu & 8 avec de la
triéthylamine. Aprds 30 mn de contact, on vérifie l'absence de
groupement thiol par le réactif au nitroprussiate (mélange de
nitroprussiate & 1 % et d'ammoniaque 2 N - /v) avant de mettre

la solution en dialyse contre de l'eau distillée.

b - Chromatographie sur colonne de Sevhadex G-100 (FLEISCHMAN

et al. (79 ) (Fig. 34 ,p. 141)

La colonne (4 x 120 cm) de Sephadex G100 est stabilisde
dans une sclution d'acide propionigque N, Avant de déposer. 1'échan-
tillon d'IgG1 dont les ponts disulfures ont €été rompus et bloqués
celui-ci est dialysé contre de l'eau distillée puis contre de

ltacide propionigue N.

L'éluat de la colonne est récupéré par fraction de 7 ml

s



86

a4 raison de 2 fractions par heure.

2.~ Protocole N°II (rupture - séparation - blocage)

a - Rupture des ponts disulfures.

Nous avons utilisé la technique de GRANT et al. ( 94 )
que nous avons légerement modifiée. Les IgG, dtaient dissoutes
dans un tampon & pH 8 (au lieu de pH 8,6) (Tris - HC1l : 0,1 M)
a raison de 30 mg/ml. La rupture des ponts disulfures était
réalisée avec du @-—umrcapto - éthanol (au lieu du dithio-
thréitol) & raison de 70 pl pour 10 ml de solution. Apres
1 heure de réaction a 25° C, la solution était dialysée contre
de 1l'acide formique'0,1 N (au lieu d'acide acétique N) pendant
1 & 2 heures.

b - Séparation des chafnes H et L (Fig.35 p. 143)

Aprés rupture des ponts disulfures, la solution était
chromatosraphiée sur une colonne (5 x 100 cm) de Bio-gel
P 150 stabilisée dans de 1l'acide formique 0,1 N. L'éluat
€tait récupéré par fraction de 10 ml & une cadence de 3 fraction

par heure.

¢ - Blocaze & 1'iodo-acétamide.

Les chaines L récupérées zprés la chromatographie sur
Bio-gel P 150 étaient de nouveau soumises & une réduction
avant de blocuer les groupements thiols. Nous avons suivi le

protocole de GALL et al. (82-) décrit page 88,21a différence

b3 v . - . . . o
pres que nous avons utilisé 1'iodo-acétamide au lieu de

1'éthyléne-imine.
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III. METHODES RELATIVES A L'ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES.

A - ISOLEMENT DES GIYCOPEPTIDES PRONASIQU:S. (Fig.37 ,p.149).

Nous avons appliqué, dans ses grandes lignes, le procédé

YAVASHINA et MAKINO ( 287) ont appliqué & 1'ovalbumine en apportant,

toutefois, les trois modifications suivantes (MONSIGHY) ( 182) ; (SPIK)
(259) ;3 (SPIK et al.) (261)

- abandon de la solution boratée, employée par les auteurs pour
tamponner les hydrolysats et stabilisation du pH a l'aide d'un

pH - stat ;

’

- fixation de l'acide trichloracétigue, utilisé pour purifier
les hydrolysats, par un échangeur d'anions, en remplacement
de 1l'extraction par 1l'éther sulfurique qui provoque des pertes

sensibles de rendement en glycopevtides;

- 1l'application de 4 hydrolyses pronasiques successives méme
lorsque la consommation de soude devient nulle & partir du 3éme
hydrolysat. Zn ¢ffet, la libération des derniers amino-acides
au voisinzge de la liaison glycanune-protide ntentraine plus de
consommation de soude perceptible.

M

La pronase utilisée provenait de la firme CALBIOCHEM.

B ~ ISOLEXENT DES GLYCOPSPTIDES CHYMOTRYPSTQUHES KT TRYPSIGUES.

Pour cbtenir les glycopeptides chymotrypsiques et

trypsiques des glycoprotéines, nous avons suivi les étapes suivantes :

- rupture des ponts disulfures et blocage des groupements thiols

par l'éthyléne-imine;

ciaf
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- isolement des glycopeptides par chromatographie sur

papiar ;

- fractionnement par électrophorése en veine liquide ou sur

papier

1.- Coupure des ponts disulfures et blocage & 1'éthyléne-imine.

,

Les ponts disulfures ont été réduits puis blogués selon
la méthode de GALL et al. ( 82 ). Le milieu réactionnel, tamponné

2 pH 8,5, possédait la composition suivante

Tris ¢+ 1,5 M ; Urée : 8 M ; E.D.T.A.t 0,003 M 5§ HC1 12 N

g.S.p. obtenir un pH de 8,5.

La solution tamponnée était dégazée puis mise sous courant
d'azote avant d'y introduire un poids de protides pour obtenir une
concentration de 5 % (p/v). Aprés dissolution de ceux-ci, du 2 -
mercapto - éthanol était additionné en plusieurs fois par petites
fractions. La quantité de celui-ci a ajouter au milieu réaction-
nel était déterminde en tenant compte de la masse molaire de la
glycoprotéine et du nombre de groupements thiols par mcle. Le

résultat était ensuite multiplié par 10.

Les protéines restzient 24 h. en présence de l'agent réduc-
teur. Les groupements thiols 1libérés ainsi que l'excés du 2 - mer-
capto - éthanol étaient bloqués avec de 1'éthyléne - imine., Celle-ci
était ajoutée par petites fractions deux fois en exc®s par rapport
a la quantitd de 2 -~ mercapto - éthancl introduit. La rdaction
était poursuivie durant 24 h. Pendant cette durée, le pH était
maintenu & une valeur de 8,5. Quand la réaction au nitroprussiate
ammoniacal (p. 85 ) était négative la solution de protéine était
mise en dialyse pendant 8 jours en remplacgant 1'eau distillée
toutes les 24 h. La solution dislysée était alors soit lyophilisie,

soit diluée pour obtenir une concentration de 0,5 % en protdine.

ik
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Une variante de ce procédé de rupture des ponts disulfures

a été utilisdée. Deux conditions de la réaction ont été modifiédes :

- concentration en urée : 4,6 M au lieu de 8 M.

- temps de contact avec 1'agent riducteur : 4 h. au lieu de 24 h.

On appellera respectivement : rupture I et rupture II ces

deux modes d'opératoires.

2.-_Hydrolyse par la chymotrypsine (SMYTH) (255 ).

Apreés rupture des ponts disulfures et blocage des
groupements thiols par 1'éthyléne-imine les &lycoprotéines étaient
solubilisées dans de l'eau distillée pour obtenir une concentration
de 0,5 %. La température et le pH étazient maintenus constants pendant
1'hydrolyse : la température & 37° €C par un bain thermostaté et le pH
& 8,5 par addition d'ammoniaque 1 N. Trois additions successives de
chymotrypsine (*), activde dans une solution d'acdtate de calcium
0,0IM, étaient réalisdes toutes les 4 heures. Chacune des deux premidres
représentaient 1 % ou 1 p.50 (p/p) du substrat et la dernidre 1 p.50
ou 1 p.25. L'hydrolyse était poursuivie pendant 24 heures. L'hydrolysat

était ensuite congelé et lyophilisé.

3+~ Hydrolyse trypsigue (SMYTH) (255 ).

Le pfotocole était identique a celui employé lors de
I'hydrolyse par la chymotrypsine. L'hydrolyse était effectude sur les
glycoprotéines aprds avoir rompu les ponts disulfures par le 2 -
mercapto - éthanol et les avoir bloqués par 1l'éthyléne-imine. Le pH
était maintenu & 8. Les deux premidres additions de trypsine (*¥*)

représentaient 1/50 du substrat et la dernidre 1/25 (p/p).L'hydrolyse

(*) - L'o chymotrypsine (3 = 4 -~ 4 - 5) du pancréas de boeuf provenait

de la firme Miles - Seravac (n° de code : 36 - 112),

(¥*) - Trypsine du pancréas de boeuf (3 - 4 -4 - 4) obtenue de la

firme Seravac (n°® de code : 36 = 555).



90

était prolongés pendant 24 heures.

4.~ Purification des glycopeptides.

a - Chromato;raphie sur gel de Sephadex G 50. § g de 1l'hydrolysat

étaient dissous dans envircan 30 & 40 ml d'eau distillée. Le

pE était ajusté 4 7,9-8 avec de l'ammoniaque. La suspension
obterue était centrifusgé. Le surnageant (environ 40 ml) était
chromatozrephié sur une colonne (5 x 120 cm) de gel de Sephadex
G 50 (40 - 120*L) stabilisée dans une solution d'acétate d'am-
monium 0,01 M. Les glycopeptides étaient repérés dans 1'éluat
par la méthode de DUBOIS et al. ( 67).

b - Chromatosraphie sur gel de Sephadex G 25. Les glycopeptides

purifiés sur une colonne de gel de Sephadex G 50 (40 - 120}L>
étaient dessalés sur une colonne (3 x 140) de gel de Sephadex

G 25 (40 - 12OP)stabilisée dans de l'eau distillée.

¢ ~ Chromatogravhie préparative sur papier,

s glycopeptides purifiés sur gel de Serphadex G 50

L

o

et dessalés sur gel de Sephadex G 25 sont souxmis a une chrom:a-
tographie préparative sur papier vhatman n°3 dans le systéme
solvent de PARTRIDGE (216 ) (n-butanol, acide acétique, eau ;
4 - 1 =~ 5) pour éliminer les nombreux peptides qui souillent
les préparations. Les glycopeptides étaient repérés par le
réactif de MONTGOMFRY et WU ( 183 ) et élués de la feuille de
papier avec de l'eau distillée.

I

5.~ Fractionnement des glycopeptides.

a - Electrorhor2se en veine liguide.

Les glycopeptides obtenus par chromatographie préparative
sur papier €tazient fractionnéds par électrophorése en vaine

était du type ELPHOR - VAP II.
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la chambre était remplie d'une solution d'acide acétigque N/2. Ce
film de liquide s'écoulait & un débit de 120 ml/h. Les compartiments
des électrodes étzient remplis avec de 1l'acide acétique N. Lz
tenpérature était stabilisée et maintenue % 7° C. la chambre était

3 I

ensuite socumnise & une teasion de 1700 volts. L'ampéremetre indiquait

taient dissous

(¢

alors une intensité de 110 mA. 30 mg de glycopeptides
dans 1 ml d'acide acdtique N/2. L'échantillon était injecté tris

lentement

b - Electrovhorése préparative sur papier,

Dans certaines expériences 1'électrophordse en veine liguide
était remplacée par une #lectrophorése prépdrative sur papier & pH
3,9 dans le tampon de MICHL (179 ) (pyridine : 7,5 ml ; acide acdtique :
25 ml ; eau g.s.p : 1000 ml) ou & pH 2,4 dans une solution d'zcide
tique 1 N (12 volts/em - pendant 4 h.)

O

ac

TV. METHODES RETATIVES A TA TDETERMTNATION DY LA LIATSON

PROTETS AT YA AT
LN U s e e e e ey

A - REACTICY D'ZDIAN (p.9% ).

Aprés la réaction A'EDMAN, nous avons isolé le PTH -~ amino -

” N

acide glycanne dérivé. Nous l'avons soumis & une hydrolyse partielle
(HCY 1,5 N 3 1,5 heure ; 100° C). Puis une électrophorése & pH 3,
(MICHL) ( 179) sur papier Arches n°304 a permis l'isolement de divers
composés. L'utilisation d'acide chlorhydrique (HC1 4 N ; 4 heures ;
100° C et de soude (NaOH 0,1 N ; 10 heures ; 120° C) (VAN ORDEN et

CARPENTER) ( 277) nous a permis de déterminer leur composition.

B - HYDRQLYSK PARTISLIS DES GLYCOPEPTIDES.

Nous avons soumis les glycopeptides & une hydrolyse chlorhy-

el



92

drique partielle selon ls procédé d'ADAM - CHOSSON ( 1). Puis les
divers constituants furent séparés par électrophorése & pH 3,9.(1MICHL)
(179 ). La fraction, correspondante au point d'attache lui-méme, ecst
purifiée par une chromatographie de 72 heures sur papier Macherey-Nagel
807 dans le systime solvant de PARTRIDGE (216). L'analyse de ce
composé purifié fut rdalisé & l'auto-analyseur Technicon apres unse
hydrolyse préalable (HC1 5,6 N ; 100° C ; 24 heures). Le pouvoir
réducteur de ce composé, correspondant au point d'attache est déterminé

par la mdthode au ferricyanure de PARK et JOHNSON (215 ).

C ~_RECHERCHE DHg ETAISONS @ - GLYCQSTDIQUES,

Nous avons fait agir la soude 0,1 N en présence de
borohydrure de sodiuﬁ(% jours a 20° C)aprés 1'avoir amidé selon

le protocole de SOKOLOVSKY et al. ( 296) résumé ci-dessous :

c1l 0 - CH,
O = S +2CH50H__;0=S< 2 + 2 HC1
c1 0 - CH
5
0-CH., 0 + H.S0
0=5¢ 7 4+2HO0C-R — 5 2R =CZ 23
\o-cII 0 - CH
3 3
40
P - CH; =R = GO = NH - CH, = CH
R - c\ + NE, - CH, - CH, =R 0 - NE - CH, ~ CH,
0 - CH
3 . CH5 OH

Ensuite, nous avons analysé les produits obtenus & 1llauto-
analyseur echnicon, aprés une hydrolyse préalable (HC1 5,6 N 5 24 hey
105° C.)

TOVTIT haynlal o o Waame "
D -~ RECHFRCHE DES LIATSONS ESTER.

0 - t
La recherche des liaisons'ester

'a §té effectude par
action de la soude dilude pendant des temps trés courts (NaOH 0,1 ¥ ;

100° C 3 5 &4 10 mn.)

ez
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V - METHODES RMLATIVES A LA DETERITN&mIOW UP LA

wn

v

TRUCTURE PRPTIDIQ

ﬁ

A ~ IDENTIFICATION PES ACIDES AMINES C - TERVINAUX.

Pour identifier les acides aminés en position C - terminale

nous les agvons livérés de la chafne peptidique soit par 1l'hydrazine

hydre soit par la carboxypeptidase A.

1.~ Méthode d'hydrazinolvse.

L'amino-acide C - terminal est détaché de la chaine
polypeptidique par l'hydrazine anhydre selon la méthode d'AKARBCRI
et al. (2)(*). Il ne subit aucune modification contrairement aux
amino-acides non C - terminaux, On cobtient deux fractions éluées
d'une colonne d'Amberlite IRC - 50, 1'une &4 l'eau (fraction 1),
1'autre (fraction II)par un tampon d'acétate d'ammonium.(DE LA
LLOSA et al.) ( 61 ).

2.- Hydrolyse par la carboxypeptidase A.

-

La carboxypeptidose A (EC 3.4.2.1.)y fournie par la firme
WORTHINGTCN, libére les acides aminds situds en position C =~
terminale d'une chalne peptidigue & l'exception de la proline,
de la lysine et de l'arginine. Elle est préalablement traitée
par le DIFP (di-isopropyl fluoro phosphate) pour inhiber les
traces de trypsine et ds chymotrypsine souillant les prépara-

tions.

Mode opératoire :

1 M de glycopeptide et 0,5 fL 1 de norleucine (témoin
interne) sont dissoutes dans 2 ml de tampon bicarbonate 0,1 M

de pH 8,5. La carboxypeptidase A est alors ajoutée (E/S

50)
4 la solution. On réalise une cinétique en effectuant des
prélévements de 200,;1 qui sont immédiatement acidifiés par de

(*) - Hydrazine anhydre obtenue selon le procédé de KUSAMA (139)

i/

oa./
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1'acide acétique puis congelés. Les acides aminds libérés

,

sont ensuite analysés & 1l'auto-analyseur BECKMAN Multichromn.

IDENTIFICATICN DES ACIDES AMINES N - THRIMINAUX.

Les acides aminds N - terminaux ont été déterminés par
trois techniques : la méthode des DNP - amino-acides de SANGER
(239); la méthode des DANSYL -~ amino-acides de GRAY et HARTLEY
( 9% ) et la méthode 4'EDMAN.

1.~ Méthode des DNP - gmino-acidzs.

Le principe est fondé sur la formation des dérivés dinitro-

phényléds. La technique fut décrite par BIS:RTE et al.( 22). ¥lle

a été appliquée par MONSIGNY ( 182 ) aux glycopeptides.

Aprés dinitrophénylation, le DNP - glycopeptide est

par extraction & 1l'éther. Ce ddrivé contenu dans la phase
agueuse est ensuite hydrolysé (HC1 5,6 N ; & 105° C; pendant 16 h.)
Lthydrolysat est dilué puis les D N P amino-acides sont extraits

par 1'éther. La phese or;anlcua contient ces D N P - amino-acides
€théro-solubles et la phase agqueuse les DN P - amino-acide
hydrosolubles et les acides aminés non modifiés. Les DN P -
mino-acides sont ensuite identifiés par chromatographie bi-dimen-

tionnelle sur papier.

2.~ Méthode des DANSYL - amino-acides.

Nous avons utilisé la méthode de HARTIEY ( 109 ). Le
chlorure de dansyl (1 - diméthyl - amino - 5 - naphtaléne sulfonyl)

(INS C1) réagit avec le groupement NH, de 1l'acide aminé - W

2
terminal. Cet acide aminé dansylé est ensuite identifié par chrona-
tographie sur couche mince apreés une hydrolyse préalable des
liaisons peptidiques.

\

a ~ Dansylation.

<

5 n M de glycopeptide sont dissoutes dans 1OFA d'une

ceef
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solution de bicarbonate de sodium 0,2 M 2 pH 9,2. L'ensemble

est évaporé & siccité et le résidu est repris par 10 pl dlean
bidistillée auxquelles on ajoute 10}L1 d'une solution acétonique
de DNS €1 (2,5 mg/ml). Le tube est bouché avec une feuille de
rapier paraffiné et la réaction est poursuivie pendant 1 heure

a 37° €.

La solution est ensuite évaporée a sec et le glycopeptide
est hydrolysé par 50 #l de HC1 5,6 N & 105° C pendant 16 heures.
L'hydrolysat est séché et les dansyl - amino - acides sont extraite
par 2 fois 25‘;1 d'acétate d'éthyl saturé d'eau. Le DNS Arg, les

oLet € DNS Lys et le DNS His sont extraits par un mdlange acide

acétique - acétone (3 : 2 ; v/v.).

b - Identification des dansyl - amino - acides .

Les dansyl - amino - acides sont séparés grice 3 la
chromatographie bidimentionnelle sur couche mince de polyamide
(5 x 5 cm). La premiére migration est effectude dans de HCOOH
1,5 % (v/v), la deuxi®me, =prés séchage de la plaque, dans le
mélange benzéne - acide acétique (9 : 1 ; v/v.). Grfce & leur
fluorescence en lumizre UV; les dansyl - amino -acides sont
identifiés par comparaison avec une carte "témcin" et & 1l'aide

de témoins internes.

3.~ Méthode des PTH - amino - acides.

Ce procédé est fondé sur le principe de la dégradation
récurrente d'KDMAN., L'amino-acide N - terminal est détaché de
la chaine polypeptidique sous forme de phénylthiochydantofne (PTH).

On peut, a la fois :

- doser les amino - acides avant et aprés cette réaction
d'UDMAN (KONIGSB:RG et HILL) (135 ) ; (LIGHT et GREENBIRG)
(154 ).

- et identifier le P T H - amino - acide 1ibéré (voir la dé. -

termination de séquence peptidique page 97, pour les détails
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techniques).

C - DETERMINATION D& LA SEQUENCE PEPTIDIQUH : REACTION D!EDIMAN.

Nous avons utilisé la méthode récurrente d!EDMAN. Aprds
chaque cycle, nous avons déterminé l'acide aminé N - terminal,

soit :
- par identification du P T H amino - acide libéré,

- soit, par analyse du peptide résiduel (méthode soustractive).

Le protocole utilisé est celui mis au point par HAN et al.

(105 ).

- BLtape de couplage @

Z,LM de glycopeptide sont dissoutes dans 400 pl de tampon
n - propanol /eau/ diméthylallylamine (15 ¢+ 10 1,2) (V/v)

ajusié & pH 9,5 par de 1ltacide trifluorcacétigue. On ajoute 10lLl

de phénylisothiocyanate. La réacticon est effectuées sous atmosphare
dfazote, a 50° C, pendant-40 mn. Le tube est agité toutes les § mn.

On contrfle 1l'efficacité du couplage en refrcidissant sous
ezu froide. Le phénylisothiocyanate en exces doit alors précipiter.
Dans le cas contraire, on recommence la réaction de couplage

pendant 20 mn en agjouvant 5Pl de phénylisothiocyanate.

Lprés cette étape, les phénylthiourées sont éliminées par
extraction au benzdne (7 fois 1 ml). Le reste est séché sous
courant d'azote. Pour parfaire le séchage, quelques gouttes
d'acétate d'éthyle sont ajoutées puis évaporées sous azote. Le
tube & réaction est ensuite placé dans un dessicateur sur'P2 05,
4 60° C , sous vide, pendant 30 mm pour obtenir un résidu rigou-

reusement sec afin d'effectuer la réaction de clivage.

- Btape de clivaoge

Le résidu est dissous par agitation dans 150P1 d'acide

cor]
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trifluorocacétique anhydre et mis sous atmogphére d'azote. La
réaction d¢ clivage est poursuivie pendant 7 mn & 50° C. Lfacide
est ensuite élimind par un courant d'azote. La thiazolinone est
extraite par trois fois 2 ml d'éther sans peroxyde renfermant
0,1 % de dithioerythritol. Le peptide résiduel est séché sur KOH

pendant 30 mn avant d'opérer un nouveau cycle de dégradation.

- Btape de conversion.

La phase éthérée est séchée. L'étape de conversion de la
thiazolinone est effectuée par 200l d'acide chlorhydrigue N, )
80° C, pendant 10 mn, sous atmosphére d'azote. Le P T H amino-

acide formé est extrait par 2 fois 1 ml d'acétate d'éthyls.

~ JIdentification des P T H amino - acides.

Apreés extraction la phase organiguc contenant les P T H
dérivés est séchée sous courant d'azote et repris par ZOle d'acéta-

te d'é-hyle.

Les P T H amino -acides sont séparés par chromatozraphie
sur couche mince de gel de gilice 6C F 254 . Les chromatoplacues

de 0,25 mm d'épaisscur sont fournies par la firme MERCK. Nous avons
-

is
utilisé deux systemes solvant :

Systéme H, (EDMAN et BxgG) (71 )

- chlorure d'éthyléne 60 ml ; acide acétique 14 ml.

Systéme £ modifié (HAN et al.) (105).
- acétate de butyle Y7 ml ; eau 5 ml.

Aprés agitation on laisse décanter pendant une nuit.

L

phase supériecure est recueillie et on y ajoute 4 ml de formamide

5 ml d'acide propionique.

L'identification des P T H - amino - zcides est rézlisde

grice a des témoins latéraux.
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VI -~ METHODHS RELATIVES A LA DETSRMINATION DE LA

STRUCTURE GLYCANNTIOQUL.

A - METHYLATION DsS GLYCOPEPTIDES ET DES OLIGOSACCHARIDES (*).

Au Laboratoire,FOURNET ( 81 ) a fait une étude critique

des différents procédds de méthylation. Les méthodes de KUHN et al.
(137 ) et de HAKQNMORI ( 102) se sont révélées &tre les plus efficaces
La premiére, car moins drastique, est particuliérement recommandé
pour des oligosaccharides possédant un monosaccharide terminal
réducteur. Pour nithyler nos glycopeptides et nos oligosaccharides
gui ne possédent pas un tel groupement, nous avons utilisé la
technigue d'HAKOMORI, qui fournit un rendement plus élevé en produits

méthylés.

1.~ Réaction de méthylation.

- 80 mg d'une dispersion d'hydrure da sodium (¥*) & 50 ¢
sont 2gités sous courant d'azote et & 20° C pendant 15 mn

dens 5 ml de diméthylsulfoxyde.

- 10 mg de glycopeptide désséché sous vide a 40° C pendant

24 h., prézlablement dissous dans 500’L1 de diméthylsulfo-

o’

xyde sont mélangés 1l solution précédente de diméthylsul-
finyl carbanion. Aprés une agitation de 6 h. sous courant
d'azote, on introduit SCK)le d'iodure de méthyle. La réaction
d'étherification est poursuivie pendant 15 h., toujours sous
courant d'azote. On ajoute alors 10 ml d'ezu au milieu
réactionnel d'olh l'on extrait le glycopeptide méthylé par

T

/

(*) - La méthylation des oligosaccharides a été réalisée en partie

par nous-mémes et en partie par Yves LERCY, dans les deux ces,

sous la direction de Bernard FOURNE

(**) - L'hydrure de sodium est commercialisé gsous forme d'un mélange

avec de la paraffine dans le rapport 1/1 (p/p).
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5 fois 5 ml de chloroforme. Les phases chloroformiques
rassemhlées sont ensuite lavées par 2 fois 10 ml de
thiosulfate de sodium & 1 % dans l'eau, puis séchées par
du sulfate de sodium anhydre. La phase chloroformique

anhydre obtenue ect <vaporde sous courant dlair et mise a

iques de méthylation.

%

dessécher dans un excicateur.0a recommence ensuite 2 cycles
t

iden

Dans le cas de fragments oligosaccharidiques, nous

disposions de quantités beaucoup plus faibles. Les réactifs

I
o
=

étaient ajoutés en excés par rapport au nombre de groupements
4 méthyler, 5 fois pour le méthylsulfinyl - carbanion (¥) et

10 fois pour 1l'iodure de méthyle.

2.- Hydrolyse des produits perméthvlds.

Aprés les trois cycles de méthylation, le résidu sec et
repris par quelgues gouttes de méthanol, était hydrolysé
a 100° C pendant 4 heures par 1 ml d'acide chlorhydrique 4 N.
Ce dernier était éliminé par codistillation svec de 1'Zthanol.
Le résidu sec était placé pendant 18 h. dans un dessicateur

en précence da soude et d'anhydride phosihorigue. Dans le ca

(5]

-

d'oligosaccharides ne contenant pas de résidus de N - zcétyl -

(8]

glucosamine 1l'hydrolyse était poursuivie pendant 1,5 h. avec

de l'acide chlorhydrique 1,5 N.

3 e= Fractionnement des hydrolysats des glycopeptides.

Les hydrolysats des glycopeptides qui coatiemnent des
résidus de glucosamine méthylée sont fractionnés par une

électrophorése préparative sur papier Whatman n°3 & pH 3,9

(*) - préparé selon la wéthode de SANFORD et CONRAD (238 )

rapportée par FOURNET (81 ).
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(MICHL) (179 ) (7 volts/em pendant 4 heures). La révélation

de bandes latérales par le réactif & l'oxalate d'aniline de
PARTRIDGE ( 217) et par le réactif & la ninhydrine permet de
localiser la bande neutre des monosaccharides neutres -0 -
néthylés et la bande basique des -0 - méthyl - glucosamines N -
méthylées. Ces deux bandes sont éluées par de 1'eau distillée
adéitionnée de quelques gouttes d'acide acétique. Les éluats
sont évaporés & siccité dans un évaporateur rotatif et les

dernisres traces dleau sont éliminées dans un dessicateur.

4 - Identification des éthers méthylioues (*).

a.- Identification des éthers méthylicues des monos rides

w0
j4b]

48]
H

cc

v

neutres.

0,1 mg de monosaccharides neutres - 0 - méthylés sont
méthyl - glycosilés par 0,1 ml de méthanol chlorhydrique (1 N en
HC1), & 1C0° C, pendant 8 heures en tube scellé. La sclution
est évaporée &4 siccité sous courant d'azote et le résidu est
repris par 50 pl de m3thanol. Les éthers mdthyligues sont
chromz2tographids en phase gazeuse sur une colonne de varre
(0,3 x 300 cm) remplie de chromosorb WAMHIDS (mesh 60 - 80)
contenant 3 % de carbowax 6000, La température de la colonne
est de 180° C, de 1l'injecteur 200° C et du détecteur 210° C
(détection & ionisation de flamme). Le débit d'azote, saz
vecteur, est de 20 ml/mn. Les 2, 3 4 et 3, 4, 6 = tri = O =
méthyl - & - D - mannosides poss&dent dans ces conditions
le méme temps de rétention. Les deux dérivés sont séparés sous

forme de dérivés triméthylsilylés dans les conditions décrites

(¥) - L'analyse en phase gazeuse des monosaccharides méthylés a ¢€

P

té
réalisée par Yves LEROY sous la direction de Bernard FCURNEAT.
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par FOURNET ( 81 ). Cette derniére technigue pernect dlailleurs
d'avgmenter la sensibilité de l'analyse au détecteur & ionisation

de flamme.

b -~ identification des méthyl-osamines.

J

Les osamines méthylées sont trimethylsilylées selon 1le

3
13

procédd de SWEBLEY ct 21. (268 .0, mg de 1z fraction osamine
sont dissous dans 100 }Ll de pyridine anhydre qus l'on additionne
de 50 wl d'hexaméthyldisilazane et de 50,;1 de triméthylchlorosilarn:
Le mélangs est agité trés énergiquement pendant 15 mn, puis séché
sous courant d'azote. Le résidu est repris par 1 ml d'heptane et

la solution est centrifugés. Le surnageant est séché sous courant
d'azote. Le résidu sec est repris par S50l d'heptane et 1}Llwe

la solution est soumis & la chromatographie en phase gazeuse dans
les conditions suivantes ¢ colonne d= verre de 0,3 x 180 cm ;
chromosorh WAWHIDS (mesh : 100 - 120 ) contenant 3 % de silicone
ov17

120° ¢, de 1'injecteur 200° C et du détecteur 210° ¢ -{iomisation

“e

débit du gaz vecteur (N2) 20 ml/mn ; température du four

B - OXYDATTOW PHRIODICUE DE3 GLYCOPEPTIDHS,

GOLDSTHIN et al. ( 87) ont décrit un procédé de dézradstion
de la frazction glycanuigue des glycoprotides appelée couramment
dégradation récurrente de SMITH. Le principe du mode opératoire

le suivant : la fraction glucidique est d'abord oxydée pa
1'acide periodigue qui transforme les oses conjugués porteurs de
fonctions of -zlyccliques en dialdéhydes ; dans un second temps,
les fonctions aldéhydiques sont réduites en fonctions alcooligques
rer le borohydrure de potassium ; dans un troisieme temps, les
liaisons glycosidiques, labilisées par la transformation des oses
en acétals lindaires, sont hydrolysées en milieu acide dilué. On
sépare ensuite les différents fragments pour obtenir la fraction

glucidique non oxydée liée & la chalne peptidique.

]
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1.- Modalités de 1'oxydation.

L'oxydation est réalisée & 5° C dans une soluticn 0,01 M
en acide periodique et le rapport molaire entre le glycopeptide
et l'agent oxydant est de 100. 40 mz de glycopeptide sont dissov
dans 80 ml d'eocu et cette solution est additionnée de 80 ml
d'acide periodigue 0,02 M. L'oxydation est suivie en mesurant
la diminution de la densité optique a 310 nm pendant 8 jours.
L'acide periodique en excés est détruit par 1l'addition 4'1 ml
d'une solution d'éthyléne glycol diluée au quart.-(laisser 30 mm
sous agitation & 20° C).

v

2.~ Réduction du polvaldéhvie.

La solution précédente est amené doucement & pH 7
avec de la soude 0,1 N, Les fonctions aldéhydiques sont réduites
par l'addition de 700 mg de borohydrure de potagsium. L'ensexble
est maintenu pendant 18 h & 4° C. L'exés de réducteur est détruit
en ajustant le milieu & pH 6 avec de l'acide acétique. Ensuite,

par addition de soude 1 N le pH est élevé a 7.

4.~ Sliminaticn des réactifs.,

Apres concentration a l!'évaporation rotatif, la solution
!
(3 2 4 ml) est chrematographiée sur une colonne de Sephadex
(40 - 120'P_)(2 x 60 cm) stabilisée dans de 1l'eau distillée.
Le glycopeptide modifié est repéré dans 1'<luat par la réaction
gu 2o

zu phénol - sulfurique de DUBOIS et 2l. (67 ).

4.~ Igolement de la fraction slvecoveptidigue non modifide,

L'éluat précédent contenant le glycopeptide modifié

-

était évaporé & sec. Le résidu €tait hydrolysé par 30 ml de

H2SO4 0,16 N pendant 15 h & 20° C.
L'acide sulfurique était €liminé en amenant 1'hydrolysal
& pH 7 avec une solution de Ba (OH), saturde. L'ensemble était

2
res centrifugation, le

raintenu & 4° C pendant 1 heure. Ap

Y.
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surnageant étzit concentré et chromateographié sur une colonne
de Sephadex G 15 (1 x 110 cm § 40 - 120}41)- La fraction glycopep-
tidique non mcdifide (FGOP) était repérée dans 1'éluat comme

2

précédemment par le réactif de DUBOIS et al. ( 67).

C ~ HYDRAZINOIYSE KT DIAYOTAYICN.

La mise au point du procédé d'hydrazinolyse - diazotation

o

ies olizosaccharides libres et conjugués a été réalisée au Laboratoirs

par BAYARD ( 14 ) et par BAYARD et MONTREUIL ( 15 ).

1e= incipe.

L'hydrazine employée tout d'abord par AKABORI et al.( 2 )
et ensuite par MATSUSHIMA et FUJII ( 171) coupe spécifiquement
les liaisons amides. Lec N - acétyl - glucosamines sont dészcétylée
et la liaison protéine - glycanne entre l'asparagine et la N
acétyl=glucosamine est rompue. Les osamines désacétylées sont
alors désamindes par l'acide nitreux. Cette désamination entratne
une coupure spfcifique de-la chalne Tlucidique au niveau de la

. /s T T : . iy
lucosgjln:/\‘ATLULlIHA t FUJII (171 \/ Ce -ci est transforude

L6

n 2,5 - anhydro - D - mannose. On obtient par ce procédd des
oligosaccharides ne contenant plus de glucosamine et possadant

un résidu de 2,5 - anhydro - D - mannose en position terminzie

=R ]

réductrice. De plus, l'acide N - acétyl - neuraminique est

désacétylé et désaminé en partie.

2.- Protocole expérimental.

L'hydrazinolyse.

o
o0
R

100 mg de glycopeptide, désséché sous P 05 pendant 4
sont mis en solution dans 1 ml d'hydrazine anhydre. L'ensemble
est porté & 100° C pendant 30 h. L'hydrazinolysat est repris par

100 ml de toluéne et évaporé sous vide & 40° C.

|
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L'hydrazine est alors entraindée par le toludne. Cette
opération est répétée encore deux fois.Le résidu sec est repris
par 3 & 4 ml d'une solution d'acide acétique & 15 % dont la tem-
pérature a ét< préalablement descendue & 4° C. L'ensemble est
chromatographié¢ sur une colonne de Sephadex G 50 (40 - 120 P 3
3 x 100 cm) stabilisée i 4° C dans de l'eau distillée. Le
glycanne N - ddsacétylé est récupéré et les contaminants tels

que lt'hydrazine et les hydrazides d'amino - acides sont éliminés.

b - Désaminaticn nitreuse.

La désamination nitreuse du glycanne préalablement N -
désacétylé est réalisée selon le procédé de HORTON et al.( 117).
L'éluat de la colonne de Sephadex G 50 contenant le glycanne N -
désacétylé est évaporé 4 sec et repris par 6 ml dteau distillée
contenant 166,8 mg de nitrite de sodium et 9OHJ d'acide acétique
glacial. La solution est maintenu & 4° C pendant 20 heures sous

agitaticn magnétique.

¢ - Dessalage et séparation des fractions neutres et acidss.

Aprzs action du nitrite de sodium, la solutioan esst chroma-
tograrhide & 4° C successivement sur des colonnes (2 x 20 cm)
d'échangeurs de cations (Dowex 50 x 8 ; mesh 25 - 50 ; forme
acide) et d'anions (Dowex 1 x 4 3 mesh 200 - 400 ; forme
formizte). Les solutions effluentes contiennent les oligosac-
charides neutres et les oligosaccharides acides sont ensuite
élués de 1l'échangeur d'anions par une solution d'acide formique

~ 4
a 2 %

d - Détermination des rapnorts molaires des oligoszccharidss

et monosaccharides présents dans 1'¢éluat neutre des

diazotats des slvcopentides.

La présence d'uan seul résidu de 2,5 - anhydro - D ~ mannose

%

en position réductrice terminale par fragment glucidigue permet

-oo/
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d'en déterminer les rapports molaires par comntage de la radio-
activité portée par les oligosacch:rides, préalgblement réduits
rar le borohydrure tritié et sénarés par chromatogsravhie sur

papier.

Mode cnératoire :

L'éluat neutre des diazotats est concentrd sous vide. On en
prélave LO;Ll conteriant environ 0,5 wg de glneides auxquels on
ajoute 20pl d'une solution de KOH 0,0IM contonant 0,1 m Ci de

57

borohydrure de sodium tritidé (activité spéeificue 10 Ci/m M) et
environ 460pnl d'eau distillée. L'ensemble est abandonné pendant
2 heurcs a 20° C. La réduction est rendue totale par addition

de quelques mg de borchydrure de sodium froid. Apres 4 heures

®

de rdéaction le borohydrure en exceés est détruit par projection

de Dowex 50 x 8 ( mesh 25 - 50 ; forme acide). La suspension

est filtrée et évaporde sous vide. Le rdésidu sec est repris (deux
3 trois fois) par le mélange méthanol/acide acétique (95 : 5) et
évapord de nouveau. La plus grande partie de l'acide borigue est
codistillée avec le méthanol. Les derniéres traces sont élimindes

par une €lecirophorése préparative sur papier dans le tampon de

L]

MICHL (179 ) & pH 3,9. Les oligosaccharides migrent a1 nivesu de

e, la bande contenant ces glucides
Sduits est élude par de 1l'eau distillée. Aprds élution, la

solution est évaporée sous vide. Les olisaccharides terminés par

le 2,5 - anhydro -~ D - mannitol ainsi qus le 2,5 - anhydro - D -

mannitol lui-m8me sont sépards par chromatographie sur papier
Whatman n®3 dans le systéme solvant : acétate d'éthyle, pyridine
acide acétique, eau (5 ¢ 5 ;1 ¢ 3). Aprés 12 heures de migration,
le chromato;sramme, séché, est découpé en bandes (1 cm de large et

5 cm de long) que l'on place dans 10 ml du mélange scintillant :
toluzne - PPO -~ POPOP. Tous ces échantillons sont ensuite pﬁssés
dans un compteur de radioactivité., Le nombre de c.p.m. est
proportionnel au nombre de moles de chaque oligosaccharide.Cn en

déduit leurs rapports molaires.

- FPractionnement des oligcsaccharides neuilres.

Les oligosaccharides neutres sont fractionnés par chroum:-
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tographie préparative sur papier Whatman n°3 dans le systéme
solvant cité précédemment (p.105 ). Grfice au résidu de 2,5
anhydro - D - mannose en position réductrice terminale,ils
sont révélds soit par le réactif A 1'urée chlorhydrique de
DEDOND%R ( 60) soit par celui de PARTRIDGE (217 ) & 1l'oxalate
d'aniline.

D - RUPTURY DK LA LTATSCON PROTEINE - GLYCANNE WT HYDRAZINOLYSE -

DIAZOTATION DU GLYCANNT LIRFRE 3 POSITICN DU FUCOSE

)i o

La combinaison des résultats obienus aprés le

O]

méthylations, l'oxydation periodique et d'hydrazinclyse -
diazotation a prouvé que, dans les glycannes, le résidu de
fucose était braaché sur une N - acétyl - glucosamine. Il nous
fallait déterminer l'emplacement de cette osamine. Il y avait
de fortes présomptions pour brancher ce résidu de fucose sur

1t osamine impliquée dans la liaison protéine - glycanne. Le
principe de notre manipulation fut de modifier ce résidu de N -
acétyl - zlucosamnine de telle sorte qu'il puisse &ire distingué

des autres résidus de N - acétyl - glucosamine,

vrotéine olveasnn
Croteine -~ FIVeasnie.

-
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Nous avons suivi le protocole préconisé par LER et
SCOCCA (145 )« La N = acétyl - glucosamine est alors transformé

en osaminitol,

issous dans 15 ml c'une

ot
o

40 mg de glycopeptide son
solution de NaCH 1 M et BH4K 1 M. L'ensemble est porté & 100°

pendant 6 heures puis refroidi dans un bain de glace. L'exces
t i}

(& ]

de borohydrure est détruit en amenant la solution & pH 6 par
addition d'acide acétique. Lz solution est concentrée partiel-
lement et centrifugée pour éliminer la plus grande partie du
borate. Le surnageant est chromatosraphié sur une colonne

(2 x 60 cm) de Sephadex G 15. Les premidres fractions de 1'élua

EA,
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donnant une réaction positive au phénol - sulfurique de DUBOIS

et al a2l

2.~ Hydrazinolyse ~ diazotation,

Les N -

en majeure partie désacétylée

e8

nous avons préféré faire agir,

67 ) étaient rassemblées, concentrées
b

acétyl - glucosaminesnon réductrices

puis lyophilisées.

sont
par l'action de la soude. Néanmoin

en outre, l'hydrazine anhydre

suivant le

protocole décrit page 103.

L'action de 1l'acide nitreux nous fournit de nouveau

des fragments glucidiques portant

2 ~ mannose réducteur.

Mais dfapre

un résidu de 2,5 ~ anhydro -

BANDO et MATSUSHIMA (13 )

0
"

la glucosaminitol se transforme en quatre composés :

- le 2 - désoxy - D - arabino - hexose (2 - désoxy - D-
glucose)

- le 2 - désoxy - 3 - hexulose,

- le 2 - hydroxyméthyl - 2 - désoxy - D - arzbino -

pentose,

le D -~ mannitol,

qui se irouvent avant et

les proportions suivantes :

Pour obtenir une grande proportion de

glucitol,

duction resp
/

nous avons réduit la phase neutre obtenue apreés

gctivement dans

et 55/14/16/4.

traitement & 1'acide nitreux (p. 104 ).

3.~ Séparation des produits obtenus.

Les produits réduits ne réag

& l'urée chlorhydrique ni a celui
avons donc opéré, dans un premier
borohydrure de sodium tritié pour
lors de la séparation des

fractionnés par chromatographie

nstituants.

7
~ oxy =
le
igssent plus au réactif
1'oxalate d¥aniline., Nous

1 une réduction au

(D

mPS
avoir un moyen de repérage

=
Les

produits sont

sur papier Whatman n°3 dans le

N
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systéme solvant cité page 105.

E - HYDROLYSES ENZVMATIQUES (*)

Action d'une neuraminidase.

La neuraminidase de Clostridium perfrinsens (E.C.5.2.1.1

8

utilisée est fournie par la firme WORTHINGTON. L'hydrolyse est

effectude dans un tampon de pH 5,6 (acétate de sodium 0,05 M ;

chlorure de sodium 0,06 M ; chleorure de calcium 0,004 M) (ROBINSON

et PIERCE) (234 ). Le rapport enzyme/clycopeptide était de 1/100.

Aprés 24h d'hydrolyse a 37° C, la solution est

chromatosraphide sur une colomne (1 x 110 cm) de Rio-gel Py (ue
2C0 -~ 400). Les différents constituants de 1'éluat sont vepérés par

le réactif au phénol - sulfurique de DUBOIS et al. (67 ) et par le
réactif & la diphénylamine de NIAZI et STATE (204 ) modifide par
WERNER et CDIN (283 ).

2.~ Action dl'une galactogidase
Nous avons employé la 6 - D - zalactosidase (BaCo3e241.2
de Five Jack préparde selon la méthode de LI et LI ( 153).

o
i
Q
D
=
()
o
o
=
(4]
2

olution d'oligosaccharides contenant 1 KM

HiNa, 2

de gzlactose sont =2dditionnés 9GOfL1Ad‘un tampon & pH 6 (PO[ H
+
0,05 M ; acide citrique 0,05 M). On ajoute alors ACPJ de la solution
5t

poursuivie pendant 20 h. a 37° C.

(¥) - Ces hydrolyses enzymatiques ont &été réaliséec grfce aux

congseils du Docteur Genevidéve SPIK.
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Dans les mémes conditions, 1G;L1 de la solution
enzymtique libérent en 10 mm 0,025 WM de p - nitrophénol &
partir de 1l'hétéroside de synthése du galactose se trouvant pendant

1'hydrolyse & une concentration de 0,05 m M,

L'hydrolysat est dessalé sur échangeurs de cations
(Dowex 50 x 8 3 mesh 25 - 50 ; forme acide) et d'anions (Duolite
A 102 D ; mesh 25 - 50 ; forme formizte). L'éluat neutre est dva-
poré puis soumis a une chromatographie sur papier Whatman n°3 dans
le systeme solvant : acétate d!'éthyle - pyridine - acide acdtig
eau - (5 - 5 - 1 = 3). Grice & des témoins latéraux de quantité
e

connue et croissant 1%on détermine la quantité d'ose 1ibéré par

v

L/

ltenzyme.

30.= Action d'une mannosidase.

L' ¢ ~D - mnnosidase a été isolée selon le protocole

de LI et LEE (152 ) & partir de la "Bromelain"

4 - Action de 123 - D - N - acétyl - glucosaminidase (BC : 5.2.1.30)
X 2 :

La 6 --D - glucosaminidase a été préparée selon le proto-

cole de LI et LI (153) & partir de Feve Jack.’

L'hydrolyse a été poursuivie pendant 48 h a 37° C a
pH 5 (tampon citrate de sodium 0,05 M) (153). Les oligosaccharides
ou les glycopeptides modifiés étéient ensuite isolés par chromato-
graphie sur une colonne de Bio-gel P, ou Py suivant la masse

moléculaire de ces derniers.
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RESULTATS PERSONNELS

CHAPITRE I.

- B - T — - Y -~ TP W T A G G e W G AP s G G - G -

Ce chapitre sera divisé en cing parties :

1.~ Isolement et fractionnemeni des immunoglobulines.
2.~ Localisation des groupements glycanniques.

3.~ Btude des modalités de la liaison entre la protéine et

les glycannes.

4.- Détermination de la séquence peptidigque autour du point

dtattache protéine-glycanne.

5.~ BEtude de la structure des groupements glycanniques.
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ISOLEMENT ET FRACTIONNEMENT:

H
H DES IMMUNOGLOBULINES. H
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Les deux objectifs que nous nous étions fixés, & savoir :

-~ isoler rapidement et en grande quantité les anticorps du lait de

Vache en vue de supplémenter l'alimentation du Nourrisson.
~ et étudier la structure des glycannes de ces immunoglobulines

nous imposaient, dans un premier-temps, d'une part, de choisir le
substrat de départ et une méthode efficace d'isolement, et d'autre
part, de fractionner suffisamment les immunoglobulines pour obtenir

une famille homogéne avant d'entreprendre des études structurales.

I.~ ISOLEMENT DES IMMUNOGLOBULINES.

———

Pour obtenir des globulines IgG en grande quantité, nous
avons fractionné du colostrum et non du lait de Vache pour la raison
citée antérieurement (voir p. 14 ) et que nous avons nous-mémes
vérifiée (voir Tableau XVI ;p.112),

Nous avons employé deux techniques. L'une s'identifie & celle
de SMITH (247) et utilise les effets additionnels d'un gradient de concen-
tration en sulfate d'ammonium et d'un gradient de pH (MONTREUIL et al.)(185)
L'autre est calquée sur la méthode au rivanol de KENYON et al. (127)
décrite par ANTONY ( 4 ). Elle met & profit la propriété précipitante
de 1'éthanol sur les protéines. Nous discuterons la valeur de ces deux

mé thodes.

.



TABLEAU XVI.

Rendement en précipité P, (voir Fig.5 3p.21)
en fonction de la chronologie des traites

exprimé en g. de protéines/litre de colostrum

de Vache.

(T T T T T T T T T Ty T T
( Traites : Rendement pondéral

C S
( :

( : ,

( 5 h. aprés le vélage : 63,5

( :

( 10 n. apres le vélage : 18

( :

{ 22 h. aprés le vélage 4,8

(

% 34 h. aprés le vélage 2,75

(

(
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A ~ FRACTIOMNEMENT DU COLOSTRUM PAR LE SULFATE D!AMMONIUM.

1.~ Préparation du lactosérum.

Pour utiliser ce procédé au sulfate d'ammonium, il faut

obtenir au préalable un lactoserum limpide. Le colostrum utilisé

est fait de la traite qui suit de quelques heures le vélage (a).

Ce lait colostral. est maintenu en chambre froide & 5° C

vendant 24 h. avant d'&tre délipidé (16 000 t/mn ; "rotor-
batch" modéle SPINCO). Par cette méthode, le colostrum est débar-

rasé de son beurre et de ses"boues" (b). Il est ensuite décaséiné

par le procédé de LINDERSTRPM-LANG (155 )en acidifiant & pH 4,6

par l'acide chlorhydrique 0,15 N (c). Le précipité des caséines

est

éliminé par centrifugation ("rotor-batch" - 1600 t/mn} aprés

un repcs de 24 h. en chambre froide (5°C). Nous disposons alors

d'un lactosérum limpide que 1fon soumet au fractionnement par le

sulfate d'ammonium.

2.~ Précipitation par le sulfate d'ammonium.

Le mode opératoire de ce procédé fut décrit en détail par

AN'ONY ( 4 ). Le schéma du fractionnement est reporté dans la

figure 5(p.21).

—— - ——

(a) -

() -

(e) -

—— e - . = o~ o o " T o > - T - W G = T W o " . . Y —— . -

Nous remergions chaleureusement Mr.et Mme HENNETTE de nous
avoir fourni ce cologtrum avec tant de gentillesse et de
bonne humeur.

Précipité jaunftre tres abondant dans le colostrum des premidres
traites et disparaissant, peu a peu, les jours suivants.

Au lieu de diluer au 1/5 le lait comme dans la méthode originale,
on ajoute un volume d'eau au colostirum délipidé avant d'amener son
pH & 4,6. Mais comme le volume d'eau & ajouter au colostrum
délipidé est variable suivant 1'échantillon pour précipiter les
caséines & pH 4,6,nous préférons, aprés avoir ajusté le pH du
colostrum délipidé & 4,6, dialyser la solution. pendant deux ou
trois jours avant d'éliminer les caséines par centrifugations.
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Nous avons pu vérifier, comme ANTONY (4 ) que les
globulines immunes se trouvaient rassemblées dans les précipités Pq et
Py (Fig.19 ;p.. 115)et qu'ils ne contiennent pratiquement que des
globulines immunes. En outre, au regard des résultats pondéraux et de
la composition des différents précipités (Fig 29,p.116) on peut admettre
en premiére approximation que 95 % de ces globulines immunes se

trouvent rassemblées dans ces deux précipités Py et P4.
L'immuno-électrophorése révele dans ces deux précipités

quelques impuretés constituées par les protides suivants : o -lactalbumine, @-

lactoglobuline, serum albumine et lactotransferrine (Fig.20 ,p.116)

B -~ FRACTIONNEMENT DU COLOSTRUM PAR LE RIVANOL.

Pour effectuer ce fractiomnement suivant le mode opératoire
utilisé par DUQUxSNE (68 ),pour isoler les globulines immunes du serum
de Boeuf nous avons pris corme matériel de départ du colostrum délipidé.

Les précipités récupérés (P11 P, et P5) (Pig.21 ,p. 117)

contiennent tous du rivanol. Celui-ci est &iiminé des précipités P2 et P3
en dissolvant la poudre obtenue aprés lyophilisation, dans une solution
de chlorure de sodium & 5 % & tH 5,2 (pH ajusté avec de l'acide chlorhy-
drique concentré). Aprés centrifugation le surnageant est dialysé contre
de 1l'eau distillée et lyophilisé. Le produit final est pratiquement
exempt de rivanol. Quant au précipité P1, il se pose un probléme de
redissolution aprés centrifugation. Néanmoins, plusieurs essais furent
réalisés pour tenter de le redissoudre. Dans tous les cas,le résultat
n'était pas satisfaisant. Cependant, on a pu réaliser des électrophoreéses

et immuno-électrophoréses en gélcse sur la partie soluble (Fig.22 ,p.118)

C -~ DISCUSSION ET CONCLUSION.

Lors du fractionnement par le rivanol, les globulines immunes
précipitent déja au cours de la premiére étape. Il était assez difficile

de quantifier cette perte. Aussi avons-nous appliqué les deux méthodes de

oo/
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CO' \\V\—:." < )/:;ﬁ
1389 P1 . AC
g hie Cadin - .
p1 o . - -
1,59 P2
P2 W‘
AC
109 P3 P3 //_—'M
p [ .
4 S \\,__,44<:A;_,:7’
39g Ps R— AC

‘dépot

Figure 19. \i":’:"

Rendements pondéravx et schémas des électrophoréses et
immuno-électrophoréses des produits obtenus aprés fractionnement

du colostrum par le sulfate d'ammonium.

A C : immunsérum de lapin anti-protéines colostrales.
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4vfcm - 2h - pH 8,2

AC

Py - rivanol

AC

AC

Py - 50,(NH,),

AC

AC

Pa- 504(NHL) 5

AC

Figure 20.

Schémas des immuno-électrophordses des précipités P, (Rivanol)

et Py et P, (sulfate d'ammonium)

AC : immunsérum de lapin anti-protéines colostrales; IgG4 ; IgGy 5 IgM :
immunoglobulines o LTV 3 lactotransferrine ou "Red Protein", Li : & -

lactalbumine , LG : lactoglobuline , SA : serumalbumine.



Solution de colostrum délipidé additionnée de trois volumes

d'une solution de rivanol & 044 % et ajustée & pH 7,7

- attendre une demi-heure

) Précipité P,

v

Solution S,, ajustée & pH 6,8 amende & 25 % d'éthanol

- attendre 3 & 4 heures a -~10°C

—3 Précipité P,

v

Solution §,, ajustée & pH 5,8, amenée & 40 % d'éthanol

- attendre 15 heures.

> Précipité I"3

Y

Solution S 3

- dialyser

Figure 21,

Schéma du fractionnement du colostrum

de Vache par le. rivanol.

117
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P1

P2

P3

S3
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dépot

Figure 22.

Schémas des électrophoréses et des immuno-électrophordses des

précipités obtenus par le fractionnement au rivanol.

Py 21
2
3
4

- dissolution dans NaCl & 5 %

1 " "

tampon citrate M & pH 8,2

- " " " " " v pH 7,15 et 6 M urée

-t " " citrate M -
/igﬁt‘

AC s immunsérum de lapin anti-protéines colostrales. &““{)

Nt

AC

AC

AC

AC
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précipitation sur un mdme lot de colostrum. Seuls les précipités contenant
des globulines immunes ont retenu notre attention, & savoir : les précipités
Py et P4 obtenus par le fractionnement au sulfate d'ammonium et P, et P3
isolés par la méthode au rivanol. Par cette derniére technique on constate
une perte trés importante en globulines immunes (Tableau XVILp,120 ), En
outre, l'immuno-électrophorése révéle plus d'impuretés dans le précipité Pp
(Fig. 20 p.116) obtenu par le fractionnement au rivanol que dans le

précipité P1 recueilli par le procédé au sulfate d'ammonium.

C'est pourquoi nous avons choisi pour nos études ultérieures la
technique au sulfate d'ammonium. En partant du colostrum, nous obtenons
par cette méthode des quantités importantes de.globulines immunes et dans

un état de pureté satisfaisant.

IT.~ FRACTIONNEMENT DES GLOBULINES IMMUNES,

L'hétérogénéité des immunoglobulines obtenues par les
fractionnements au sulfate d'ammonium et au rivanol nous a amenéd a
entreprendre leur sous-fractionnement avant d'envisager leurs études struc-

turales.

Nous awons choisi comme substrat de départ les précipités

P1 et P4 /so4 (1«114)2
son rendement faible, nous l'avons soumis & une analyse rapide. Car

4 Malgré la complexité du précipité P, (Rivanol) et

1timmuno-électrophorése révéle la présence d'un composé possédant une

migration analogue & la "Red protein" de GROVES ( 99 ) (Fig20 , p. 116).
Pour déterminer les différents groupes de globulines immunes

nous avons employé deux types de chromatographie : la chromatograpnie

de tamisage moléculaire et la chromatographie sur échangeurs d'ions.

s/
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TABLEAU XVII.

Rendements comparatifs des précipités obtenus & partir
d'un méme lot de colostrum de Vache par les techniques

au sulfate d'ammonium et au rivanol.

v o Y > v 045 i W S S W . Y A T S A A A TN e e S Y o e B G T T A S S S S O

Fractionnement de 1 litre de )
( )
g colostrum décaséiné )
( (exprimé en g.) g
é“‘“““"“"“‘"""“““"'"““"'; """"""""""" )
( ) -
% Précipités ; 50, (NH4)2 : Rivanol 3
( : : 3
( : : )
g P1 : 3545 Insoluble %
: :
( P, : 0,38 : 18,2 )
( . . )
E Py : 2,5 : 1 %
§ P4 ; 10 x - g
( : f
( 33 t - ¢ non récupérég
( f : dénaturation)
é s : 3,4 : )
( 4 : ! $ - )
: : )

o A - v T iy G G - - S O Mo W T S P N A i S Ty v Gt B P T T S G GAS it s W AN A G T Y L SV G D S A Bk e e e P M e
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A ~ ETUDE D£S PRECIPITES OBTENUS PAR L: FRACTIONNGMENT AU SULWATE
DY AMMONTUM.

1.~ BEtude du précipité P, .

a)- Chromatographie sur Sephadex G.100.

La chromatographie du précipité P1 fournit un seul pic avec
un épaulement. On a voulu parfaire la séparation en recyclant ce composé
croyant & la présence d'lg M (Fig.23a p.122). Mais la fraction I ( F I)
nous a semblé trop importante, L'étude immuno-électrophorétique donnerait
un résultat interprétable & la condition de séparer nettement les fractions
IetII (PIet F II. ). On a donc recyclé deux fois 1,5 g de la
fraction F II. Cet échantillon avait été dialysé et lyophilisé une fois
de plus que le précipité Py natif. On remarque dés le premier cycle de la
chromatographie que la fraction I (FIa) était nettement individualisée
de la fraction 1I (¥ II;) (Fig.23 b ,p.122). On a obtenu & la fin du
deuxiéme recyclage les fractions FIp et FII, bien séparées. L'analyse
immuno~électrophorétique montre que la fraction FI, posséde une migration de
6‘1 et la fraction FII, une migration de 8'2. Ce résultat Bous a intrigues
bien que tout laissait croire & une séparation en deux groupes distincts,
différents par leur masse moléculaire (d'aprds le principe de la filtration
sur gel). De nouvaau, nous avons chromatographié la fraction FIJ, aprés
ltavoir dialysée et lyophilisée. Nous n'avons pas été surpris de voir de
nouveau apparaitre deux fractions (Fig.23¢ p.122). Car ce phénoméne de
polymérisation aprés congélation (lors de la lyophilisatipn) a déja été

signalé par HANSSON (108) avec les immunoglobulines humaines,

b)- Chromatozraphie sur DEAW - Sephadex A - 50.

Nous avons chromatographié sur DEAE ~ Sephadex A - 50 la
fraction ¥ II (venant du fractionnement du précipité Py sur Sephadex G 100)
(Fig.23a; p.122)Aucune substance n'est élude avec le tampon phosphate 0,02 M
& pH 8 (Fig.24 p.123). Toute la fraction K] est récupérée aprés lec passage
du deuxiéme tampon., Nos résultats confirmeant ceux de MURPHY (199 ). Le

précipité P1 du lactosérum du colostrum ne contient que des IgG "rapides"

.
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Courbe d'élution du fractionnement sur Sephadex G.100

@

(a) - du précipité Py - S04 (NH4)2 (b) - de la fraction F II
(¢) - de 1la fraction F II, et schémas des immunoélectrophoréses
du fractionnement (b).

A C : irmunsérum de lapin anti-protéines colostrales.
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Figure 24.

Courbe d'élution du fractionnement sur DEAE -~ Sephadex
A-50 de 700 mg de la fraction II (P1) - Tampon phosphate
de sodium ~-Colonne : 3 x 40 cm - Débit : 15 ml/h -
Rendement ¢ 79 %.
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Ig G, ) mais la courbe d'élutions laisse apparaitre une certaine
1
hétérogénéité.

¢) = Chromatographie sur SE - Sephadex C-50.

La fraction F II a été chromatographiée sur SE ~ Sephadex C-50
Un obtient deux groupes d'Ig G : l'une éluée par un tampon d'acétate de-
sodium 0,04 M & pH 5,5, llautre, par un gradient de molarité en acétate
de sodium (0,04 & 1 M) (Fig25 A ,p.125). Le premier groupe (I) se sub-
divise en cing fractions (a, b, ¢, d, ) _avec les tampons 0,02 M et Q04 M
en acétate de sodium & pH 5,5 (Fig.25B, pd25) . Nous n'avons pas essayd

de fractionner le groupe II qui paraft néanmoins hétérogeéne.
d) - Conclusions.

Le précipité Py ne renferme que des Ig G dites "rapides"
Ig G1). Elles peuvent &tre divisdes en deux groupes hétérogénes suivant
(1g P groupe g

le schéma de la figure 26(p.126)

En ocutre, des IgM ont été mises en évidence par immuno-
électrophorése. Mais leur taux est trés faible et, de ce fait, le précipité

n'est pratiquement composé que d'Ig Gi.

2 - Btude du précipité P4-

a) - Chromatozrarhie sur Sephadex G 100.

La chromatogravhie du précipité P4 fournit un diagramme
d'élution plus complexe que le précipité P4 (Fig.27p.127). On obtient
rar un découpage artificiel six fractions. L'immuno-électrophorése révéle
que les fractions 3 et 4 necontiennent que des IgG. La fraction 6 renferme

un composé de migration trés cathodique que nous avons appelé la protéine

" "
L]

ees/
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Figure 25. Nt

Courbes d'élution du fractionnement sur Si - Sephadex C-50

de 600 mg (A) et 500 mg (B) de la fraction IT (Py) - Tampon
acétate de sodium & pH 5,5 - Colonne s 3 x 40 cm - Débit : 15 ml/h
Rendement : 70 %.
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Figure 26.

Schéma de fractionnement des immunoglobulines du précipité
P4 du colostrum de Vache. L
LILC

o

Ny Ly



D.O

0,51

é 127

[ ]
.I
.’ \
Ll
\..
/. ‘.
"-o-o-o.o....
'...‘ . e T ol o 2O .
ri'l | 2 |3f 4 : 5 .l’. , 6 .":m..o.o-
Vo=o 250 5G0 ml
= "
%ﬁ: v D— AC
N 1
v
AC
P 2
~__________;:_,¢¢4=> 3
AC
fﬂ.\ 4
°® 5
\":§>-.__~:=’<::;’ ~ AC
’ - - .\. 6
S— o~
g/ At
\<i?i
Figure 27. -

Courbe d'élution de la chromatographie sur Sephadex G-100

du précipité P4 et schémas des immunoélectrophorases des
fractions obtenues -~ Colonne : 6 x 120 em - Tampon : Tris 0,1 M 3
NaCl 1 M ; pH 8 - Débit 30 ml/h - Kchantillon : 1 g -

A C : immunsérum de lapin anti-protéines colostrales.
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b) - Chromatographie sur DEAE - Sephadex A-50.

La fraction 4 fut soumise & une chromatographie sur DE A E -
Sephadex A - 50. Contrairement au précipité P4, on obtient une fraction
dtIg G "lentes", divisée en deux sous-fractions, éluée par le tampon
phosphate 0,02 M & pH 6. Le passnge du tampon phosphate 0,37 M & pH 4,5
fournit une autre fraction hétérogéne composée d'IgG "rapides" (Fig.28 ,p.129.
L'immuno-électrophorése révele bien la différence de migration entre les

deux sortes d' Ig G.(FAHEY et HORBETT) (77) ; (MURPHY) (199).

¢) - Chromatographie sur S E ~ Sephadex C - 50.

les Ig Gq, obtenuss par le fractionnement sur une colonne de
DEAE - Sephadex A = 50 d'une fraction du précipité P4, furent chromatographiées
sur SE -~ Sephadex C - 50. Comme pour le précipité Pq, on obtient deux groupes
(1 et II) (Fig.29 p.130). Le groupe I,constitué de troix composés, est élué
rar un tampon d'acétate de sodium 0,04 M & pH 5,5 et le second par un tampon

de force ionique plus élevée (environ 0,37 M en acétate de sodium).
d) - Conclusions.

Le précipité Py contient des IgG lentes et rapides. Les IgG
rapides peuvent comme celles du précipité P41 se diviser en deux groupes
hétérogénes suivant le schéma de la figure 30 (p.131). Les IgG rapides du
précipité P4 et du précipité P{ possédent presque le méme comportement
chromatographique sur SE- Sephadex C -~ 90. Mais l'emploi de la technique
d'OUCHTERLONY (214 ) révéle néanmoins la présence d'un caractére antigénique

supplémentaire dans les Ig Gy du précipité Pq.

En conclusion de tous ces fractionnements, on peut affirmer

que les IgGY! représentent la fraction majeure du précipité Py

oeo/
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Courbe d'élution de la chromatographie sur D E A E - Sephadex

A - 50 des IgG du précipité P4 et schémas des immunoélectrophoréses
des fractions obtenues. Colonne : 3 x 20 cm - Tampon : phosphate de
sodium -~ Débit : 15 ml/h - Echantillon t 550 mg - Rendement : 78 %.

A C : immunsérum de lapin anti-protéines colostrales.
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Courbe d'élution de la chromatographie sur S E - Sephadex
C - 50 des IgG "rapides" du précipité Py.

Colonne ¢t 3 x 40 cm - Tampon : acétate de sodium & pH 5,5 -
pébit ¢ 15 ml/h - Echantillon : 380 mg.
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IgG du P4

+ impuretés

Chromatographie sur Sephadex Ge100

..S J | |

nprbtein IgG IgM Lactotransferrine
Lactoglobuline

Chromatographie sur DEAE - Sephadex A~50

'

IgG lentes = lgG2 IgG rapides = IgGI
{ I

F1 F? Chromatographie sur SE-Sephadex C-50

Groupe I Groupe II

FPigure 30.

Schéma de fractionnement des IgG du précipité

P, obtenu par le fractionnement au sulfate dt'amonium.

4
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B .~ ETUDE DU PRECIPITE OBTENU PAR L& FRACTIONNEMENT AU RIVANOL.

L'image immuno-électrophorétique de ce précipité Py est tres
complexe (Fig.20 , p.116). De plus, une premidére étude nous avait permis
de montrer que cette technique au rivanol entrainait une perte importante en
immunoglobulines., Aussi, avons-nous simplement voulu vérifier si le composé
possédant la migration de la "Red protein” de GROVES (Y9 ) était véritablement

la méme protéine (¥).

1o~ Chromatosraphie sur Sephadex G 100.

Le précipité P2 a été chromatographié sur une colonne de
Sephadex G - 100. L'immuno-électrophorese de la fraction 3 réveéle la

présence de ce composé ressemblant & la "Red protein" (4) (Fig.31 ,p.133).

20« Chromatosraphie sur SE - Sephadex C - 50,

Une chromatographie sur une colonne de SE ~ Sephadex ¢ - 50
du précipité P, a permis dtisoler le composé (A) dans un état de pureté

satisfaisant.

Lv'imnuno-électrophorése de la fraction 5 (Fig.}2;p,134),réaliséc
avec un immunsérum anti-protéines lactées, révéle un arc bien net et une
plage foue (absorption sur la gélose). Ua immunsérum anti-protéines sériques

ne réagit pas avec ce composé (4).

‘.‘Z
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

(*) = Nous remerc¢ions vivement Monsieur GROVES pour son envoi de

"Red protein" recgu le 20 Mai 1965,
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Courbe d'élution de la chromatographie sur Sephadex G-100

du précipité P, (Rivanol) et schémas des immunoélectrophoréses

des fractions obtenues. Colonne : 6 x 120 cm - Tampon: Tris 0,1 M
NaCl 1 M ; pH 8 - Débit : 30 ml/h - Echantillon : 1 g.

A C : immunserum de lapin anti-protéines colostirales.
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Figure 32,

la chromatographie sur S E - Sephadex

Bys
Utis

C - 50 du précipité P2 (Rivanol) Colonne : 3 x 30 cm - Tampon 3
acétate de sodium & pH 5,5 ; gradient (400 - 400 ml) 0,04 & 1 M -

Débit 1 10 ml/h~Echantillon :

A C : immunsérum de

300 mg.
lapin anti-protéines colostrales.
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Par la technique d'OUCHTERLONY ( 244°), nous avons obtenu un
raccordement parfait entre la "Red peotein” et le composé (A) de couleur rose.
Nous 1l'avons appelé "lactotransferrine" par analogie avec le lait de Femme,
AMONTREUIL et al. ( 184 )./

5+~ Conclusion.
Si ce précipité P2 n'est pa2s un substrat de choix pour l'isolement
des immunoglobulines, il permet, par contre, 1l'obtention rapide de 1la

lactotransferripne. (p. 220).

IIT.~ CONCLUSIONS.

Nous avons tenté d'édablir unzs relation directe entre les
différents arcs présents dans les immuno-électrophorégrammes des précipités
P1 et P4 (sulfate d'ammonium) et les différents groupes obtenus par des

fractionnements chromatographiques de ces mémes précipités.

Nous avons résumé dans la figure 33 (p.136) les correspondances

possibles.

L'arc dénommé "5" protéine correspond a la migration du fragment
58 /F (ab')y/ décrit par BUTLER et MAXWELL (37 ). Le composé Y que nous
désignons "IgG-polymérisées"” a été identifié & des IgGp polymdrisées par
ces mémes auteurs. D'aprés nos résultats cette polymérisation peut s'étendre
aux Ig G1 (Fig. 23 ,p. 122). L'arc X correspond d'aprés BUTLER et MAXWELL (37 )
& l'emplacement des Ig A . Et des traces de cetfe immunoglobuline dans les
Ig G1 du précipité P4 (sulfate d'ammonium) expliquerait le caractére antigé-
nique supplémentaire des Ig G1 de ce précipité par rapport aux Ig G1 du

précipité Py (sulfate d'ammonium).

Quant au composé Z qui n'est révélé gue par un immunsérum anti-

protéines sériques nous n'avons pu définir sa nature.

coo/
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Protéine AC+ AS
Hi , Col
F(ab), ?
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IgG lentes IgG rapides IgA l
IgG polymérisées
Figure 33.
Correspondance entre le colostrum et les fractions séparées Bus

LILLE,
par chromatographie des différents arcs présents dans les .

immunoélectrophorégrammes (ne figure que la fraction b/ - globu-
linique)

Z : n'est révélé gque par un immunsérum anti-protéines sériques.

A C: immunsérum de lapin anti-protéines colostrales.

A S: " " " L1} L " Sériques .

Col: colostrum.
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Les 1g G rapides totales sont analogues aux Ig Gg de
KICKOFEN et al, (128). Les Ig G lentes du précipité P, (sulfate
d'ammonium) divisées en fractions 1 et 2 ressemblent au Ig G
de type 5'2 et Xf1 obtenues par ces mémes auteurs & partir d'un

gérum de Boeuf.

Nos divers fractionnements confirment que le colostrum de
Vache contient principalement des immunoglobulines de type Ig G et plus

particulisrerent de mobilité électrophorétique Ig Gi.

Nous avons dosé les glucides des Ig G purifiées sur DE A E -~
Sephadex & partir des précipités P1 et Py (sulfate d'ammonium) (Tableau XV1II.
p. 138). Ces deux types d'Ig G1 se différencient légérement par leur taux
en acides sialigues et leurs rapports molaires en oses neutres. Mais ces
variations ne sont pas significatives pour parler véritablement de deux

familles différentes d' Ig G1.

Ces mémes dosages centésimaux ont été effectués sur les sous-
fractions d'Ig G1 obtenues par chromatographie sur colonne de S E -Sephadex
des Ig G1 du précipité Py (sulfate d'ammonium ). Mais les pourcentages en
oses neutres, basiques et acides étaient identiques & ceux des Ig G4 totales.
Ceci nous incita a entreprendre immédiatement les études structurales sur
les fractions glycanniques de l'ensexble des IgGq du précipité P1’ s
1'hétérogénéité chromatographique étant due, semble-t-il, aux parties

variables des chaines H et L.
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TABLEAU XViil

Compositionscentésimale et molaire des 1gG,
des précipités P, et P4 /804(NH4)2/

obtenues aprés ‘chromatographie sur DEAE-Sephadex.

-y - ot S s T Y %) S G S A B W A s s (S M e W W S W ot W W —— S oy S e e (. - - TS = o

> i - e s W - ot e iy e o T S S e e P G

:

Oses X

3 P1 : P4 t P1 : P4
"""""""""""""" S S

: H : :

Oses neutres : 1432 & 1,53 ¢ 1,28 3 - : -
: : ¢ 3

Gal : - s - : 2,1 (a) 1 2 (b)
: : 3 H

Man : - : - : 3 (a) @ 3 (b)
3 t : :

Fuc : - : - : 0,6 (a) 0,5 (b)
: : : :

Glc NAc : 1,1 81,2 : 1,13 : 3,4 : 4
: : : :

Acides sialiques : 0,45 & 0,50 : 0,62 : 0,8 : 1,5
: : : 3
: : : :
: : : :
: : 3 :

(a) - selon le mode opératoire de MONTREUIL et al. (190 )
(b) - selon le procédé de SWEELEY et al. ( 268)
Bus
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- - D W G e T P s D e o S B e A O T W A A A S R e S o S G e I e S e -

1 LOCALISATION DES GLUCIDES
: SUR LES CHAINESH

T o - A - - W - T A G - G o e S G o W D S S T G G e S

Nous nous sommes limité & déterminer si véritablement les
glycannes n'étaient localisés que sur les chafnes H .En effet,
NIEDERMEIER et al. ( 206) ont étudié les Ig G de diverses origines
y compris celles du sérum de Boeuf. D'aprés ces auteurs, les
polysaccharides seraient répartis sur les chafnes H et L. (Tableau XIX,
p.140).

Pour répondre a cette question, il fallait préparer des
chaines L en quantité importante pour doser les polysaccharides dans des
conditions satisfaicantes. Nous avons utilisé deux techniques, la
prenidre (protocole n°1 - p.85 ) est la technique devenue classigue
décrite par FLEISCHMAN et al. ( 79 )y la seconde (protocole n°2 - p.86 )
e l'avantage de séparer les chafnes H et L avant de blogquer les groupements

thiols /GRANT et al. (94 )/

Ton ISOLEMENT DES CHAINES L.

A ~ ISOLEMENT DES CHAINES SZTLON LA TECHNIQUE Di FLEISCHMAN et al. (79 ).

Le protocole expérimental (N°1) a été décrit & la page 85.
Il se résume en trois étapes : réduction des ponts disulfures, blocage des
groupements thiols et tamisage moléculaire. la figure 34 {p.141) reprrésente

la courbe d'élution de la colonne de Sephadex G-100. Trois composés ont été
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TABLEATU

XIX.

Compogitionscentésimale et molaire des Igh du

sérum de Boeuf /d'aprés NIEDERMEIER et al.(206)/
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(a) - pour une masse moléculaire de 50 000

(b) ~ pour une masse moléculaire de 20 000
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Figure 34.

Courbe d'élution de la chromatographie sur Sephadex G - 100
des chafnes H et L selon le procédé de FLEISCHMAN et sl. (79)
Colonne ¢ 4 x 120 cm - Eluant : acide propionique N - Débit 14 ml/h.
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séparés. La fraction n°3 est constitué de chafne L, la fraction n°2

de chaines H et la fraction n°1 d'un mélange de chafnes partiellement
séparées (H=H j Hmw H=~L et H =~ L ) d'aprés ASKONAS et WILLIANMSON (8 ).
Les trois fractions ont été repérées en lumigre U.V. et par le réactif

au phénol-sulfurique de DUBOIS et al. (67). seuls les fractions n°1 et

n°2 donnaient une réaction positive avec ce rdactif

B ~ ISOLEMENT DiS CEAINES SELON LA UECHNIQUE DE GRANT et al. (94 ).

Contrairement au mode opératoire précédent dans le protocole n®2
décrit page 86 l'ordre des étapes est inversé : le blocage des groupements
thiols a lieu aprés 1l'isolement des chafnes L. Nous avons reporté dans la
figure 35(p.143) le profil d'élution de la chromatographie sur Bio-gel |
P 150 du mélange des chaines H et L réduites. Comme précédemment trois

fractions sont séparées, elles sont composées respectivement de :

- fraction n® 1 : Ig G4 incomplé&bement réduites
- fraction n° 2 : Chafnes H -

Chaines L.

o

- fraction n® 3

IT.= ZLECURCPHORESE EN GEL DYAMIDON.

Nous avons soumis & 1'électrophorése en gel d'amidon les
chaines L obtenues par les deux techniques pour sfassurer de 1'efficacité
de la deuxieme méthode. Deux types d'électrophorese ont 4été réalisés,
1'un & pH acide pcur séparer les chafines L des chafnes H et ltautre, a
pH basique pour fractionner les chaines L. Les diagrammes de ces glectropho~
réses sont reportés dans la figure 36 (p. 144 ). D'aprés ces résultats
la technique de FLEISCHMAN et al. (79) peut &tre remplacée sans risque
par celle de GRANT et al. (94 ).

oo/
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Courbe d'élution de la chromatographie sur Bio-gel P - 150
des chafnes H et L selon le protocole de GRANT et al. (94)
Colonne : 5 x 100 cm - Eluant : acide formique 0,1 N - Débit :

30 ml/h.
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(a) H PY

Chaines

Chaines L

e
A

[ 74

[ S -~ s ]

e =

I3

(b)

Figure 36.

Schémas des électrophorégramnes des électrophoréses sur gel d'amidon.

(a) - & pH acide - séparation des chafnes H et L.

(b) - & pH basique - fractionnement des chafnes L. @
. - ', F

I 5 I, 5 Iy (voir figure 34 p.147) II; (voir figure 35 p.143) E
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I1X.~ COXCLUSION.

Nous avons entrepris cette étude critique des deux méthodes
de fractionnement des chaines H et L car la technique de FLEISCHMAN et al.
( 79) contient une étape difficile : la chromatographie de tamisage molé-
culaire dans l'acide propionique. Aprés trois chromatographies nos colonnes
ne possédaient aucun pouvoir séparateur alors gque 1l'isolement des chaines L
avant le blocage des groupements thiols ne perturbait pratiquement ms ce

méme pouvoir séparateur.

Nous avons dosé les glucides dans les chzines L par les
techniques colorimétriques classiques décrites & la page T6. La
composition centésimale en glucides est la suivante : oses neutres : 0,38 %;
osamines : 0,43 % et acides sialiques:0,12 % . Mais les disproportions entre
les polysaccharides et la protéine sont si importantes que les colorations
obtenues lors des dosages ne possédent pas un spectre normal. Aussi nous
sommes trés réservés quant & affirmer l'existence de polysaccharides dans
les chaines L des Ig G4 du colostrum de Vache. D'autant plus que lors de
l'isolement des chaines L nous n'avons pu metire en évidence d'oses neutres

par la technique de DUBOIS et al. ( 67).

D'aprés les résultats de NIEDERMEIER et al. (206 ), toutes les
chaines L ne possedent pas de groupements glycanniques. Et, si véritable-
ment, ceux-ci existaient, il n'y aurait que 10 % de chaines L & contenir
des polysaccharides. Or, si on compare les rapports molaires des monosac-
charides (Tableau XIX, p. 140) déterminés par ces auteurs avec ceux des
glycannes dont nous avons déterminé la structure (Fig. 50,p.216) on est
surpris de constater qu'ils sont identiques. Et lthypothése, émise
d'ailleurs pas NIEDERMEIER et al. (206) eux-mémes, d'aprds laquelle les
chaines L pourraient &tre souillées par des fractions peptidiques
semblables au fragment Fc semble dtaprés nos dtudes structurales se
confirmer. Par conséquent, a notre avis, les chaines L des Ig G1 du

colostrum de Vache ne contiennent pas de polysaccharides.
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ETUDE DES MODALITES DE LA :

LIAISON ENTRE LA PROTEINE ET

LES GLYCANNES DANS LES IgGt.

- i . " T oy Y - T v S i S e -} S T . A T W o . v - . . - - - -

Au début de notre travail, 1l'idée d'entreprendre
1tétude du point d'attache protéine-glycanne d'un mélange aussi
complexe de protéines nous semblait voué & 1'échec. C'était l'une
raisons qui nous avaient orienté vers les essais de fraction-
nement de ce groupe d'lg G1. Or, les études structurales
entreprises par plusieurs auteurs sur les immunoglobulines
humzines (myélomateuses) faisaient ressortir le fait que toute
chaine H ou L possédait une séquence peptidique C -terminale
constante et une autre N -terminale variable et que les
polysaccharides se trouvaient liés & la fraction C -terminale

des chafnes lourdes (H) /voir les revues générales de COHEN
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des

et MILSTEIN ( 53); STANWORTH et PARDOE (265); LENNOX et COHN (149);

PERY (220) et MIHAESCO (180)/

Le mode de liaison des groupements glycanniques
devait , en principe, &tre identique dans tout le groupe des
IgG1 du cologtrum de Vache. Notre hypothése de travail revenait
4 admettre que nous étions en présence d'un groupe complexe de
protéines qui pouvaient &tre assimilées & un composé unique et

homogéne.

Pour aborder cette étude; nous avons hydrolysé les

Ig G1 par la pronase, mélange d'enzymes qui possédeune spécificité

de coupure trés large. Notre choix fut guidé par le fait qu'il nous

fallait obtenir des glycopeptides possedant une chaine peptidique

trés courte et, si possible, des glyco-amino-acides.

.
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Nous envisagerons donc successivement les problémes

suivants :

1.~ Isoclement et composition des glycopeptides.

2.- Détermination des modalités des liaisons protéine-glycanne.

l.- TISOLEMENT BT COMPOSITION DES GLYCOPEZPTIDES,

Nous avons hydrolysé les précipités P1 obtenus a
partir du fractionnement par le sulfate d'ammonium du colostrum
de Vache. Ceux-ci étaient soumis aux critéres de pureté électro=-
phorétique et immuno-électrophorétique. Nous avons choisi les
précipités exempts d'IgM. Notre matériel n'était constitué, de ce
fait, que a'IgG rapides (Ig G1). Les compositions centesimale et
molaire des différents oses constituant les groupements glycan-

niques ont été rapportées dans le tableau XX (p.148).

A ~ ISOLEMENT DES GLYCOFPEPTIDES.

L'hydrolysat pronasique des IgGq fournit aprés plusieurs
étapes de purification une "fraction glycopeptidique III" (voir 1le
schéma de purification - Fig. 37 ;p.149). Nous avons rassemblé, dans
le tableau XXI(p.150) les rendements obtenus pour les fractions

glycopeptidiques 1II et 1II.

B - COMPOSITION DES GLYCOPEPTIDES.

Les compositions centésimales comparées en oses des
fractions glycopertidiques II et III montre un léger enrichissement

en glycopeptides -(Tableau XXII , p, 150)

L'analyse, effectuée & 1l'tauto-analyseur Technicon, de
la fraction glycopeptidique III, hydrolysée par l'acide chlorhydri-

que 5,6 N, permet de déterminer la composition molaire en acides
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TABLEATU XX,
Compositions centésimale et molaire en glucides
des IgG1 calculée pour une masse moléculaire

de 132 600 déterminée par ANTONY. ( 4 )

: Composition f Composition )

Oses : centésimle $ molaire )

: : )
------------------------- lemm e e e —————————
: : )

: : )

Oses neutres s 1,53 : - )
: : )

Gal : - t 4,2 )

: : )

Man : - : 6 )

: : )

Fue 3 - : 1,4 )

| : : )
GleNAc : 142 : 8 (a) )
: : )

Acides sialiques : 0,5 : 2 (a) )
: : )

: : )

: : )

: : )

e . ——— - T —— T T = " " A - L . o o St D G e Gt D e e SO D B S S DA B e O W W S D M TP D S8 e R P SO T M v

(a) - calculés a partir de la composition centésimale.
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1ére hydrolyse pronasique (48 h.)
ler surnageant alcoolique

Précipité alcoolique n°1 - 22me hydrolyse pronasique (48 h.)

2éme surnageant alcoolique

Précipité alcoolique n°2 = }éme hydrolyse pronasigue (48 h.)
3eme surnageant. alcoolique

Précipité alcoolique n°3 - 4éme hydrolyse pronasigue (48 h.)

$» 4éme surnageant alcoolique

v

Précipité alcoolique n°4 -~ solubilisé dans une solution d!'ATCA & 5 %

Fraction glycopeptidique 1

Chromatozsraphie sur Dowex 50 x 8 (mesh 25 - 50)

Phase neutre - Fraction glycopeptidique II - Chromatographie sur Sephadex G 25

¥

FRACTION GLYCOPEPTIDIQUE IIII

Pigure 37.
Schéma de purification des hydrolysats

pronasiques des lgGq4 et de la lactotransferrine.



TABLEAU XXI.

Rendement des fractions glycopeptidiques II et IIX

& partir de 20 g d'IgG1 (voir Fig.37

$p.149)

Rendements

Rendement théorigue en

oses totaux uniquement

environ 600 mg

Fraction glycopeptidique II

553 mg

Fraction glycopeptidique III

461 mg

150

TABLEATU XXII

Compositionscentésimales comparées en oses

des fractions glycopeptidiques II et III

oses neutres osamine: | acides sialiques
Fraction glycopeptidique II 39,8 25,3 11,3
| Fraction glycopeptidique III 42,1 27,5 1,9
(R
\ Uiig

N



aminés, rapportée aux 8 résidus de N-acétyl-glucosamine présents

dans la molécule native d'lglB4.

Les rapports molaires des oses neutres ont été

calculés par rapport & 3 résidus de magnose.

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés
dans le tableau XXIII(p.152).

C ~ DETERMINATTION DE 1A MASSHE MOLECULATRY DES GIYCQP PTIDIS,

Nous avons déterminé la masse moléculaire de la

fraction glycopeptidique III par trois méthodes.
1 - la méthode de GHUYSEN ( 86) au fluoro-dinitrobenzéne.

2 - en appliquaent la loi de STCKES. L'ultracentrifugation

a été réalisée dans un tampon phosphate de force ionique 0,1‘M
2 pH 6,89. Le seul composé décelé posséde un S°2¢ w de 0,76,
Le volume spécifique partiel a été calculé d'apres la
composition molaire de la fraction glycopeptidique III

(Vsp = 0,618).

3 . par tamisage moléculaire. Pour étalomner la colonne de

Bio-gel P6, nous avons utilisé des glycannes branchés neutres
isolés du lait de Femme par GRIMVMONPREZ ( 96 ). La fraction
glycoreptidique III, aprés chromatographie, se fractionne

en deux composés : l'un contient de 1'acide sialique (III 4),

ltautre en est dépourvu (III N.)

Les résultats sont rassemblés dans le tableau XXIV' (p.157

D ~ DISCUSSION - CONCLUSICH.

L'hydrolyse pronasique des IgG1 nous a permis d'isoler

une fraction glycopeptidique 1II trés purifiée.

oo/
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TABLEATU

Rapports molaires des acides aminés et

des oses de la fraction glycopeptidique III.

Acides aminés (a)
memeemmoesmnooomenoooe
Asp s 1,98
Ser , 1,74
Thr C1,2
Glu ; 0,08
Gly . 0,07
Ala : 0,07
Val : 0,02
GlcN ) 8

- . . 8 e G Sy o e o o . NP W 008 M S S e TEA St W B e e NS e e S D s A A D e W L B O =P P T G G

(a) - rapportés & 8 résidus de N-acétyl-glucosamine

(b) ~ rapportés & 3 résidus de mannose.

XXIII.

—— " - S - — W - " —— - -

Gal

Man

Fue

f QUL IV N NI I i e e S, Nl N N L Nl N WL NP N L N g

+ res



o~

TABLEAU XXIV.

Masse moléculaire des glycopeptides des IgG1

1
i
1
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S’ N N

Méthodes s+ YFraction glycopeptidique III
- par dosage des NH2 : 2 800
- calculée d'apres la :
loi de Stokes s 2 550

SN TN PN LI LTINS TN NN N TN N

- par tamisage

moléculaire 2 800 (III A)

2 300 (III W)

e o2 Se en se oo
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I1 existe quelques discordances quant aux taux
des oses par rapport & ceux du substrat de départ (IgG1). lLa
perte d'acides sialiques peut provenir de la fragilité des
liaisons "sialyl" vis & vis des agents d'hydrolyse. D'autre part,
nous avons toujours constaté que les oses neutres étaient dosés
par excés par rapport aux osamines dans les glycopeptidides. Ce
désaccord peut s'expliquer par les traces de glucose que l'on a

pu mettre en évidence dans la fraction glycopeptidigue III.

D'aprés le pourcentage des oses dans la molécule
native d'IgG1 (pour une masse moléculaire de 132600 calculée par
ANTONY) ( 4 ) la masse glycannique repuésente 4282 (oses neutres :
2028 ; osamines : 1591 et acides sialiques : 663). Les trois
méthodes utilisées pour déterminer la masse moléculaire des
glycopeptides bien que donnant des résultats différents démontrent
ltexistence de deux groupements glycanniques par molécule atIgGt.
On peut, dds 2 présent, en déduire la composition molaire présumie
des deux groupes de glycopeptides {avec ou sans acides sialiques)
(Tableau XXV ,p.155 ). Le nombre de résidus d'acides aminés est
calculéd par rapport & 4 de GleNAc, celui des oges neutres par
rapport 4 3 de mannose et celui des acides sialiques est déduit
de la composition centésimale (nous nous sommes reporté i la
composition de la fraction glycopeptidique III). La masse molécu-
laire czlculée d'apres cetie composition est en accord avec la

masse moléculaire déterminée expérimentalement.

Nous pouvons donc entreprendre 1lfétude de la liaison
protéine-glycanne sur la fraction glycopeptidique I1I totale.
L'hétérogénéité des glycopeptides résulte principalement dans la

variation du taux de fucose et dlacides sialigues,

II - DETERMINATION Dx LA NATURE DR LA LIATSON PROTZINE-GLYCANNE,

A - REACTION D'LDMAN.

Aprés la réaction d'EDMAN (voir P. 91 ) nous avons

vesf



TABLEAU XXV,

Composition molaire de la fraction glycopeptidique III

déduite d'apres les déterminations expérimentales de la masse

moléculaire de cette fraction.

155

Constituants

Asp | Ser| Thr | GlcNAc | Gal | Man | Fuc | A.S.(a)

Nbre de résidus

1] 4 %;_; %’)8 ?1’3’ 0-1-2

Masse

115 871 101 812 324 | 486 146 0-29I-582

mases molée

ulaires des glycopeptidigues celculées :

- sans A.S5. : 2071
- avee 1 résidu 4'A.S. & 2362

- avec 2 résidus d'A.S.: 2653

(a) - A.5. & acides sialiques.

I

LILLE ,
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isolé dans la phzse aqueuse un PTH -~ aminc- acide - glycanne -
dérivé . L'hydrolyse partielle de ce dernier fournit apreés
&lectrophorese & pH 3,9 (MICHL) (179 ) quatre composés 1-2-3-4

(Fig. 38,p.157 ). Les spots n°1 - 2 et 3 sont révélables par le
réactif dés PTH - dérivés (CHERBULIEZ et al.) ( 50 ). Le composé n°t
migre au mé€me niveau que le PTH-aspartigue. Le constiiuant n°2 pogséde
le Ry du PTH ~ aspartyl - N - acétylglucosamine et le spot n°3,
celui du PTH - aspartyl - glucosamine (voir MONSIGNY) (182 ).

Le dernier composé nfest décelable qu'au réactif & la ninhydrine,
I1 possede le méme comportement électrophorétigue que la glucosa-
mine. Les constituants n°2 et 3 furent soumis & une électrophorise
préparative. L'électrophorése & pH 3,9 (MICHL) (179 ) de ces mimes
composés apres une hydrolyse acide partielle fournit le PTH -~
aspartique et la glucosamine. L'acide aspartique des constituants
n°® 2 et 3 fut régénéré par azction de la soude (p. 91 ). Il fut

mis en évidence par une €lectrophorése & pH %,9.

B -~ EYDROLYSE PARTIZLLE D5 LA FPRACTTON GLYCOFEPTIPICUE II1.

L'électrophorése de la fraction glycopertidigue IIT
aprés hydrolyse partielle fournit neuf spofs. La fraction n°8
a €1é préparé en grande quantité et purifiée par une chromato-
graphie préparative dans le systéme solvant de PARTRIDGE (216 ).
Cette fraction, appelée glycopeptide IV, possede la composition
rapportée dans le tableau XXVI  (p.158 ). Ce glycopeptide 1V

n'est pas réducteur et il ne posséde aucun ose neutre.

C' ~_RECHERCHE D2 LIATSON O - GLYCOSIDLQUE.

Nous avons fait agir la soude en présence de boro~
hydrure de sodium sur la fraction glycopeptidique III avant et
aprées réamidation. Avant amidation, la soude ne faili pas varier
la compozition peptidigue. Les résultats obitenus apres amidation

sont rassemblés dans le tableau XXVII(p.158 ).

..‘/



157

Electrophorése pH 3,9

pyridine 7,5
acide acetique 25
eau gsp 1000

ED ' 1 PTH=- Asp

D T

, 2 PTH- Asp~-GIcNAc

3 PTH-Asp- GlcN

‘4 GlcN

L"Lif

S vt

Figure 38,

Electrophorégramme du PTH - aspartique - glycanne
dérivé partiellement hydrolysé.
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TABLEAU XXVI.

Composition du glycopeptide IV dérivant de

la fraction glycopeptidique III

e o - T G W WS . U T S L O S e A g I ey A G S S e e R B T S (e i b e S W A S G0 e

E Constituants : Expérience 1 : Expérience 2 3
(—— — P )
( X ) )
g Glc N s 1 s 1 %
§ Asp ; 1 ; 1 3
é Ser ; 0,4 : 0,2 %
g Gly i - : 0,14 g
| : : |
( ) ) )

D e Y i S S T T - - . - — " - - - i - . M W > - S - - -~

TABLEAU XXVII,
Composition de la fraction glycopeptidique III

amidé avant et aprés action de la soude en présence

borohydrure de sodium.

é : Fraction glycopeptidique III amidée g

E Constltuanﬁs avant action de f aprés action de g

E s Na OH : Na OH
------------------ D D TS ——

g Asp : 1,88 : 1,93 g

( Ser 1 1,64 s 1,63 )/
( _ l R
( Yhr s 1,08 : 0,98 g \UikiE
( @le N (xéfér.) 8 : 8 | '
( : : s v
( : s )

W S o T G s S s D R T R S P Y e S WP W U Y D W VD A A s o A > ) . G S W ot B o e D A - L - e W W W W o S .
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D -~ DISCUSSION - CONCLUSION.

Le résultat négatif obtenu aprds action de la soude
sur la fraction glycopeptidique III amidée élimine l'existence
d'une liaison O - glycosidique entre le glycanne et la sérine

ou (et) la thréonine.

L'isolement du PTH - aspartyl - N - acétylglucosamine,
du PTH - aspartyl - glucosamine et du glycopeptide IV (exempt
d'oses neutres) impligue la participation de la glucosamine et
de 1l'acide aspartique (ou l'asparagine) dans la liaison protéine-

- glycanne.

L'obtention de ce PTH - aspartyl - glycanne réclame
la participation du carboxyl @'de ltacide aspartique dans la

liaiscon glycanne - protéine.

Le glycopeptide IV n'était pas réducteur. Le carbone

n°1 de la glucosamine participe done & la liaison.

Cette liaison n'est pas du type ester. L'laction de la
soude diluée pendant des temps trés courts (100° C - 5 & 10 mn)
sur la fraction glycopeptidigue III fournit, aprés passage sur
résine Dowex 50 x 8, un composé identique & la fraction glycopep-
tidique III. Il faut admettre une lizison entre l'asparagine et
la glucosamine. Cette conclusion est confirmée par 1'obtention de
1'asparagine en position C ~ terminale (voir p.177 détermina-

tion de la séquernce peptidique).

Les différents résultats obtenus permettent d'affirmer
1'existence d'une liaison du type 1 - N ((3- aspartyl) - 1 - 2

didésoxy -~ 2 - acétamido - glucosylaminique.
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ETUDE DE L& SEQUENCE PEPTIDIQUE

g
H AU VOISINAGE DU POINT D'ATTACHE
s PROTEINE -~ GLYCANNE

4 S0 00 se ae we eo os
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Pour déterminer la séquence peptidique au voisinage
du point d'attache protéine-glycanne dans les Ig G1 nous les
avons hydrolysées par trois enzymes : la pronase, la chymotrypsine
et la trypsine. Nous avons réalisé les hydrolyses pronasiques sans
modifications préalables de la fraction peptidique. Par contre,
avant de faire agir la trypsine et la chymoirypsine, nous avons
réduit les "ponts" disulfures et bloqué les groupements thiols
par 1'éthyléne-imine ( voir méthode p. 89 ). Nous avons choisi
la trypsine et la chymotrypsine car ces enzymes sont connues pour

leur specificité restreinte.

Pour aborder cette étude structurale, nous examinerons

successivement plusieurs probléemes :

1.~ isolement et fractionnement cdes glycorpeptides

a - pronasiques
b - chymotrypsiques

¢ - trypsiques

2.~ compositions centésimale et molaire de ces glycopeptides.

3.- et enfin, détermination de leur séquence peptidique.

I - ISQOLEMENT ET FRACTIONNEMENT DES GLYCOPEPTIDES.

A.- ISOLEMENT DES GLYCOPEPTIDES PRONASICUES.

Les glycopeptides pronasiques ont é4é préparés suivanti le
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protocole décrit a la page 149.

B.~ ISOLEMENT ET FRACTIONNEMENT DES GLYCOPEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES.

Avant dthydrolyser les 1gG1 par 1' e -chymotrypsine
bovine, les "ponts" disulfures étaient rompus par le 2 - mercapto-
éthanol et les groupements thiols libérés, bloqués par 1l'éthyléne-
imine (voir p.149 ). L'hydrolysat était ehromatographié sur un gel
de Sephadex G ~ 50 stabilisé dans une solution d'acétate d'ammonium
(0,01 M) pour éliminer, d'une part, les portions des IgG1 incompléte-
ment hydrolysées et 1' &f -chymotrypsine, et d'autre part, les petits
peptides et les amino-acides libérés. Les fractions contenant les
glycopertides étaient rassemblées, lyorhilisées puis ceux-ci

étaient dessalés sur une colonne de Sephadex G = 25.

Nous avons décrit a la page 88 deux protocoles de rupture des
"ponts" disulfures désignés par rupture I et rupture II. L'ensemble
des glycopeptides chymotrypsigues obtenus apres la chromatographie
sur Sephadex G - 25 sera dénommé I C ou II C suivant les conditions
de rupture des "ponts" disulfures (voir schéma de fractionnement -
Fig. 39 ,p. 162). Par chromatographie préparative sur papier(pendant
8 jours)(systeme solvant de PARTRIDGE)( 216) des glycopeptides IC et
II C nons avons obtenu trois fractions pour chacun d'eux : I C 1,
IC2,IC3et IICt, IIC2, II CB. Une électrophorese analytique
sur papier a pH 2,4 (acide acétique N) a révélé quatre ou deux sous-
fractions majeures suivant les glycopeptides (Fig. 40 ,p.183 et
Fig. 41 ,p. 164 ) . Celles-ci furent préparées en grande quantité
par électrophorése en veine liquide (voir p. 90 ) & pH 2,4. Elles

possédent la nomenclature suivante :

- glycopeptide I C :
I1¢1A (la plus anodique),I €1 3,IC1¢C, IC 1D
IcC2A(" " " },IC2B
1I¢c3a(" v " ),IC3B

eeof
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Ig G1

I l

Rupture I Rupture I1
(8 M urée) (4,6 M urée)

Hydrolyse chymotrypsique - chromatographie
sur colonnes de Sephadex G 50 et G 25.

Glycopeptide I C Glycopeptide II C
t . |

Chromatographie préparative sur papier (8 jours)

, { L
IC1 Ic2 I1C3 11 ct II c2°  1IC3
| )

(+) Electrophorése en veine liquide & pH 2,4- Acide acétique N (<)

Ic1A 1C1C IC2A 1C34 1Ic1Aa ' 11024  1IC3A
IC1B IC1D IC2B 1C3B 1IC1B 1IC2B

s
s

Figure 39.

Schéma de fractionnement des glycopeptides obtenus

par hydrolyse chymotrypsique des Ig G1.
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DO
IC1A
(a)
Ic1B
1 .
// IC1C iIC1D
] /.\o /.\./.
. '~\J// \\
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o/ \o o_./ \'s..
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D.O ,/’ (b)
IC2B
IC2A
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0.5 IC3A IC38B
/ \ A
./. o—-/.,. \. = ]
1‘0 2'0 30 nb tubes

Figure 40.

Schéma du fractionnement des glycopeptides IC 1(a) ;
1C 2(b) et IC 3 (c) par électrophorése en veine liquide
& pH 2,4 - dosage par la méthode de DUBOIS et al. (67)
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A + . lclA - :
D.O \\
: ‘ (a)
05
. HCciB
./ \ /.\
/‘/ NN SN
P 4 e,
A <N\,
D.O 1Hc2s
(b)
1
IIC2A
) \/‘/.
'§./.__o ’\ / .\O— .\.
.\.
D.of !/ \\ncss
: (c)
0.5 .
1HC 3A !
/., \\./. \-~.
{0 2b nb tubes
s
Figure 41, g

Schéma du fractionnement des glycopeptides II C 1 (a) ;
II €2 (b) et II €3 (c) par électrophortse en veine liquide

a pH 2,4 - dosage par la méthode de DUBOLS et al. (67)
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- glycopeptide II C :

II ¢ 14 ( la plus anodique),II C 1B
ITc2a( m v " ),II C 2B
ITc3a( » » " ),II C 3B

Nous avons rassemblé dans le tableau XXVII ( p.166)
les rendements des glycopeptides suivant le type de rupture I

ou II et le rapport E/S lors de 1l'hydrolyse enzymatique.

On peut s'apercevoir que ces rendements varient avec la
nagture de la rupture I ou II. Lorsque les IgGl sont fortement
dénaturées l'action de la chymotrypsine est plus profonde. L'on
obtient 18 a 20 mg de glycopeptides par gramme d'Ig G171 dans le
premier cas (rupture I) tandis que dans le second (rupture II)
seulement 10 & 12 mg. Les glycopeptides des types C et D sont
inexistants dans le cas de la rupture II. En outre, quand le
rapport E/S diminue la proportion des glycopeptides des types A et B
augmente relativement 4 celle des types C et D. Nous pouvons posé
en hypothéese que les glycopeptides A et B sont plus accessibles

a4 1l'hydrolyse que les glycopeptides C et D.

Co~ ISOLEMENT BT FRACTIONNZMENT DES GLYCOPWPTIDES TRYPSIQUES.

-

Avant d'entréprendre l'hydrolyse des IgG!1 par la
trypsine (voir p. 89 ), les "ponts" disulfures avaient été rompus
et les groupements thiols blo§ués par l'éthyléne-imine dans les
conditions de la rupture II. Nous avons ensuite suivi le protocole
utilisé lors de l'isolement et du fractionnement des glycopeptides
chymotrypsiques (voir Fig. 39 ,p.162 ). On eppellera II T 1'éluat
de la colonne de Sephadex Ge25; II T1, II T2 et II T3,les 3 fractions
isolées par chromatographie sur papier et les sous-fractions
obtenues & partir de ces trois derniéres par électropho:éSelen

veine liquide (voir Fig. 42 ,p.167 )

.../
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TABLEAVUV XXVIII.

Rendements en mg des fractions glycopeptidiques obtenues

aprés hydrolyse chymotrypsique des IgG1.

- G S P " - S T A T = D % G S i D A S B W W T Y A R T - S W S S A S D G A W e R S 4 M M S A D e e S W e G W . S e M o = S i " S . 9

: : )
g Type de rupture : I. : II. g
( ____________________________________ Y e e e Y )
( H H b :
(  Additions d'enzyme E/S : X : g
( 1/50 3 1/50 ;3 1/25 : + : + : - : )
(
1/100 3 1/100 ; 1/50 : - : - : + : - )
g : : : : )
t g6 : 20g : 28,5g: 40 g 8,5 g %
‘ : H $ H
Y Glycopeptides : : : : )
( : s s : )
( ic¢ : - . 3900 - . - )
(s - - - .
( 1C1 ©oo323 1 s28 |1 041 §
( 1c2 Po226 : 542 . 526 - )
( IC3 To124 ; 210 318 | - )
' IC 1A : 78 : 137 ¢+ 137 - )
E IC 1B : 33 : 130 : 108 g
Ic 1C : 37 : 68 132 : -
g IC 1D s 34 s 95 :+ 176 1 - 2
( IC 24 T 35, 39, - 3
( IC 2B o X 181 1 124 )
L H H H .
5 IC 34 : 5 : 10 1T - )
E Ic 3B : 27 : 10 3 37 2
< $ -+ + o
é II ¢ : : : ‘ : 1 285 %
U 1T e , ; , , 73 )
( II ¢c2 : T : : 118 g
g II ¢3 : : : : 88
( II C1a : : : ) 12 %
( II C1B : : : 52§
H H 3 H
E IT caa H : : : 21 )
( II C2B : : : : 42 42
H T H H )
S . T T &
{ H ¢ 3 $ 3
3 H H H
E Rendements par g. d'IgG1 : 18 mg : 23,5mg 18 mg: 1,7 ng g
( N S SRR 4T Y
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D.O ’ nT1C
(a)
K 1HHT1D
0,51 .
HT1A HTiB .
\ //‘\
— N/ AVZEEAN
SN/ \._.
— . —e-
'\.
qu HT2D
(b)
1 4 HT2C
/ |
‘\ .\ »
NT2A SN\ /
P \/ N\,
D_oA (c)
041 : HT3C HT3D
./.\ .__././.\o
/o/ .\.~ ././ \.
10 20 nb tubes

Figure 42.

Schéma du fractionnement des glycopeptides 1I T 1 (a) ;
II T2 (b) et II T 3 (c) par électrophorése en veine liquide
4 pH 2,4 - dosage par la méthode de DUBOIS et al. (67)
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- II T1A (la plus anodique),II T1B, II T1C et II T1D.
- IrT2A ( v " ), II T2B, II T2C et II T2D.
- II T34 (" " " ), II T3B, II T3C et Il T3D.

Dans la fraction II T3, les sous-fractions II T34 et
II T3B sont presqu'inexistantes. Nous avons néanmoins conservé
la dénomination II T3C et II T3D pour garder une certaine homogé-
néité au regard de leur migration électrophorétique comparée 3

celle des autres sous-fractions.

Au début de notre expérimentation aprés la chromato-
graphie du glycopeptide II T sur papier(pendant 3 jours et non 8.)
nous ne récupérions que les glycopeptides restés au trait de
départ. Ils étaient ensuite fractionnés par une électrophorése
préparative sur papier & pH 2,4. Par cette méthode, nous avons
obtenu trois sous-fractions que nous avons dégsignéesII T 1B, II T 1C

et II T 1D au regard de leur migration électrophorétique.

Dans le tableauXXIX (p.169 ) nous avons rassemblé
les rendements de ces fractions et de leurs sous-fractions. La
récupération globale aprés toutes les étapes de purification
représente environ 10 mg de glycopeptides par gramme d'IgG1
hydrolysées. Par la suite, seuls les glycopeptides majeurs II T 1C
et 1T T 2D retiendront notre attention.

11 ~_COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIR:Z DES GLYCOPEPTIDES,

A.- COMPOSITION DS GLYCOPHPTIDES PRONASIQUES.
La composition centésimale de la fraction glycopeptidique I1

€té rapportée dans le tableau XXII (p. 150) et les compositions

molaires en oses et en acides aminés dans le tableau XXIII(p.152 ).

ee/
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TABLEAU XXIX.

Rendements en mg des fractions glycopeptidiques obtenues

aprés hydrolyse trypsique des IgGl ~type de rupture II.

g : Séparation des glycopeptides par ;
( : électrophorése )
( oo )
g : en veine ligquide ; sur papier g
( : : )
% ig G1 : 845 & 3 1,6 & g
i 2 H ¢
% Glycopeptides : : g
( II T : 651 : 63 2
4 : )
( II 71 . 31 . 37 )
( II T2 ) T . - )
( I1 T3 . 22 . - %
( ) - )
( II T 1A ; 1 : - )
( II T 1B ; 2 . 2 )
( II T 1C . 12 . 8 )
S II T 1D . 3 . 1 2
\ N 7
( II T 24 . 1 : - )
( II T 2B . 8 : - )
( II T 2C ; 12 : - )
( IIT 2D . 28 . - %
C .
( II T 3¢ . 4 . - )
( Ir7T3D . 3 : - )

)
% = = >

3 3

g Rendement par g, d'IgG1 : 10 mg : 10 mg g
( : : )

- - — — - W D We v G = G . " WS W e A S O G s W S S T e A e e G e e U S A e Y S Y T G D Y A RS e e Gu T MY A G
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B.- COMPOSLITLION DeS GLYCOPSPTIDES CHYMOUWRYPSIiUnS.

1.~ Composition centésimale en glucides.

Nous avons rassemblé dans le tableau XXX  (p.171 )

les compositions centésimales en glucides des différents glycopep-

tides. La seule différence importante réside dans la variation

du taux des acides sialiques.

2.- Composition molaire.

a =

en glucides : les valeurs (tableau XXXIp.172 ) sont
calculées en prenant comme référence 3 résidus de
mannose par molécule de glycopeptide. Notre choix est
basé sur la valeur de la masse moléculaire gue nous
avons détermminée précédemment (Tableau XXIV,p. 153 etXXV
p.155 ). Nous obtenons les mfmes résultats avec les

trois techniques de dosage utilisées.

en acides aminés

Nous avons rapporté dans le tableau XXXII (p.173 )
les compositions molaires en acides aminés des différents

glycopeptides en prenant l'acide aspartique comme référence.

3,. Discussion - Conclusion.

8 -

Le nombre de résidus de N - acétyl - glucosamine dosé

a l'auto - analyseur des amino - acides est toujours
compris entre trois et quatre (tableau XXXILp. 173). la
chromatographie en phase gazeuse des dérivés trifluoro -

acétate de la N ~ acétyl - glucosamine aprés méthanolyse es’

.../
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TABLEAU XXX.

Composition centésimale des glycopeptides isolés

des IgG1 hydrolysées par lz chymotrypsine.

( Glycopeptides : Oses neutres f Osamines f Acides sialiques )
% --------------- mr e ——————— o m—————— e e ———— §
3 : 4
( I : 3343 1 24,3 @ 11,6 )
( 1c 1B . 3346 . 257 558 g
E ICc 1C : 26,9 s 20,2 : 9,7
E IC 1D X 27,4 Loy 2,2 §
) T H T
% ¢ 2B : 42,4 33,6 | 2,0 § _
" ; _ : : )
2 11 C 1A . 3593 . 249 14,2 )
II C 138 H 38,1 s 25,4 : Traces )
g H H $ g

1
]
]
i
]
[}
[}
]
[}
]
4
1
1
|
1
1
|
]
[}
3
]
[}
|
[}
i
]
1
|
1
]
[}
1
[}
\
]
]
1
4
1
]
[}
]
{
]
}
1
|
t
1
[}
[}
]
[}
1
i
1
|
[}
]
|
1
[}
i
|
]
1
[}
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Composition molaire enacides aminés des glycopeptides

TABLEATU

XXXIT.

des hydrolysats chymotrypsiques des Ig G1

*
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%0 o2 60 06 o3 ¢ RO s 68 se 88 00 s
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e ee o9 20 sa se O s B 6o ee

S2 @0 e e e s s G0 o» as e

@ 86 e0 84 06 sa s 0 se Be Be se e O

e o0 o0 00 an es se oo

2537
0,95
0,17
0,17
0,85
0,88
0493
0,98
395

isolés
$ H
:IIC1A§IIC1B : TIC2B )
: )
H : )
: : )
: : )
1 1 1)
0,96 ; 0,94; 0,9 g
0,98 ¢ 0,Y7: 0,90 g
H H
T - 0933 )
- 3 -3 - )
_ s 3 _ )
: : )
: : )
0,87 : 0,77: 0,62 g
-t - 3 = %
S s Ty T )
: : )
4.3:4:3.83
H : )
H
: )

- - — - T S T e . - —— I O WD S P A S D SV S A G G SAS G A 40 Mk A T S 08 A VD N S G e R R G G b T S T A S - G~ .

* Référence.



174

en accord avec ce résultat. Mais quand la méthanolyse
est réalisée dans des conditions plus drastiques
(méthanol - HC1 1,5 = 48 h.) le nombre de résidus de

N - acétyl - glucosamine tend vers quatre (Tableau XXXI
p. 172). Ce probléme concernant le nombre de résidus

de N - acétyl - glucosamine par molécule de glycopeptide
sera discutée lors de 1l'étude de la structure glucidique
(p.205 ).

Bien que l'on se trouve devant un nombre assez important

de glycopeptides, il est néanmoins trés simnle de les
grouper en familles homogénes. Ces glycopeptides varient
soit par leur fraction peptidique soit par leur fraction

glucidique.

- Variation de la fraction peptidigue : Nous avons deux
groupes de glycopeptides qui différent par leur compo-
sition en amino-acides j ceux qui possédent une chafne

peptidique courte (IC 1A, IC 1B, IC 2B, IIC 1A, IIC 1B

IIC 2B) sont du type (A - B) ; ceux qui contiernnent une

chafne peptidique longue (IC 1C, IC 1D) sont du type

€

(C - D). Les glycopeptides obtenus & partir d'lgul ayan

été soumis & la rupture II sont du type (A - B) et ceux

obtenus d'IgG1 apreés la rupture I sont des deux types
(A - B) et (C - D). Nous sommes donc en présence de
deux groupes de glycopeptides de par leur composition

peptidique.

B e R e A

glucidiques différent par leurs teneurs en fucose et

en acides sialiques. La variation du taux de fucose est
en relation avec la chalne peptidigue. Les glycopeptide

& chafne peptidique longue possédent un résidu de fuccs

et ceux & chalre peptidigue courte eaviron 0,5 risidu.

Par contire, le nombre d'acide sialique est indépendant

de la composition de la chalne peptidique. Les glycopep

tides possedent tantdt un résidu d'acide sialigque type
(A - C) tant8t aucun,type (B - D ).
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En associant les &ariations des fractions peptidiques
et glucidiques, il apparalt quatre groupes de glycopeptides A,B, C et I
L'hypoth&se que nous avions émise lors de l'isolement des glycopeptides:
(p. 165) & savoir que les glycopeptides du type (A - B) sont plus

accessibles a 1l'hydrolyse peut s'expliquer par le déficit en fucose.

¢ - Tandis que dans la composition peptidique de ceux du type(A -
un seul acide aminé aromatique est présent (Tyr), on en dose
deux (Phe et Tyr) dans ceux du type (C - D). Ce fait est
incompatible avec la spécificité de la chymotrypsine. Il
faut done admettre qu'il y ait une difficulté & rompre

la liaison peptidique au niveau de la phénylalanine,

Pour déterminer la séquence peptidique au voisinage du
point d'attache seuls deux groupes de glycopeptides retiendront
notre attention : les types (A - B) et(C -~ D). Par contre, pour
connaftra la structure glucidique les quatre types A, B, C, et D

seront étudiés séparément.

C - COMPOSITION DES GLYCOPEPTIDES TRYPSICUES.

Nous avons rassemblé dans le tableau XXXIII (p.176) les
compositions molaires en honosaccharides et en acides aminés des

‘glycopeptides trypsiques majeurs : II T 1C et II T 2D.

Les deux glycopeptides différent par la présence ou non

d'un résidu d'acide sialique. Par contre, ils possédent la méme

composition peptidique.

eeof
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TABLEAU XXXIII.

Compositions molaires en monosaccharides et en

acides aminés des glycopeptides trypsiques des Ig G1

: II T 1C : 11 T 2D g
$- e
Gal (%) : 2 : 2 ;
Man : 3,2 : 3423 %
Fue : 0552 ) 0,4 )
GlcRAc : 3,4 : 3,3 g
ANAN : 1,02 : 0 g
: : )
----------- e e
Asp (x¥) ) 1 ) 1 g
Thr : 0,84 ) 0,93 3
Ser s 0492 : 0,94 )
Glu f 2,42 f 2,75 )
Tyr : 0,68 : 0,63 g
Phe : 0574 : 0,40 ;
Arg s 0,7 : 0,7 )
GlcN : 4,1 : 4 g
H $

(*) - pris comme référence pour les monosaccharides-dosage par
chromatographie en phase gazeuse des dérivés trifluorocacétate

aprés méthanolyse (méthanol - HC1 1,5 N - 48 h.

(*#*) - pris comme référence pour les acides aminés.
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a- L'amino-acide N ~ terminal.

Par la méthode de dinitrophénylation, on obtient deux
phases. Elles sont évaporédes & siccité. La phase organique est
soumise 4 une chromatographie bidimentionnelle, Dans un premier
temps, la substance est chromatographiée dans le systéme solvant
de BISERTE et OSTEUX ( 24 ) modifiée par LEVY ( 151) / toluéne /
pyridine / 2 - chloro- éthanol / ammoniaque 0,8 N (10 : 3 : 6 : 6)/.
La deuxiéme mizration est effectude dans un tampon phosphate de
sodium 1,5 M & pH 6 (BISERTE et al.)( 22 ). On obtient une seule
tache majeure correspondant au DNP - aspartique. Nous n'avons pas
effectué une nouvelle chromatographie dans le tampon phosphate
2,5 M & pH 6 pour fractionner le DNP - glutamique et le DNP -
aspartique : l'acide glutamique étant absent de la fraction
glycopeptidique ( Tableau XXIII,p. 152 )

La dégradation récurrente d'EDMAN fournit le méme
résultat : l'acide aspartique est en position N - terminale. Les
résultats rassemblés dans le tableauXXXIV(p.178 ) sont significatifs.

On constate une perte trés importante de l'acide aspartique.
b- Llamino-aci -t i .

L'hydrazinolyse fournit deux fractions. Seule la
fraction I (voir p.93 ) a retenu notre attention vu que le
carboxyl@ de l'acide aspartique était engagé dans la liaison
protéine - glycanne. L'analyse directe de celle-ci démontre la
position C - terminale de la thréonine., On remarque également
la présence d'une quantité mineure de sérine. L'analyse apres
hydrolyse de cette fraction I (obtenue & partir d'une autre
expérience) révéle la présence de l'acide aspartique. On en
déduit donc l'existence d'une fraction de résidu d'asparagine C -
terminale dans la fraction glycopeptidique III. Les résultais sont
rassemblés dans le tableau XXXWp. 179)

.y
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Compositions comparées de la fraction glycopeptidique III

native et aprés la réaction 4'EDMAN.

- > - T S . S 8 W = S G D e S G O o G G e GO T W R S S R P A T G WS W W G W ST TP e v e G A . G S S 0 0 W

Fraction glycopeptidique III

s
Constituants : native
Asp Po1,98
Ser : 1,74
Thr NS %3
GleN (*) : 8
s
s

.

aprés la réaction d'EDMAN

-~ - - A M . . e S Wy - G e G s S G o S T B o S o

Nt et e e e it st st ool Nt N i st v

T N . - TS T A S A A e Y U G R T T TEL W G i e S e o S T G T W WA - - T - -

(*) - pris comme référence

LILLE
.

"o
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TABLEAU XXXV,

Composition de la fraction I obtenue aprés hydrazinolyse

de la fraction glycopeptidique III

e - = o T S = S B - . G G . P S D P W TR e YE D T 4 G e wm 400 G S e S G b e o ey S B S S Mt Gt M T e e G T e P e o S o — o -

(Constitusnt : PFraction 3 Fraction I non t Fraction I hydrolysée
onstitusnts ¢t glycopeptidique: hydrolysée (avec : .
( e (sans correction)
( s :  correction)(*) :
.. . S S
( : : :
( : s :
As 1,15 : 0 : -
( Y s ’
: :
E Ser : 1,01 : 0,28 : -
: :
(  Thr : 1 : 1 . -
( : : ;
( n- Leu( **) i 1 : 1 : -
( * s t
E Asp : 1,24 : - : 0,13
: :
g Ser : 1,2 : - : 0,2
: :
( Thr ; 0,9 : - : 0,6
( : : :
( n-Leu(**) . 1 : - s 1
( . : :
( : : :
( : : :

- - —— - — —— - - - - - —————— T T G e . . . " RS YN T G " A G A T T A S W - o . -

(*) - Nous avons tenu compte de la destruction en réalisant deux
expériences : la premiére avec la n-Leu comme témoin interne, la
seconde, avec en plus, les autres acides aminés présents dans la

fraction glycopeptidique III.

(**) - pris comme témoin interne.
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e~ _Conclusion :

Nous avons déterminé que, seul,l'acide aspartique

se trouve en position N - terminale. La fractien glycopeptidique
III obtenue de diverses hydrolyses pronasiques posséde sensiblement
la méme composition. On remarque toujours une décroissance quant

au taux des acides aminés dans ll'ordre suivant : acide aspartique,
sérine et thréonine. En outre, nous avons prouvé que la thréonine
et engquantité beaucoup plus faible, l'asparagine et la sérine se
trouvaient en position C - terminale. Sachant que l'asparagine est
impliquée dans le point-d'attache protéine - glycanne (p.159 ), ces

résultats permettent de suggérer les séquences suivantes :

Asn ; Asn - Ser ; Asn -~ Ser - Thr.

2 - Détermination de la séguence peptidigue.

Aprés la réaction 4'EDMAN, nous avons extrait par lteau
les produits modifiés (fraction A ). Une analyse directe & l'auto-
analyseur des acides aminéds aprés une hydrolyse acide indique, comme
nous venons de ls montrer, que ltacide aspartique est l'amino-acide
N - terminal (Fig.43 ,p.181). Cette fraction A a &té chromatographiée
sur du papier Whatman n°1 dans le systéme solvant de PARTRIDGE (216 )
pendant 36 heures. On séparz ainsi trois com_ osés (fractions B - C - D
(Fig. 43 ,p.181 ). L'un d'entre eux (D) ne migre pas et lui seul est
révélable par le réactif de CH:RBULIEZ et al. ( 50 )caractéristique
des PTH - amino - acide - dérivés. Son isolement 'révele qu'il s'agit
du PTH aspartique - glycanne dérivé (D). Son analyse aprés hydrolyse
acide montre que la fraction peptidique est presqu! inexistante compar€
a4 la fraction glycopeptique III par rapport au taux de la gluco-
samine (Fig. 43 , p. 181 ), Toute la fraction peptidique de la

fraction glycopeptidique III se trouve donc rassemblée dans les

fractions B et C . La fraction C fut analysée aprés une hydrolyse

.
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acide. Elle ne contient que de la s€rine et de la thréonine dans
le rapport 1,28/1. La fraction B, sans hydrolyse préalable, fut
étudiée par électrochromatographie. Elle renferme de l'acide
glutamique , de la thréonine, de la sérine, de l'alanine et du
glycocolle. Mais cette fraction représente une quantité treés
mineure et ces amino-acides sont présents & l'état de iraces.
Certains peuvent provenir de 1l'élution du papier, car ils furent
isolés par chromatographie préparative. Seule, la fraction C a
retenu notre attention. Aprés une nouvelle réaction d'EDMAN, toute

la sérine disparait, seule, la thréonine est décelable.

Ces résultats sont en faveur de la séquence peptidique

suivante Asn - Ser - Thr.

Nous avons repris 1l'étude de la fraction C car son
analyse aurait d8i donner un rapport sérine/thréonine égal & 1/1
et non 1'28/1. Une chromatographie dans le systéme - solvant de
PARTRIDGE (216 ) de cette fraction C avant et aprés hydrolyse acide
révdle que cette fraction C contient un dipeptide (Ser, Thr) et de
la sérine, ot que ce dipeptide et la sérine possedent des
migrations chromatographiques présqu'identiques. Comme de la sérine
libre est libérée aprés la rdéaction d'EDMAN, nous sommes en présence

des deux séquences suivantes : Asn - Ser et Asn - Ser - Thr.
3 « Conclusion.

La déterminationt des amino-acides N et C terminaux et
1! étude des produits obtenus apres deux cycles de la réaction

d'EDMAN démontrent qu'il existe un mélange de glycopeptides possé-

dant les séquences peptidiques suivantes : 2snj; Asn -Ser; Asn-Ser-Thr.

oo/
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En associant ce résultat a celui obtenu lors de la
recherche de la nature de la liaison protéine - glycanne dans
la fraction glycopeptidique III nous démontrons sans ambiguité

les structures partielles suivantes :

Glycanne Glycanne Glycanne
Glc NAc Glc NAc "@Glec NAc

(3 -1 -1 {5 -1
Asn - Ser - Thr. Asn - Ser Asn

Néanmoins, il est encore impossible d'affirmer
qu'il n'sxiste qu'une seule séquence peptidique. En effet, dans
1a molécule d'IgGyl initiale, il peut exister d'autres amino-acides
liés & l'asparagine, & la sérine ou & la thréonine gui soient

hydrolysés plus facilement par la pronase,

B - DETSRMINATION DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE DES GLYCOPEPTIDES CHYMO-
TRYPSIQUES.

1.- Détermination de la séquence peptidique des glycopeptides du

type (A - B).

Les glycopeptides de ce type (IC 14, IC 1B, IC 2B,
II C 1A, II C 1B, et II C 2 B) possédent une composition peptidique
simple : Asx,Ser, Thr, Tyr dans le rapport 1. D'aprés la spécifi-
cité d'hydrolyse de la chymotrypsine la tyrosine se trouve en
position C - terminale. En tenant compte des résultats obtenus
précédemment la séquence peptidique de ces glycopeptides est la

suivante :

- — - " - " o — W " " A -~ - _r W o W A . T W W e o S W S A S T W W S M R e e e G- o e 4
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Glycanne

Asn ~ Ser - Thr - YWyr.
—_— — 0 (%)

2.~ bétermination de la séquence peptidique des glycopeptides du
type (C - D).

Ces glycopeptides (IC 1C ; ICT1D et IC 2 D) possédent
deux résidus d'acides aminés aromatiques (Phe et yr). Pour
vérifier s'il existzit un emp8chement stérique a 1lthydrolyse
enzymatique, nous les avons soumis de nouveau & ltaction de la
chymotrypsine pendant 24 h. Aprés une électrophorése préparative
sur papier a pH 3,9 /MICHL ( 179)/ nous avons isolé un glycopep-
tide possédant une composition en amino-acides identique a celle

de ceux du type (A - B ), c'est-a-dire : Asp, Ser, Thr et Tyr.

Ces mémes glycopeptides ont £té soumis & deux cycles
de la dégradation récurrente d'EDMAN. Les acides aminés non
modifiés ont été dosés apres hydrolyse acide & l'auto-analyseur
BECKMAN (TableauXXXVI,p, 185 ). On voit disparaftre successivement
une thréonine puis unsz lysine. La perte en lysine, dés le premier
cycle, provient de la formation du PTH - Lys sur & - N Hp.

Ces deux résultats nous permettent de choisir le schéma de

structure suivant : (*)
Glycanne

Thr - Lys (Pro, irg, Glx, Glx, Glx) - Phe - Asn - Ser - Thr - Tyr
— —_— o — —
(*)

La présence d'un résidu d'arginine nous a permis

d'utiliser la trypsine pour obtenir des peptides plus courts.

. o T 8 " T - 208 o = T " — .  ——— — . V- W - . - 0 = T —— . — A o " " . - - - -

(*) - ——3 't déterminé par la dégradation récurrente 4'ZDNMAN

ey ¢ déduit de la spécificité enzymatique;
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TABLEAU XXXVI,

Composition en amino-acides et en glucosamine
du glycopeptide IC 1D aprés deux cycles de la

dégradation récurrente d'EDMAN.

——— — - T " o - oo - S T A e o = - e G o - W A S T T L M D G S G S W = G b N o e R A S A A G o o e

é Constituant © Ic D " IC 1D aprés : IC 1D aprés )
f natif f le ler cycle : le 2éme cycle %
"""" : T ; |
H 3 $
Asp (¥) : 1 : 1 : 1 g
Ser ) 1,02 ) 0,9 ) 1,08 )
‘Thr : 2,25 : 1,4 : 1,29 g
Glu : 2,03 2,6 ‘ 2,77 g
Pro : 1 : 1 : 1 )
1yr o7 0,75 : 0,77 )
Phe : 1,01 : 0,97 : 0,83% %
Lys : 0,89 ' 0,s5 : E )
Arg : 0,96 : 0,88 : ‘ 0,88 %
Glc N 453 442 451 )
f f = )

- > B 8 ¥ > e . - - P S S . O WY D D o T W T A S . Gt - S A U A O S TS G T D e Y A TR S S D S D O T e g W S

(*) ~ pris comme référence.
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Aprés l'hydrolyse trypsique (4 ml d'eau contenant 10 mg de IC 1D
et 160 pgde trypsine, ajustés & pH 8,5 - hydrolyse pendant 18 h.)
les constituants furent séparés par une électrophorése préparative

sur papier M N 261 & pH 3,9/(MICHL ( 179)/.

On a obtenu six fractions numérotées de 1 (la plus
cathodique) & 6 (la plus anodique). Les compositions en acides
aminés sont rassemblées dans le tableau XXXVII (p.187)d=2 fraction n°6
était récupérée en quantité trop faible pour &tre étudiéde. Les
rendements de chagque fraction ont été calculés par rapport a
l'arginine pour les trois premigres et pour les deux suivantes par
rapport & l'acide aspartique pris comme référence en admettant une
hydrolyse trypsique compléte. La trypsine scinde le glycopeptide
IC 1D en deux parties, l'une uniquement peptidique (fractionsn°1, 2
et 3) et 1'autre glycopeptidique (fractions n°4 et 5). En prenant
en considération les résultats précédents (p. 184 ) ainsi que la
spécificité de rupture enzymatique la fraction n°2 majeure posseéde

la séquence peptidique suivante. (¥*)

Thr - Lys - Pro -~ Arg.

Par déduction, 1'enchafnement des amino - acides de

la fraction glycopeptidigue est la suivante :

Glycanne
Glx - Glx - Glx - Phe - Asn - Ser.- Thr - Tyr
- . o —— —

La position des trois résidus deGlx sera confirmée

lors de 1'étude des glycopeptides trypsiques.

(*) = ——p : déterminé par la dégradation récurrente d'EDMAN
Py ¢ déduit de la spéeificité enzymatique.
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TABLEAU XXXVII.

Composition en amino-acides et en glucosamine des
peptides et glycopeptides fractionnés par
électrophorése sur papier &4 partir dfun

hydrolysat trypsique du glycopeptide IC1D

T Fractions & i TTTTTTTyTTTTTTTTTTyTTTTTTTTTTYTTTTTTTTTT
( : 1 : 2 3 4 5
( H : : H 1
g Constituant : : : t :

H H H H
(; ------------------- P T T TTTTT s T T
( H H H H H
( : s : : :
( Asp : - : - : - s 1 (%) . 1 (%)
p e A N A AR L
( Thr : 0,48 0,82 : 2 : 0,96 @ 0,88
E Glu oo b ot e s 2,65
( Pro : 1 : 1 : 1 : N.D. -
g Tyr Lo T - L 0,61 1 0,79
( Phe : - : - : - : 0,60 0,76
E Lys © 0,88 | 0,85 1,0 1 043 1 -
( Arg s 1 (%) 1 (%) 1 (*¥): 0,29 -
g GloN T T 10 B 1%
( ------------------- e R ettt et e e ———
E Rendement en : 27 : 46 : 26 : 15 : 85
( % : : t H H
( t : : H s
( H H : : H
( : H t H :
( : : : : :

R I g T i o ol W e I I I N 4 W N}

- . - Y - S P W T A T A = M I G W G S A W e et N D G e S S T S S S P W6 W M T W e S T TN G S e

(*¥) - pris comme référence
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C - DETERMINATION DE LA SZQUENCE PEPTIDICUY DES GLYCOPEPTIDES
TRYPSIQUES.

Nous avons soumis ces glycopeptides (II T1C et II T2D)
& la dégradation récurrente A'EDMAN. Aprés chaque cycle, nous

avons successivement identifié les PTH - amino- acides suivants :

51u,Glu et Gln.

Vu la spéeificité de la trypsine , ce résultat associé i ceux
obtenus précédemment (p. 186 ), nous pouvons conclure qﬁe les
glycopeptides trypsiques possédent la structure peptidique
suivante 3

Glycanne

Glu - Glu - Gln -~ Phe = Asn - Ser - Thr_ - Tyr - Arg
P} > > > Pt

IV,.~ DISCUSSION - CCONCLUSION.

A partir des glycopeptides isolés des hydrolysats
pronasiques,chymotrypsiques et trypsiques, ncus avons déterminé
la séquence peptidigue au voisinage du point-dfattache protéine-
glycanne. Celle-ci est en accord et compléte celle déterminée

par NOLAN et SMITH (209 ) ( Tableau XXXVIII, p.189)

La similitude des séquences peyptidiques au voisinage
de la liaison protéine - glycanne dans des IgG de différentes
origines (TableauXXXIX,p.190 ) pose immédiatement la question
du r6le de la chaine peptidique dans la biosynthése du glycanne
Nous retrouvons la présence du triplet : Asn ~ X - Thr (ou Ser)
rencontré dans différentes glycoprotéines répertériées par HUNT et
DAYHOFF ( 121). Il serait le code de reconnaissance pour le

branchement de la premiére N - acétyl - glucosamine. En outre, on

e/



TABLEATU XXXVIII.

Séquence peptidique au voisinage du point d'attache
protéine-glycanne dans les IgGq du

colostrum de Vache.

189

NOLAN et SMITH (209)

Glycanne

Lys -~ Pro - Arg ~ Glu ~ Glu - Gln - Phe - Asx

Résultats personnels Glycanne

GlcNAc

Thr - Lys - Pro - Arg - Glu - Glu - Gln - Phe - Agn Ser - Thr - ¢yr - Arg




TABLEAU XXXIX.

Séquences peptidiques comparées au voisinage
du point d'attache protéine-glycanne dans des

Ig G d'origine différente,

190

Lapin (APPELA et al) ( 5 ) et (HILL et al.) (112 )

Glycanne

Pro - Pro - Leu - Arg -~ Glu - Gln - Gln - Phe - Asx - Ser -~ Thr-Ileu - Arg

Eu humaines (RUTISHAUSER et al.) (235)
Glycanne

Thr - Lys - Pro - Arg « 6lu ~ Gln - Gln - Tyr - Asx - Ser

Thr - Tyr « Arg

Sérum de Vache (UUQUESNE et al.) ( 68 )
Glycanne

Asn - Ser

- Thr.

Sérum de Vache (HOWELL et al.) ( 119) Glycanne

Glx «» Glx -~ Glx - Phe - As! ~ Ser

Thr - Tyr - Arg

Colostrum de Vache (Résultats personnels) Glycanne

Thr ~ Lys - Pro - Arg - Glu -~ Glu =~ Gln -~ Phe - Asn -~ Ser

Thr - Tyr - Arg

Sérums de babouin, de singe, de porc, de chien et de chat

al.)( 119)

Glycanne

(HOWELL et

(¢1x, Glx, Glx, Phe, AsX, Ser, Thr, Tyr ) - Arg.
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constate que la fraction peptidique constante des chaines H dans
les IgG conserve cette homogénéité au cours de 1'évolution. Le
glycanne posséderait-il une telle importance qu'il entrafnerait,

par finalité, une chaine peptidique constante .
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)
E ETUDE DE LA STRUCTURE DAS FRACTIONS )
g GLYCANNIQES DiS IgGq DU COLOSTRUM g
( D VACHE. )

e ey o - o 0 S S e A 4 T bt o P - o G S W T - . o

Les glycannes des ig G1 constituent une faible fraction de la
molécule, environ 3 %. Dans un premier temps, il fallait obtenir une
fraction trés enrichie en monosaccharides. Les glycopeptides représentent
donc les substrats de départ de choix pour gporder cette étude. Nous
avons choisi les glycopeptides chymotrypsique A, B, C et D car 1euis
compositions en monosaccharides sont légérement différentes quant aux

pourcentages du fueose et des acides sialiques.

En outre, il semblait y avoir une relation directe entre le
taux de fucose et la présence d'un résidu de phénylalanine dans la chalne
peptidique. Nous savons déja que ce résidu d'acide aminé se trouve pres
de 1l'asparagine du point-d'attache protéine - glycanne : ceci serait
suffisant pour expliquer l'action incompléte de la chymotrypsine due
a4 un emp8chement stérigue. Mais la présence éventuelle du fucose
prés de ce résidu de phénylalanine pourrait augmenter cet encombrement
stérique dfi au glycanne. En choisissant ces glycopeptides chymotrypsiques,
nous pensions pouvoir expliquer la raison pour laquelle la chymotrypsine

était inhibée dans son action hydrolytique.

Il nous fallait résoudre trois problémes, & savoir,

déterminer :
-~ 1'enchafnement des monosaccharides ,

- les types de liaison (lep2; 1—p3 ; 1—ppd; 1——pb),
- et les anoméries, a ou B , des liaisons.

e/
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Pour aborder les deux premiers, nous avons considéré

que les fractions glycanniques pouvaient &tre divisées en trois parties

~- 1'extrémité rcliée a la chafne peptidique,
- le centre de 1'édifice moléculaire,

~ et les extrémités externes.

C'est pourquoi, nous avons utilisé les trois technigques

suivantes :

- la méthylation directe des glycopeptides qui nous renseigne
sur la position externe ou interne des monosaccharides et

sur leur degré de substitution.

- 1'oxydation pericdique qui permet d'isoler la fraction

glycannigue proche du point-d'attache protéine-glycanne (¥).

- 1'hydrazinolyse suivie d'une diazotation qui fournit des
fragrents terminés par un résidu de chitose venant de la

modification de la glucosamine.

Aprés l'oxydation periodique et lthydrazinolyse -diazotation
nous avons analysé les produits obtenus aprés méthylation des différents

fragments pour déterminer les types de liaisons.

Pour localiser avec précision le résidu éventuel de fucose,
dans cerﬂéines expériences, nous avons d'abord rompu la liaison protéine-
glycanne par la soude en milieu réducteur avant de réaliser une hydra-
zinolyse - diazotation. L' anomérie des liaisons a été déterminéde
par l'action d'enzymes spécifiques soit sur les glycopeptides natifs
soit sur certains de leurs fragments gque nous avons isolés. \

En outre, le point de branchement du résidu d'acide N-acétyl
neuraminique présent dans les glycopeptides acides a été précisé grice 2
l'analyse des produits obtenus aprés la méthylation des glyconentides

partiellement hydrolysés par des glycosgidasag spécifiques.

- - - - . - P > — - W Y N . - = W et Wy = . W D S > R U T e S R M et W S et S 6 WD D WS W W S W e e - e

(*) -~ Cette technique serait sans intérét si les moncsaccharides
prés du point-d'attache possédaient des fonctions" o-glycol"

libres.
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I.- COMPOSITION EN MONOSACCEARIPES DES GLYCOPEPTIDES CHYMOTRYPSIQUES
A-B=-C - D.

Les compositions molaires en monosaccharides des quatre

types de glycopeptides ont été rapportées dans le tableau XXXI( p. 172)

IT.- METHYTATTIOY DIRSCTE DES GLYCOPEPTIDES.

Les résultats de la méthylation (p. 98 ) des glycopep-
tides IC 1A 3 IC 1B ; IC 1C ;3 IC 1D ; IC 24 et IC 2B sont résumds
dans le tableau XL (p. 195).

Le seul dérivé du fucose présent sur les diagrammes de la
chromatographie en phase gazeuse était le 2,3,4 - tri - 0‘- méthyl -

2 - fucoside.

Les deux dérivés du galactose sont le 2,3,4,6 - tétra - Q -
méthyl et le 2,3,4 - 'tri - 0 - méthyl - D - galactoside. Leur rapport
molaire a été calculé par rapport aux 2 résidus de galactose présents

dans les glycopeptides natifs.

Les deux dérivds majeurs du mannose sont le 2, 4 - di - 0 -
méthyl et le 3, 4, 6 - tri - 0 - méthyl - D mannoside. Les dérivés 3, 4
di - 0 - méthyl et 3, 6 - di = O - méthyl - D ~ mannoside proviennent
d'une méthylation incompléte du 3, 4, 6 - tri - O - méthyl - D -
manmoside. En effet, en prenant comme base de: calcul 1 résidu de 2, 4 -
di - 0 - méthyl - D - mannoside on retrouve les 3 résidus de mannose

présents dans les glycopeptides.

Les rapports molaires des dérivés de la glucosamine différem~
ment méthylés sont calculés par rapport aux 4 résidus présents dans
les glycopeptides natifs. Les dérivés 3, 6 - di - 0 - méthyl et 3 ~

mono - Q-méthyl représentent presque la totalité des 4 résidus.

oo/



195

*y % oTeyp 3700 SNPTSIT 6ap cawos vl end oqI0e

STTXHIAWYAL S3TIIIZJODRTO=0TVISY IF OTVIS SUd RAAIIV ASKTOYAAH ¥Vd SIYAGIT
SANINVSO-TAHIA SHT I STULOAN SHAIYVHOOVSONOW SAA SINDITAKLIN
SEIHLT XAV INVANOJISHYUOD SO0Id 3d SAOYJHNS SAC SI¥0dd Ve

X

avatTavy

oa.n.o» ep 99TNOTEO 380 ouiwesoon(d WY op 9PATIPp sep uojjaodoad wy v P
. *2 @ o7edy 3706 supispx eap 2wwos w[ onb ejxos
9103 8D 9PTNOT¥O »no 9603087ed NP EPATIOP Xn0op eop uoyzzodoxd vy t ©
*epysouusy = T- 14Ayy pm .
=0 = 1P = p'2 op npYepI un ¢ sp3Joddex Ju08 @BOUUTW NP SPATIPP €9 ¢ q
*juespad e8soon] NP PATIP Tnes t ¥
1 H 1 1 : 3 ) $ ] t
t t 1 [ ] 1 3 1 [ t
t 1 [ t 1 ] 1 1 s s
( s s t t : t ' ' s t w
: t '
M ¢'o | o | 2 1L S L S VL ST 70 S 1 L SR | . + gz oI
( ' s s R 1 : ] ' * t . M
t [ . 3
T S T I L S L T TS L S O R S vz o1
( ] ' 1 ] ] t . ' t 3 [
. ! . t . ' P 3 R i ‘ t . 1 . 3 ' . 4 Q1 o1
o¢'o 89'0 . 0fe t4: 2 I gL'l ‘ ot‘o ' z2'o . 2¢tL ' L ' '
t t ,t t t s 3 s ] t
L
2o | weo L ate b g0, WL, mfo G, v, b : + oL o1
t s t [ t ' ' [ : 1
s 1 p [ t [ ‘ ' ' ? t :
w Li'o , 650 @' 6v't 6o, %', o, 9L, t : + ' g1 o1
M 1 ' t t 1 1 [ t t 1
[ H
(6o, @0 62 AR 72 S L T L S L X s Vi o1
( t H t 1 U 1 1 1 t t
t t : t s ' ' [ [ L. deodoo
A 4 1 4 1 4 1 ° [ ° ' 1 1 q ' a { a ! * , SOPRACO 1o
] H ] ' ' ] [} ] g H
1 3 - t 1 : ' ' ' [ t
: ' [ 1 t . "1 ' [ t ' senbyrAulsu
(31 - - gt -gépiczr YO ¢é2 s - t [ '
zoﬂo..wvn“ NOTD = ¢ “ NOTD wn” d.umvmm. au.vnm. wey - 9°¢ ” wey v.n“ wog - 9pig) um - po2 | ong = PiCUT ezowyy M
3 t 8 : ) | [ .t t t
by 91 s



196

Conclusion :

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons faire les

remargues suivantes 3

-~ le fucose se trouve toujours en pogsition exterme.

- les sialo-glycopeptides possédent 1 seul des deux résidus
du galactose en position externe, et les asialo-glycopeptides
les 2. Ceci nous améne & brancher le résidu de l'acide
N - acétyl - neuraminique sur un résidu de galactose.

- tous les glycopeptides possédent 2 résidus de mannose mono-

substitués en C2 et 1 résidu bi-substitué en C, et C6. Ces

trois résidus se trouvent donc en position intZrne dans
1'édifice glycannique.

- 1'un des quatre résidus de la glucosamine est bi-substitué
en 04 et C6' Les autres sont mono-substitués en C4. La faible
guantité du dérivé triméthylé pourrait s'expliquer par une
hydrolyse trés partielle des glycopeptides lors de la méthyla -
tion. Les résidus de N ~ acétiyl ~ glucosamine ne se trouvent
donc pas & la périphérique des glycannes.

- les dérivés de 1'acide N - acétyl - neuraminique n'ont pas été
analysés car ils sont détruits aprés la méthylation par

1'hydrolyse acide.

Dés maintenant, nous pouvons poser en hypothése gque tous
les glyccpeptides possédent la méme structure car nous obtenons toujours

les mémes dérivés méthylés.

II1.-_OXYDATION Ps«RIODIQUYE DES GLYCOPEPTIDES.

Ltoxydation a été réalisée selon le protocole décrit page 101
Aprés celle-ci, nous avons isolé la fraction glycopeptidique non
modifiée (FGOP). Cette derniére fut soumise & une analyse de ses
constituants. Le dosage,aprés hydrolyse chlorhydrique a l'auto-

analyseur des acides aminés (p. 78 ) nous donne le rapport existant

oo/
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entre lfacide aspartique et la glucosamine. Une analyse des
monosaccharides selon la technique de ZANETTA et al. ( 288) nous
renseigne sur la nature des oses résistants & l'oxydztion periodigue
et sur leur rapport molaire. kn associant ces deux résultats rassem-
blés dans le tableau XLI (p. 198), nous avons pu donner la composition

molaire de cette fraction glycopeptidique (Asp : 1 ; GlcN : 2 ; Man :1)

Celle-ci fut soumise & une méthylation totale selon le
procédé décrit page 98. Les éthers méthyliques furent analysés en
chromatographie en phase gazeuse (p. 100). Le seul dérivé de la
glucosamine est la 3,6 -~ di = Q0 - méthyl. A c8té du 2,3,4,6 - tétra -
0 - méthyl - D - mannoside, dérivé majeur du mannose, nous avons
constaté la p;ésence du 3,4,6 -~ tri - 0 - méthyl - D - mannoside.

Ce dernier dérivé provient d'une méthylation incompléte.

Conclusion :

i ———————

Seul un résidu de mannose a résisté & 1l'oxydation
periodique. Ce résultat est en parfait accord avec cecux obtenus
lors de la méthylation totale des glycopeptides natifs (p.196 )e
En outre, ce résidu se trouve en position externe, car nous avons
mis en évidence le 2,3,4,6 - tétra - 0 - méthyl - D - mannose dans
les produits de la méthylation de la fraction glycannique résistant
& 1'oxydation periodigue. (FGOP).

Nous avons démontré précédemment (p. 159) que 1l'un des
quatre résidus de N - acétyl - glﬁcosamine contenus dans les
glycopeptides natifs est 1ié & l'asparagine. Aprés méthylation,
la FGOP ne contient que le dérivé 3,6 - di - 0 - méthyl - glucosamine.

D'aprés ces résultats, nous pouvons déduire la structure suivante 3
Man -(1=Pr4)- GlcNAc -(1=p4)~ GlcNAc - (3 -(1==3»)-Asn.

Dés lors, nous savonsg que les deux sutres résidus de

e/
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TABLEATU XLI.

Composition molaire de la fraction glycopeptidique
non modifiée (FGOP) aprés oxydation des glycopeptides
chymctrypsiques des Ig Gy

—— T " - o M=’ - = WA A P N M T —— - —— - —— - - - — - - -

- — - 2 - - - § . - - - e o —— . - — - — - —— -

1 1
2,25
Man 0,89 0,95

)
)
)
)
)
2,18 §
)
)
)
)
b))

(*) - pris comme référence égal & 1l'unité
(les autres acides aminés n'ont pas été dosés).
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glucosamine contenus dans les glycopeptides natifs ne sont pas
branchés & ce manncse. BEn outre, commz dans les asialo-glycopeptides,
les deux molécules de galactose se trouvent en position externe,

les deux autres résidus de mannose doivent &tre reliés gu mannose

de la FGOP.

IV.- HYDRAZINOLYSY BT DIAZOTATICON.

L'hydrazinolyse suivie d'une diazotation (p. 103) a été
réalisée sur les sialo et asialo-~glycopeptides IC 1A et IC 1D. Nous

avons choisi le IC 1D pour son taux élevé en fucose.

A.; LES OLIGOSACCHARIDES N “UTRES ISCLNS DES GLYCOPZPTILES IC 1A 8T IC 1D.

\ ule

1.~ Fractionnement et composition des oligosaccharides neutres. (ﬁi¥i>

Les oligosaccharides neutres terminés par le 2,5 - anhydro -
D - mannose ont &té séparés par chromatographie sur papier. Nous avons
obtenu 4 fractions majeures (Fig.44 sPe 200 ): les composés I, II,
III et V, révélés par le réactif & 1'urée chlorhydrique de DEDONDER ( 60)
et présents dans les diazotats des deux glycopeptides IC 1A et IC 1D,
et trois fractions mineures (Fig. 44 ,p. 200) : les composés IV, VI,
et VII faiblement révélés par le réactif & 1l'oxalate d'aniline de -
PARTRIDGE ( 217 ).

Les différents composés‘ont été isolés par chromatographie
préparative sur papier et réduits par le borohydrure de potassium,
Ils ont été méthanolysés et analysés en chromatographie en phase
gazeuse selon le protocole de ZANWTTA et al. (288). Les résultats
sont reportés dans le tableau XLII (p.201)

a ~ discussion :

Le composé I contient de la N -~ acétyl - glucosamine : il
représente la fraction glycannique qui a été incomplétement modifiée

par lthydrazinolyse - diazotation.

.../
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Schéma de la séparation chromatographique de la fraction neutre

des diazotats des glycopeptides IC 14 et IC 1D (papier Whatman

n* 3 ; systéme solvant : acétate d'éthyle, pyridine, acide acéti-

que, eéu, 5315 31

:3)



TABLEAU XLII

Composition des composés isolés de la fraction

neutre des diazotats des glycopeptides IC 1A et 1IC
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Le composé II renferme ? résidus de mannose pour 1 de
2,5 - anhydro - 2 - mannitol. Pour nous assurer de ce rapport molaire,
nous avong chromatogsraphié sur une colonne de Sephadex G 15 (1,5 x 100cm
stabilisée dans 1'eau les composés II de IC 14 et IC 1D (Fig. 45 ,p. 203
Nous avons récupéré une fraction II p (purifiée) représentant environ
80 % du composé II. Celle-ci était constituée de 3 résidus de

mannose et C,1 de galactose pour 1 de 2,5 -anhydro-D - mannitol.

Le composé III ne renferme que du galactose et du 2,5 -
anhydro - D - mannitol dans le rapport 1 : 1.

Le composé V contient du 2,5 - anhydro - D - mannitol,
mais aussi en plus petite guantité deux substances gui possédent des
temps de rétention en chromatographie en phase gazeuse égaux a4 ceux
du mannose et du galactose. Or celles-ci ne peuvent &tre constituées

de ces deux monOsaccharides pour deux raisons :

- si leurs migrations chromatographiques sur papier correspondent
4 peu prés & celles du mnnose et du galactose, nous aurions
dfl voir apparaftre du mannitol et du galactitol puisque les
fractions sont réduites avant d'&ire analysdes en chromatogra-

phie en phase gazeuse.

- il reste la possibilité de l'existence ds deux disaccharides
et d'un trisaccharide composéds de : galactose - 2,5 - anhydro ~
D - mannosej; mannose - 2,5 - anhydro - D - mannose ; galactose -
mannose - 2,5 - anhydro - D - mannose. Mais de tels composés
posséderaient une migration chromatographique sur papisr plus

faible que le 2,5 -anhydro - D - mannose.

En outre, on ne retrouve pas les rapports normaux existant
entre les différents isoméres du mannose ou du galactose gquand ils sont
analysés en chromatographie en phase gazeuse, La seule hypothése valable
est d'admettre qu'un résidu de N -~ acétyl - glucosamine particulier
puisse se transformer en 2,5 ~anhydro - D - mannose et en d'autres
composés dont la nature pourrait &tre détemminé en spzctographie de

masse.

oo/
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Figuﬁe 45.

Chromatographie sur une colonne (1,5 x iOO cm) de Sephadex G 15
du composé II isolé de la fraction neutre des diaszotats des

glycopeptides IC 1A et IC 1D - Repérage au réactif de DUBOIS et al.(67)
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Figure 46. o

Chromatographie sur une colonne (0,7 x 80 cm) de Biogel Po (200 - 400 mesh)
du composé IV isolé de la fraction neutre des diazotats du glycopeptide

IC 1D - Repérage au réactif de DUBOIS et al. (67)
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Les composés mineurs IV, VI et VII contiennent tous du
fucose. Seul le composé VII n'est constitué gue de fucose, mais
celui-ci ne se révéle fortement au réactif & 1l'oxalate dl'aniline
qu'apreés hydrolyse acide, c'est-a-dire aprés libération de sa
fonction réductrice. Nous n'avons pu faire une analyse approfondie

du composé VI vu sa quantité trop faible.

Le composé IV posséde une migration chromatograrhique
sur papier d'un disaccharide mais il est constitué de galactose,
mannose, fucose et de 2,5 - anhydr¢ -« D - mannitol. Nous 1l'avons
fractionné sur une colonne (0,7 x 80 cﬁi de Bio-gel Po (200 = 400 mesh)
stabilisée dans 1'eau (Fig. 46 ,p.203 ). Nous avons récupéré trois
fractions : IV a, IV b et IV c. Seules les fractions IV b et IV ¢ ont
pu Btre analysées car elles représentent environ 90 % du composé IV
natif. Dans les deux, nous avons retrouvé le fucose et le 2,5 - anhydro
2 - mannose. La fraction IV b contenait en plus une substance possédant
le temps de rétention du mannose et la fraction IV ¢, une autre
possédant celui du galactose. Ces deux substances ressemblent aux cons=- -
tituants que nous n' avons pu identifier avec certitude dans le composé

V. Le composé IV contiendrait donc le disaccharide : fucose - 2,5 -

anhydro - D - mnnitol.
b - conclusion @

Nous avons démontré la présence dans les glycopeptides
d'IgG1 d'un tétrasaccharide composé de mannose et de N - acétyl -
glucosamine dans le rapport 3/1 et d'un disaccharide constitué de
grlactose et de N - acétyl - glucosamine. Les divers résultats sont
en faveur d'un branchement du fucose sur un résidu de N - acétyl -

glucosamine.

2.~ Détermination des rapports molaires des oligo ¢t monosaccha-

rides présents dans les éluats neutres des diazotats des

glycopeptides.

Les rapports molaires des différents fragments glucidiques

.../
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ont étébdéterminés par le comptage de la radioactivité portée par le
résidu de 2,5 - anhydro - 2 - mannitol présent dans chague oligosac-
charide aprés réduction par le borohydrure tritié et séparation
chromatographique sur papier (p.104 ). Les diagrammes obtenus sont
rassemblés dans la figure 47 (p.206 ) et les résultats du comptage
des différentes fractions obtenues dans le tableau XLIII (p.207 ).

Discussion - Conclusion :

Les rapports molaires des composés II et III démontrent
qu'il existe dans les glycopeptides natifs 2 chafnes disaccharidiques
(Gal=——pGlcNAc) pour un seul tétrasaccharidique (Mana-——) GlcNAc).
Les proportions entre les composés V et II, obtenus & partir du
Zlycopeptide IC 1A confirment l'existence de deux résidus de
N - acétyl - glucosamine en tandem au niveau de la liaison protéine-
glycanne, démontrée précédemment par les résultats de 1l'oxydation
periodique. Le faible rendement du composé V et l'apparition du composé
VII dans le cas du glycopeptide IC 1D riche en fucose sont en faveur
du branchement du résidu de fucose sur la N - acétyl - glucosamine
impliquée dans la liaison protéine-glycanne. Nous expliquons la
présence du composé V par le fait que la liaison fucosyl est connue
pour &tre trés labile, Elle serait partiellement rompue lors des

réactions d!'hydrazinolyse - diazotation.

3.- M3thylation des composés ITI et IIT.

Apres réduction par le borohydrure de potassium,les oligo-
saccharides ont étd perméthylés. L'hydrolysat du composé IT méthylé
contenait le 2454 - di - 0 - méthyl - D - mannose, le 2334456 = tétra -

0 - méthyl - D -~ mannose et le 143,6 - tri - 0 - méthyl - 2,5 - anhydro -
D - mannitol,_ét celui du composé III, le 2,3,4,6 - tétra - O - méthyl -
:gt - galactose et le 1,3,6 - tri = O - méthyl - 2,5 - anhydro - D -

conclusion

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus aprés la

o/
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Diagrammes du comptage de la radicactivité des oligosaccharides

réduits des diazotats des glycopeptides chymotrypsiques (IC 14 et

IC 1 D ) aprés séparation chromatographique sur papier dans le

systéme solvant : pyridine, acétate d'éthyle, acide acétique,

eau - (5 : 511 13 ),
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TABLUEAU XLIII.

Rapports molaires des constituants de la fraction

neutre des diazotats des glycopeptides IC 1A et IC 1D.

Composés : Composition f Glycopeptides
i et St
H s IC 14 : IC 1D
: : :
: : :
I f mélange de monosaccharides f 0,36 f 0,33
I : (I"Ia.n)3 i (2,9 - anhydro - D - : :
f mannitol) . 1T (N 1 (%)
: : :
111 : (Gal)1 ; (245 - anhydro - D~ : :
' mannitol)l : 1,48 X 1,8
: : :
Iv : Fue ; 2,5 - anhydro - D - mannitol 0,30 : 0,27
v * 2,5 - anhydro = D - mannitol oo,6 1Pl o,56 I
VII f Fuc. : - f traces
: : :
i (o . R Bis
(*) = pris comme référence égal & 1. L“Li)

\_/vvvvvvvvvvvvv\_/vvvvvvvvvvvvvv
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néthylation totale des glycopeptides natifs et démontrent la
structure du tétrasaccharide et des deux disaccharides identigues

existants dans les glycannes natifs, & savoir :

1 .

Man sy GlcNAc et Gal em———PpGlcNAc
Man/: ,6

Comme les résidus de N - acétyl-glucosamine ne sont pas
substitués en C6 le fucose est donc branché en C6 sur le 4éme résidu
de N - acétyl-glucosamine situé au niveau du point-d'attache avec la

protéine.

4.- Détermination du branchement du fuccse dans le

glycopeptide IC 1D,

Pour démontrer, sans ambiguité, le branchement du fucose
sur la N - zeétyl - glucosamine impliquée dans la liaison protéine-
glycanne, nous avons rompue celle-ci par la soude en milieu réducteur
(p. 106 ). tpres hydrazinolyse et diazotation le glucosaminitol est
transformé en 2 - dééoxy -D- glucose et les autres résidus de
glucosamine en 2,5 - anhydro - D - mannose. Nous avons réduit au
borchydrure tritié les produits obtenus avant de les séparer par
chromatographie sur papier. Le diagramme du comptage de la radiocactivité
est reporté dans la figure 48 (p. 209 ). Le composé II correspond au
tétrasaccharide : (Man)3 - 245 = anhydro - 2:- mannitol, le composé III,
au disaccharide : Gal - 2,5 - arhydro - D - mannitol. Le composé IV
contient du fucose, d@ 2,5 - anhydro - ;{l mannitol et le 2 - désoxy -

glucitol dans les rapports : 1 : 0,47 : 0,49.

Discussion - Conclusion :

Cette expérimentation permet d'affirmer que le fucose est
bien branché sur la N - acétyl - glucosamine participant & la liaison

protéine - glycanne selon le schéma suivant :

.
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Diagramme de la mesure de la radioactivité des oligosaccharides

réduits du diazotat du glycopeptide IC 1D préalablement soumis &

l'action de la soude en milieu réducteur. Séparation chromatographique

sur papier Whatman n°3 dans le systéme solvant : pyridine, acétate
d'éthyle, acide acétique, eau. (5 : 5 ¢+ 1 : 3).
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Fue -(lemdP 6) - GlcNAc - ) -(1e==P)-Asn

De ce fait, les divers composés inconnus présents dans les diazotats
des glycopeptides IC 1A et IC 1D (non soumis & l'action de la soude
en milicu réducteur) proviennent bien d'une dégradation partielle de

cette N - acétyl - glucosanmine,

B - LES OLIGOSACCHARIDKS ACIDES ISQOLES DU GLYCOPSPTIDE _IC 1A.

1.~ Practionnement et composition.

Apres l'action du nitrite de sodium la fraction acide
des diazotats reste fixée sur la colonne de Dowex 1 x 4 lors du dessa-
lage (p.104 ). Nous avons élué cet échangeur d'ions par une solution
d'acice formigque & 2 %. Les quatre fracstions collectées ont été
repérées par le rdactif & la diphénylamine de NIAZI et STATE ( 204)
modifié par WERNER et ODIN ( 283). Le diagramme du fractionnement
est reporté dans la figure 49(p.211 ). Nous avons rassemblé la
composition de ces fractions dans le tebleau XLIV (p.212). Le premier
composé (I) élué contient de la N - acéty¥ - glucosamine et un taux
élevé en mannose : 1l représente la fraction incompldtement modifiée
par hydrozinolyse - diazotation. Les trois autres sont constitués
de gelactose, de 2,5 - anhydro - D - mannose et d'acide N - acétyl
neuraminique natif ou modifié. En comparant les temns de rétention
en chromatogzraphie en phase gazeuse de llacide N - acétyl - neurami-
nigue et de ses dérivés avec ceux de la N - acétyl - glucosamine,
de la glucosanine et du glucose, déterminés par ZANETTA et al. ( 288),
nous avons conclu que les dérivés de llacide N - acétyl - neuraminique
étaient 1l'acide neuraminique 1ui-mémeAet l'acide dérivant de celui-ci
aprés désamination nitreuse. ‘

Ce raisonnement est en accord avec l'ordre d'élution des
fractions II, III, IV de la colonne d'échangeur d'anions et avec leur
migration électrophorétique & pH 3,9 / MICHL (179 )/ : le composé II

posséde celle d'une substance neutre et les composés III et IV celle

oo/
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Figure 49.

Diagramme d'élution de la colonne de Dowex 1 x 4 (200 - 400 mesh)
par une solution d'acide formique & 2 %. Repérage par le réactif
de WERNER et UDIN. (283)
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TABLEATU XLIV.

Composition des oligosaccharides acides isolés

des diazotats du glycopeptide IC 1A.

Compesés

Constitvants

Acide neuraminique

Acide N-acétyl

neuraminique

Acide neuraminique

désaminé par NaN02
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e
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de l'acide N - acétyl - neuraminique.

2.- Méthylations.

Les composés II et IV ont été méthylés selon le procédé dé-
crit page 98. Leurs hydrolysats chlorhydrigques contenaient le
1,346 = tri - 0 - méthyl - 2,5 ~ anhydro - D - mannitol, le 2,3,4 - tri -
0 - méthyl - D - galactose et le 2, 3, 4, 6 - tétra - Q0 - méthyl - D=
galactose.

Conclusion

Les fractions II, III et IV dérivent d'un seul et méme
trisaccharide natif constitué dtazcide N - acétyl - neuraminique, de

gzlactose et de N - acétyl - glucosamine.

Les résultats de la méthylation confirment lt'enchainement
présumé (p. 196) suivant : ANAN -(2~—=36)- Gal -(1==p4)- GlcNAc.

La présence du tétra - méthyl - D - galactose est logique compte

tenu de la fragilité de la liaison "sialyl",

V.~ DETERMINATION DF L'ANOMERIZ DES LIATSONS.

Nous avons déterminé les anoméries de cing types de
liaison : ANAN -(2—%6)- Gal ; Gal -(1=P 4)- GlcNac ; Man = (1—>3)-
Man s lMan - (1—» 6) - Man et Glc NAc -~ (1=—>2) - Man.

A - ACTION DE LA NEURAMINIDASE Di CLOSTRIDIUM PERFRINGENS.

L'hydrolyse enzymatique a été effectuée sur le glycopeptide
IC 1C selon le protocole décrit page 108. Les produits de la réaction
ont été fractionnés sur une colonne de Bio-gel P (200 - 400 mesh),
La premiére fraction élude était repérée par le réactif de DUBOIS
et al. ( 67 ) et contenait le glycopeptide sans acide sialigue. La
seconde donnait des réactions négatives avec le réactif précédent

et positive avec le réactif de NIAZI et STATE ( 204). L'obtention d'un

e/
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glycopeptide dépourvu dlacide sialique aprés action de la neuramini-
dase de Clostridium perfringens démontre l'existence d'une liaison

d'anomérie "¢ ",

B - ACTION DE LA (5 ~ D - GALACTOSIDASE DE FEVE JACK.

La détermination de 1l'anomérie "\ " ou "(S " a été réalisée

par hQ)- D - galactosidase de Feve Jack sur la disaccharide

Gal -~ (1—>»4)~ 2,5 - anhydro - D - mannitol, obtenu & partir
des diszotats des glycopeptides 1C 1A et IC 1D. Aprés 20 h. d'hydrolyse,
les produits ont été dessalés sur échangeurs d'ions (p.108 ). la
fraction neutre a été chromatographiée sur papier dans le systéme solvant
pyridine/acétate d'éthyle/acide acétique/eau (5 ¢ 5 : 1 : 3). Le chroma-
togramme a été révélé par le réactif de PARTRIDGE ( 217) & 1l'oxalate
d'aniline. Environ 80 % du galactose présent dans le disaccharide ont

€té 1libérés par 1'enzyme. L'anomérie de la liaison est done du type "(3".

C - ACTION DE L'g|~MANNOSIDASE DE "BROMELAIN".

L'¢{~D - mannosidage de la "Bromelain" (p.109 ) a 1ibéré
environ 1,5 p,M de mannose & partir de 1 pM du tétrasaccharide 3
(Man)3 -»2,5 - anhydro - D - mannitol. Les deux liaisons,Man -(1—»3) -

Man et kan -(1-»§) - Man, possédent de ce fait la méme anomérie " ".

D ~ ACTION DE LA(}- D - GLUCOSAMINIDASE DE F&VZ JACK.

Les résidus de galactose du glycopeptide I C 1 B ont été
détachés par action de laf}- D -  gelactosidase de F2v¥ Jack. Le
glycopeptide modifié, purifié par chromatographie sur Bio-gel P2, a été
goumis & l'action de la (5- 2‘ glucosaminidase (p.109). Le nouvean
glycopeptide a été isolé par chromatographie sur Bio-gel P,. Son analyse
montre que le nombre de résidus de glucosamine libérés est fonction du
taux d'hydrélyse’du_galactose lors de 1l'action de 1a(3-£ - galactosidase,
Ce résultat démontre que les liaisons des deux résidus externes de gluco-

samine branchés sur le noyau trimannosidique possédent l'ancmérie "(3".

.
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Vi.~ DETERMINATION DU POINT DE BRANCHEMENT DE L'ACIDE N - ACETYL
NEZURAMINIGUs DANS LE GLYCOPEPTIDE IC 1A.

la présence d'un seul dérivé d'acide N - acétyl =~
neuréminique posait le probléme de savoir s'il était indifférem-
ment branché sur l'un ou l'autre des deux résidus de galactose.
Pour le résoudre, nous avons fait agir successivement la 6- _g -
galactosidase et la @ - 2_— glucosaminidase de Féve Jack.et 1! c& -
D - mannosidase de "Bromelain" sur le glycopeptide IC 1A. Ce
giycopeptide modifié était purifié par chromatographie sur Bio-gel
Py et Py, -puis méthylé. Le nouveau dérivé méthylé du mannose qui
est apparu est le 2, 3, 4 - tri - 0 - méthyl = D - mannoside. Ceci
implique que le résidu d'acide N - acétyl - neuzgminique est branché
sur le bras 1ié au mannose central par une liaison ( 1 ——» 6)
(Fig. 50, p.216)

VII.- CONCLUSIONS.

D'aprés les résultats obtenus en appliquant les
quatre techniques suivantes : la mé€thylation, l'oxydation
périodique, 1l'hydrazinolyse - diazotation et les hydrolyses
enzymatiques, nous pouvons en déduire la structure des glycannes
des Ig G1 du colostrum de vache qui répond au schéma de la figure 50
(p.216 ). ‘

Cette structure est identique & celle des glycannes
de 1'IgE (BAEINZIGER et al. ( 10 ) ) et des IgG humaines

(KORNFELD et al. ( 136 ) ).

oo/
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anan®s2:6, gl c;mwc(3 =112 Man

d -1,6

' -1
‘Man .113, GlcNAc ..T_Li(}lcNAc@._g. Asn

-

of -1,3 (Fuc)1 - 0

6"‘1 ,2

’(Qa.l(""l 1 GleNAc 2% Man:

Figure 50.

Schéma de la structure des glycannés des
IgG du colostrum de Vache.



217

Nous retrouvons le noyau mannotriosique dont un résidu de D - mannose,
substitué en 5 et 6 constitue le point de ramification du';iycanne.
Cet oligosaccharide est commun a 1'ovomucoide, la fétuine, l'orosomu-
coide, la séro- et la lactotransferrine humaines (BAYARD)( 14 ) et
aux Ig M (HICKMAN et al. (111 ) ). Cette analogie de structure entre
les glycannes de diverses glycoprotéines fut posée en hypothése,

dés 1962, par MONTRZIUIL et al. ( 186).

L'encombrement stérique dft au résidu de fucose branché
sur la N - acétyl - glucosamine liée 4 l'asparagine explique 1l'hydro-

lyse incompléte des glycopeptides par la chymotrypsine.

La position de ce résidu de fucose est identigque i celle dénontrée
par XOIDZ et MURAMATSU ( 134) dans les IgG sérique de Vache et par
BAENZIGER et al.( 10 ) dans les IgE humaines. Les premiers ont

isolé le glycopeptide Puc—wGlcNAc —» peptide gréce a 1'utilisation
d'une endo - N - acétyl - glucosaminidase et les seconds l'oligosac-

charide

Man e GlcNAC — . GlcNAc itol

T

Fue

par l'emploi d'exo-glycosidases et par l'action de la soude en milieu
réducteur. Ces derniers n'ont pas isolé le disaccharide Fuc ——»GlcNAc
natif ou modifié. L'obtention de 0,5 résidu de N - acétyl - glucosamini-
tol aprés oxydation periodique leur permet d'en déduire le branchement

du fucose.

Par contre, le lieu de branchement du résidu dlacide N =
acétyl - neuraminique est différent de celui déterminé par BAENZIGER
et al. ( 10 ) dans les glycannes des Igh. Notre résultat est en accord
avec les travaux récents de TAI et al. ( 272) sur les glycannes

partiellement galactosidés des 1gG sériques de Vache.
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CHAPITRE II.
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LA LACTOTRANSFERRINE.,
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Les études que nous avons entreprises sur la lactotranse
ferrine du lait de Vache (ou "Red protein" de GROVES) ( 98 ) avaient

pour but de résoudre itrois problémes :
1 - son isolement rapide,

2 - 1'isolesment et le fractiornement de ses glycopeptides
pour les comparer a ceux de la laciotransferrine du
lait de Femme,

3 = vérifier son degzré de résistznce gux enzymses protéolytiques
du trazctus diges*tif du Ncourrisson compardée & celle

de
: . / e £ - -
lactotrmnsferrine humine {étudide par MAZURIZR - DEHAINE)

(173).

Ces trois directions de recherche correspondent & un
objectif bien précis : substituer dane 1l'alimentation du Nourrisson

la lactotransferrine du lait de Femme par celle du lait de Vache.

Ce chapitre sera donc divisé en trois parties répondant

aux trois thémes de recherche gue nous nous étions fixés.

ISOLEMENT ET PROPRIETES PHYSICO - CHIMIGUES
DE 1A
: LACTOTRANSFERRINE DE VACHE.

*r ss ee

A priori, veulocir mettre an peint un nouveau procédé
d'isolement de cettz glycoprotéine apparaisssit inutile vu que
plusieurs méthodes existaient déja (p.62,63,64 et 65 {(GROVES)(99 )3
(SZUCHET - DERECHIN) (269 ); (0mAM et RBITER) ( 212). Mais ces

techniques de préparation étaient inapplicables & une production

industrielle.

e/
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L'étude du précipité P, obtenu par le fractionnement

2
au rivanol {p. 134) du colostrum de Vache nous incita & mettre
au point une nouvelle méthode basée sur cette chromatographie
d'échange de cations (S E - Sephadex € - 50). Les seuls prcoblémes

gqul nous restaient 3 résoudre étaient :
- d'éviter 1'4tape du fractionnement zu rivanol,
- de rechercher le substrat de dépari et les conditions
opératoires qui nous permettraient d'obtenir les meilleurs

rendements,

- &'appliquer notre technique & 1'échelle irdustrielle sur

un substrat issu des fromageries.

I - PROCEDE D'TISOLEVENT,

———

A -

‘g

ROCEDE GENERAL.

Pour éviter 1'étape du fractionnement au rivanol, nous
avons pris comme substrat de départ le lactoserum préparé selon

la technique décrite page 113.

Dans une premiére série d'expériences, nous aviong
stabilisé les colonnes de S E - Sephadex C - 50 fou S P -
Serhadex C = 50 (*)/ dans le tampon utilisé lors du fraciionnement

des IgG1 (p. 125).

Trés rapidement, nous nous sommes apergus que la plupart
des protéides du lactoserum hormis la lactotransferrine et la
lactoperoxydase étaient éludes de 1'échangeur de cations pour
une concentration d'acétate de sodium égale a 0,22 M (pH 5,5).
Notre mise au point fut facilitée par la connaissance du pHi
de ces deux glycoprotéines. GROVZS (98 ) donne une valeur de 8

pour la lactotransferrine et POLISH et SHMUKLER (225 ) de 9,6

(*) - La firme Pharmacia ayant remplacé sa production de S E =

Serhadex par la S P -~ Sephadex,
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pour la lactopercxydase. Comme la plupart des protéides possédent
un pHi inférieur & 6, nous avone amené la concentratiorn du
lactoserum & 0,22 M en acétate de sodium sans zjuster le pH qui
se trouvait alors égal & environ 6,4. Notre procédé (Fiz.51 ;3p.222)
consiste & chromatographier du lactoserum ainsi préparé jusqu'a
ce que la colonne de S E - Sephadex G - 50 soit sgturde en lacto-
transferrine. Ensuite, nous éluons 1l'échangeur d'ions avec une
solution d'acétate de sodium 0,265 M. La lactoperoxydase se
retrouve dans 1'éluat. Puis, par le passage d'unc solution
molaire d'acétate de scdium, nous recueillons la lactotransfer-
rine. Corme nous avons chroratographié une cuantité importante

de lactoserum (parfois 1légérement trouble) nous chromatogrzphions
de nouveau cette solution de lactotransferrine impurs sur uns
colonne de § E = Sephadex C -~ 50 dans les mémes ccnditions. Mais,
1'élution est réalisde par un gradient discontinu en acdtate de
godium de molarité et de pH croissants. Nous cbterons zlors une
préparation de lactotransferrine, élude pour une concentration

de 0,5 Mypure en électrophor®se sur bande d'acétate de cellulose

et en gélose ainsi qu'en immunoélectrophorese.

B ~ RECHZRCHE DES CONDITICNS TYPRRIMENTALIS POUR ORTENIR UN

RENDEMENT QPTIMAL.

1.~ Modification de 1'étape de "décaséination",

DPour chromatographier sur une colonne d'échangeur d'ions
une grande quantité de solution, il faut que czlle-ci soit
limpide pour éviter un colmatage. Aussi, nous avions remarqué
que la précipitation de la caséine $tait parfeite, lorsqu'apres
avoir ajusté le pH d'un lait délipidé & 4,6 (HC1 4 N) nous le
soumettions & une dialyse de trois jours contre de 1l'eau
distillée, renouvelée chaque jour. Et comme les micelles de
caséine sont maintenues en suspension en partis par les ions
calcium, pour accentuer la précipitation, nous avons poursuivi

s dialyse pendent 5 jours. Grfce & cette modification, nousavons

e/



Lactoserum, amené & une concentration de 0,22 M en acétate de
sodium, chromatographié sur une colonne de S E - Sephadex C = 50
stabilisée dans la méme solution (0,22 M en acétate de sodium).
La colonne est lavée avec une solution d'acétate

de sodium 0,265 M.

-’ Protéides du lactoserum

autres que la lactotransferrine,

v

Elution par une solution d'acétate

de sodium M.

Solution de lactotransferrine impure.

Dialysée puis lyophilisée Diluée pour obtenir une concentration

en acétate de sodium de 0,22 M.

— S—

'

Chromatographie sur une colonne de S E -Sephadex C =~ 50

stabilisée dans une solution d'acétate de sodium 0,22 M.
Lavages successifs avec des solutions d'acétate de sodium
de molarité croissante (0,265 ; 0,3 M ; 0,4 M) Elution par

une solution 0,5 M.

LACTOTRANGFERRINE

Figure 51.
Isolement de la lactotransferrine du lait de Vache

(Procédé général)
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dcublé le rendement en lactotr:insferrine, Par la dialyse, nous
extrayons une partie de la lactotransferrine contenue dans la
fraction caséinique d'ol GROVES ( 98 ) 1l'avait extraite pour

la premiére fois.

2.~ Influence de la saturation en fer de la lactotransferrine.

La lactotransferrine cbienue par notr: procédé est partiellement
saturée en fer. Mais nous avions remarqué qu'il y avait un
gradient de colcration (rouge) décroissant de la partie
supérieure vers la partie inférieure de nos colonnes de S E -

Sephacdex C - 50.

la lactotransferrine saturée en fer possédait une
affinité plus grande pour 1'échangeur de cations. Iec ce fait,
nous avons ajouter de 4 & 10 ml de l= solution de chlorure
ferrique de AZARI et BAUGH ( 9 ) par litre de lactoserum. Notre

rendement en lactotransferrine a €té augmenté de 20 %.

3¢~ Choix du substrat de départ.

D'aprés la cinétigue de lactation (p.69 ), le taux de

lactotmansferrine varie trés fortement suivant que 1l'on traite

le colostrum, le lait stabilisé ou la séerétion séche.

Nous avons donc choisi comme substrat de départ, du colostrum
et du lait de Vache en fin de lactation. Dans le colostrum
des premiers jours apres le vélage, nous avons constaté que
le taux de lactotransferrine diminuait trés rapidement et
devenait €gal & celui d'un lait stabilisé d&s le Séme jour.
Le premier jour, nous en avons extrait 300 mg/l, le second,

100 mg/l et 50 mg/l le troisiéme et le quatriéme jJour.

Par contre, nous avons pu isoler des quantités comprises entre
200 et 500 mg par litre & partir d'un lait d'une Vache en fin
de lactztion. Ce résultat confirme les expériences de SMITH et
al. (249) (p.69 ). Les meilleurs rendements Staient obtenus
avec des Vaches qui ne fournissaient que 2 & 4 litres de lait

par jour.

4
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C - ISCLEVENT DE LA LACTOTRANSFERRINE A PARTIR D'UN LACTOSEZRUM
DE FROMAGERIE,

Le lactoserum que nous avons traité nous a été fourni
par lz fromagerie STENVAL (*) . Le seul traitement physique
subi par le lait était un chauffage & 75° C pendant 30 secondes.
Le lactoserum récupéré apres essorage du fromage qui contenait
les eaux de lavage {1500 1 d'sau pour 5000 1 de lait au départ)
était de nouveau délipidé i l'usine. Insuite, aprés l'avoir

additionné d'acétate de sodium (0,22 M), il étzit chromatogra-

G

rhié directement sur une colonne de S E - Serhadex C - 50.
Nous appliquons ensuite le protocole général décrit précédemment.
(Fig. 51 p.222 )

[
]

- présence de particules de casdine en suspension dans
le lactoserum nous 2 posé un probléme de clarification. Nous
avons esssy€ plusieurs systémes de filtrztion \**) ais les
filtres se colmatzient trés rapidement. Lorsque nous réussis-
sions & obtenir un lactoserum limpide, nous ne récupérions
pratiquement plus de lactotransferrine. Lz ceule technique gqui
nous ait donné satisfaction se résume en une filtration rapide
sur papier Whatman n°3. Le lactoserum obienu éiait encore trds
trouble mais cela ne génait en rien la chromatographie pourvu
gue lz colonne de S E -~ Sephadex soit montée avec de la laine
de verre et ne contienne pas de papier filtre (pour maintenir

1t échangeur d'ions).
Pour 50 1. de lactoserum, nous avons utilisé :

- 6 filtres de papier Whatman n°3 (0,37 m?),

- environ 2 kg d'acétate de sodium,

*) - Nous rermerc¢ions chaleureusement Monsieur JANQSKY et ses
¢
collaborateurs (plus particulierement Monsieur PROUVOST) de

nous avoir fourni ce lactoserum avec tant de gentillesse.

(*#*) - Nous remergions vivement Monsisur ROIDIN de nous avoir

-

docunenté sur diffdéreants systdnes de filtration.
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- une colonne de 15 x 20 cm de S E - Sephadex

C - 50 (récupérable).

Nous zvons récupéré, aprés une nouvelle chromatcgraphie
sur S E - Sephadex C = 50 (Fig.51 p. 222),572 mg de lacto-
transferrine pure en électrophorése sur bande d'acétate de
cellulose et en gdlose et en immunoélectrophoreése, soit un
rendement de 11,5 mz par litre de lactoserum. Ce taux de récu-
pération peut 8tre augmenté de T mg par litre par un recyclage
du lactoserum sur une nouvelle colorne de S E -~ Sephadex C - 50.
Ce rendement est augmenté de 20 % si 1'on se référe & un
lactoserum non dilué par les eaux de lavage. Tn d4finitive,
nous pouvons extraire 2% ms de lactotransferrire pure & partir
dtun litre de luctoserum non dilué. En outre, ls rentsbiliid
de la méthode peut &tre augmentée pzr le fait que noire colonne
de S E - Sephadex C = 50 était loin d'8tre saturée et qu'elle
n'était nullement colmatée. Bien entendu, nous pourrions
obtenir un rendement plus &levé =n saturant 1z lactotransferri-
ne en fer, mais nous savons (p.70 ) gu'elle perdrait son

pouvoir bactériostatique.

II - PROPRTIATES PHYSICO - CHIVIQUES.

Les vpropriétds physiques et chimiques de la lactotrans-
ferrine de Vache ont été bien étudides par GROVES ( 98 ) ; SZUCHET -
DERECHIN et JOHNSON ( 270) ; CASTELLING et al. ( 45 ) et cernidrement
par BROWN et PARRY ( 31 ). Ces derniers auteurs démontrent d'une
part, que le tryptoghanne n'intervient pas directement dans la
liaison protéine-fer alors gue cette liaison est probable avec les
résidus de tyrosine, et d'autre part, cue les atomes de fer stabili-

sent la conformation de la molécule de la lactotransferrine native.
En conséquence, notre étude des propriétés physico-

chimiques n'a eu comme objectif que de déterminer le degré de pureté

de nos préparations et surtout de définir avec précision un substrat

.../
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de départ pour entreprendre des études structurales.

A - PROPRIETES PHYSIQUES.

1.~ Masse moléculaire.

La masse moléculaire oscille entre 95000 et 76000 suivant
la méthode utilisée. Nos résultats se rapprochent de ceux de
CASTELLINO et al. ( 45 ) mais s'éloisment de ceux de GROVES
( 98) et de SZUCHET -~ DERECHIN et JOHNSON ( 270) (Tableau
XLv  )(p. 227).

2.- Le point isoélectrigue. (Fig.52 ; p.228)

Nous avons recherchd le pHi par électrc-focalisation (p.
80 ). Les valeurs que ncus avons déduites de la
courbe des pH varient entre 8, 5 et 5, 9. Ce résultat
est en désaccord avec la valeur de 8 déterminée par
GROVES ( 98 ). Mais, dans notre cas particulier, la -
technique que nous avons employée est critiquable.
Par immuno-électrophor2se, nous avons pu constater que
la migration électrophorétique de la lactotranzferrine
variait avec son degré de pureté. Ainsi, dans le
lactos€rum, sa migration est beaucoup plus. anodigue (é
PH 8,2) que pure en solutio:. Elle pocsdde une trés
grande affinité pour les substances acides. Or, dans la
technique d'électro-focalisation, le pH est établi par
des substances amphotéres dont certaines possédent
obligs toirement un caractére acide. De ce fait, en se
combimant & ces substances, la lactotransferrine acquiert

un pHi plus acide.

B ~ IROPRIETES CHIMIGUES.

1.~ Composition en glucides:(Tableau XLVI ; p.229)

Le pourceniage d'oses reutres gue nous avons déterminé
o
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‘A ‘ A——4q pH

D.O e——e A 254 nm

O——0 A 280 nm

1 §
1b 30" ' Fractions

Figure 52. P

Diagramme d'électro-focalissntion de la lactoiransferrine
de Vache.



PTIMITIN IR SN SN ST TN NN ST ATNATN TN TN TN TN

FTNITINETINSTTNSTIN TN TN TN TN TN NN N

229

TABLEATU XLVI.

Compositiorns centésimale et molaire en glucides des

lactotransferrines du lait Humain et du lait de Vache.

- > o TS > S Y T T T T W8 S e ? =t e s T ¥m e T Y e T T ot e W WA B T T Y o - " - — - o} T - - —— -y

- — . ——

lactotransferrine de ° : lactotransferrine
vache. :

- " " e T - "t G Y . . WA T S o e Y e e T o e e e A . — - — -

- - - o N— . —— (. o e ——— W o W o " G -

- Oses neutres : 4,73 : 5,46 : 5,6 : 5,37 . 3539 . 3,11 3,1
- Osamines f 2,28 f - : 2,7 : 2,75 . 2,4 f 2,43 i 2
- Acides sialiques : 0,3 : _ 3 0,6 0,66 : 0,87 : 1,22 : 1,22

-~ —— o o —————

- D = Man

- D - Gal

- L - Fuc

(a)
()
(e)

(d)

(e)
(f)

(g)
(h)

e o0 ee s ee o
se e ee

se ®s se oo

———— S e - —— - T = " Tt S W . . - o G - - S S8 G0 A e e ks - — - " e Gt e " A = - e

-y = . W S = ot D e T " = G o S e T e T e T wm e M e e e A n e e = e e - = S e - —

- ;15-16 : 24(e): 24 (e); 7 : 5 , 5
- 5-6 ; 1,15 1,46 ; 10 5 6
: 0 i 0 :0,4 ;0,53 : 5 4 ¢+ 3
f - £10-11 6,75 : 742 , 13 . 10 8
- ; 0 : 1,15 1,5 - - -
- 1 & 0,66 1,12 3 3 ; 3

. — . . ——— - — - = - — —— o - - . . - - e Y+ T Gm oy S . A Y 40 ove e W T -~ -

GROVES (98)
CASTELLINO et al. €45)

Résultats personnels (& partir de lait frais) (pour une masse molé-
culaire de 77 000)

Résultats personnels (& partir de lactoserum de fromagerie) (pour

une masse moléculaire de 77 000) m
pris comme référence. \Stg.

MONTREUIL et al. (191) et MONTREUIL et al. (184)pour une masse molé-
culaire de 90 000.

SPiK (25Y) pour une masse moléculaire de 76 000.
DEBRAY - VANDERSYPPE (59)

Nt Nt N N S Na N N e M P e et e P il e WSt P P N SN AN A e
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.

est identique & celui donné par CASTELLINO et al. (45 ).
Par contre, la comjosition molaire des oses neutres
rapportées par CASTELLINO et al. ( 45 ) ne concorde pas
avec celle gue nous trouvons. Cet auteur précise qu'il y
a 5 & 6 résidus de galactose par molécule. Or, par deux
techniques différentes (p. 76 ) nous n'en avons mis en
évidence gu'un seul r¢sidu. Nous ne nous expliquons pas ce
désaccord, mais nous devons néanmoins signaler que 1'étape
de désaturation est imrortante. ¥n effet, quand nous désa-
turions la lactotransferrine par la méthode classique décrite
par SPIK (259 ) nos préparations contenzient 6 & 7 résidus

de glucose par molécule. Le glucose est éliminé quand nous
désaturons la lactotransferrine par chromatographie sur

une colomne de Bio-gel P 150 stabilisde dans 1'acide

formique 0,1 N (=< pH 2,4)

la présence de la galactosamine, dans nos diagrarmes
de dosage des oses, selon la technique de ZANETTA et al.(288)
nous a intrigué. Aussi, nous l'avons recherché en appliguan

troils mfthodes

- procddé de GARDELL et 21.( 84 ) (pJ7) basé sur la mise
en évidence du lyxose aprés désamination par la ninhydri-

ne,

- procédé de GARDELL ( 83 ) (p.77 ) dans lequel la gluco-
samine et la zalactosamine sont sépardes par chromato-
graphie (Fig. 53 p.231 ) sur une colonne d'échangeur

dtions.,.

- dosage a l'auto-analyseur des amino-acides des zlycopep-
b = Y

tides (p. 18 ).

Les trois technigues nous ont donné un résultat positif
et mmr la deuxiéme, nous avons obtenu un rapport Gch/Galﬁ.

égal & 6,4.

sese)
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GicN

GatN
'\ .’.‘.\.

’.—.
- i

10

130 Fractions

Figure 53. .

Chromatographie d'un hydrolysat (HC1 4 N) de 100 mg de
lactotransferrine sur une colonne (0,5 x 70 cm) de Dowex
50 x 8 (20U = 400 mesh) - Débit 2 ml/h - Fraction de 0,92 ml.
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2,- Les acides aminéds N et C - terminaux.

L' acide aminé N - terminal fut déterminé par deux
méthodes : celle A'EDMAN et celle de GRAY et HARTLEY (p.95,9
Dans chague cas, nous n'avons retrouvé en accord avec

CASTELLINO et al. (45 ) que l'alanine.

Ltacide aminé C - terminal fut isolé par la méthode
& 1thydrazine 3'AXABCRI et al. ( 2 ) (p. 93 ) & la ssule dif
férence que les Liydrazides étzient extraits par la benzal-
déhyde selon 1la fechnique de NIU et FRAENKSEL - CCNRAT (208
A 1'auto-analyseur des amino-acides, nous avons dosé 0,9
résidu de thréonine et 0,4 résidu de valine. Ce résultat
est & considérer avec circonspection car la méthode utilisée
est trés délicate. D'ailleurs, la répétition de l'expérience

nous a toujours fourni des résultats ininterprétables.

3 o= Dosage des amino-acides.

aminés, nous aveng tenu compie de la destruciion (Thr,Ser

e certains acides amings (Ileu,

£

et de l'hydrolyse incomplcte
Leu, Val). YNos résultats oni €ié rassenblés dans le tableau
XLVII (p.233 ) en comparaison avec ceux de BLANC et al.( 27 );
GORDON et 21.( 89) et CASTELLINO et al. ( 45).

ARTAITITIMIRIM N T A T A QYD AN LTI T TR
JIT.~ FRACTICIIM M D9 T4 T ACI D A T,

Le profil d'élution & 254 mn LA) lors de la deuxieme
chromatozraphie sur S E - Sephadex € - 50 (Fig. 91 3D 222
ne donne pas un pic syméirique. Cette hétérogénéité a été
signalée par GROVES et al. (100) qui la mirent en évidence

par électrophorédse en gel de polyacrylamide &4 pH 9. Nous

H

avons donc eantrepris de tenter de résoudre ce probléme.

A~ FRACTIONNZMENT STUR D W A B - SEPUADEY A ~ 50,

Apres plusieurs essais, nous avonz choisi de stagbili-

ven/
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TABLEAT XLVII.

Composition en acides aminés (exprimée en nombre de rdsidus
d'acides aminés pour 10 000 g de glycoprotéide) des

lactotransferrines des laits de Femme et de Vache,

S P lactotmansferrine de * lactotzansferrize {
(  Acides S __vache. e humaine )
% amings a. : b 1  c. + de e. I %
(e oo oo )
E Asp P85 % Tt : 9,2 8,8+ 92 1 8 %
( Glu 2093 L T L %4 D 93 10 1 T,5 )
é Arg : 4,9 Poom 4,1 ; 455 : 6 f 459 %
( His s 14 L %2 0 T2 0 1,35 0 14 0 1,1 )
§ Lys TS+ 5,7 2 554 1 6,6 1 6,4 1 5,2 g
( Ala : 8,3 1 7,4 P 1,6 7 88 P o82 P 6,2
E Cys SH : 4,3 ; 4,2 . 3,6 ‘ 4 : 3,6 4 )
( Gly p 63 1 56 1 55 1 64 1 T5 1 6,4 %
E Ileu D8 2 1,9 2 2,1 1 1,60 5 2,3 ¢ 1,8 ;
( Leu ! N - % : 8,8 : 7,5 : 653 )
E M et : 0,37 g 0,58 : 0,52 : 0,4 .f 0,68 : 0,39 g
( Phe v 3,8 3 0 32 [ 354 42 L 320 )
E Pro Cohd T s 4 s 39 1 48 5,8 3
( Ser 2 55 7 46 0 58 0 T2 0 59 0 50 )
(e AR N N D TR S P
( ‘Trp 9 2 L7 0 1, ; 2 . 011 Q,75 )
g Tyr : 3,5 : 2,3 3 234 2,6 : 3,2 : 2,3 %
E Val t50 2 51 55 L 5T [ 5T 44 )
S S L S £
N2

(a) - BLANC et al. (27) (d) - Résultats personnels.
(b)~ GCRDON et 21.(89) (e) - BLANC et al. (27)

(¢) - CASTELLINO et al. (45) (f) - SPIK (259 ).
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ser les colonnes (5 x 20 cm) de D B A E - Sephadex A - 50 dans
un tampon (Tris - HC1 - 0,0I M) & pH 9,3 pendant 3 jours, ce
qui correspond au passage d'environ 18 litres de tampon.
Ensuite, nous injectons l'échantillon dont nous avons, au
préalable, ajusté le pH & 9,% et que nous avons dialysé
pendant 3 jours contre le tampon de stabilisetions Puis, ncus
éluons les colonnes par des tampons (Tris - HCl - 0,0I5 M) de
pH décroissant : 9,3 ; 9,153 8,75 et 8,35.Nous avons reporté

deux profils d'élution dans lz figure 54 (p.235)

B ~ DOSAGES DES GLUCIDEZ.

Nous avons dosé les glucides dans les deux fractions
majeures I et II (Fig. 543 p.235 ){(Tableau XLVIIl; p. 236)
On constate gue ces deux composés se différencient par leur
taux d'acidessialiques et d'osamines., Cette variation se
traduit ézalement au niveau de la composition molaire. la
fraction I est dépourvue de galactose, de fucose et d'acides

sialiques.

IV - CONCLUSTICNS.,
SR AL P AR

Nous avons mis au point un procédé de préparation
rapide de la lactotransferrine du lait de Vache. Et, en
nodifiant les différentes étapes, nous avors doublé le

rendement habituel.

i

Les tentatives de fractionnement de cette

g
[¢]

lycoprotiine

(¢

exist

(1N
(6]

nous conduisent & penser gqutune premidre hétérogénéit
au niveau des groupements glvcannigues. Ceci explicuerait

les résultats de dosage de GROVES ( 98 )(Tableau XLVI ;p.229)
qul isole la lactotransferrine par chromatographie sur
DEAE - Cellulose.

Notre méthode, appliqude i un lactoserum de fromagerie,
fournit une préparation de lactotransferrine qui possiée la
méme composition (Tableau XLVIjp.229 ) que celle isolde d'un

lait frais.
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.n\ 410 mg Echantillon:1,5¢g 235
. X
Tris ]
0015M . . Tris 0015M
pH 8,35
pH 8,75
\ 589mg
N %%,
\
0,5 ﬂ\
* 73 mg
N - \-,. ) 0'.\
| I SN fiu
‘%. ;7 K
3,3 4.5 6,0 litres
A
414mg Echantilion: 15g
D.O 468mg
[ o2 )
/ )
Tris o \ Tris O015M
0015M / .\ pH 8,35
pH 875 7 \ i
e
\ /
\ 55mg o 186 mg
0,5 ° /
. \ -
[ ]
/ \ [\
f’ I \a SN "
J 1 11 l v l\
~ 4 '
. ,’I r' ] ene. -
0,8 2.8 litres
TR
UUE,
N
Figure 54.

Chroma tographie sur D E A E - Sephadex de

la lactotransferrine de Vache.
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TABLEAU XLVIII.
Composition en glucides des deux fractions majeures
(P1 et Fr1) (Fig. 54 ;p. 235 ) obtenues aprés chroma-

tographie de la lactotransferrine sur D E A E-Sephadex A -~ 50

- o —_ - . p Ty T o 0 D o e e At ok o e B S D e Y S A S T B SN W A it (e e M W W e s a8 T v Gt T $08 e e R e e S s S 0 T S

. : . : .
Composition centésimale Lactotransferrine | PFraction | Fraction
s Y

N N N N N S N S N N TN S N S T N S N TN S TN ST N ST TN AN S TN TN TN TN TN STTN TN TN TN TN TN TN NN

s native, : I. : 1T,
Oses neutres : 546 : 54 : 545
Osamines 3 257 : 2,37 : 2,75
Acides sialiques : 0,6 : 0,22 : 0,74
Composition melaire : : H
: : :
Man (%) : 24 : 24 : 24
Gal : 1,15 : traces : 1,7
Tue : N.D. : traces : 0,38
GlcNAc : 6575 : 5598 : 7144
: : :
GallNAc 3 1,15 J 0,99 : 1341
ANAN : 0,66 : 0 : 0,96
: s :
Bii3
(*) - pris comme référence i

N.D. - non dosé.

A L N P e WL L W W WL U DL WP LV . N

N S et e S P M e N o S e s o s o
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Nous pourrions, psut-8tre, rentabiliser notre technique,
en ajustant simnrlement le pE des lactoserums & 6,4 sans
ajouter d'acétate de sodium et en supprimant la filtration
par ane centrifusgtion en continu .

Enfin, notre procédé a $té appligué avec 3uccds &
1'isolement d= la lactotransferrine humzine (LIGER) {147 );

-
(DEBRAY - VANDERSYPPE) (59).

3
133

X LACTOTRANSFERRINE :
H DE VACHE. :

e
o

Cette recharche visait trois objectifs, & savoir,

dét

[

rainer

le nombre de groupements glycannigues par molécule,

-
[}

2 - la structure peptidique & leur voisinage,
3 - leur structure glucidicue.

L'étude de la stiruciture glycannigue n'a pas encorse

été abordée jusgu'z présent.

Comme dans le cas des IgGq, pour résoudre les deux
premiers problémes, nous avons isolé des glycopeptides. Pour cela,
nous avons utilisé trois enzymes : la pronase, la chymotrypsine el
la trypsine. Le premizre devailtl nous renseigner sur la nature de
1'anino-acide impliqué dans la liaison vprotéine-glycanne et les Jeux

autres, nous permettre d'étudier la séguence pevtidique pres de ce.

[¢]

point d'attache,

eeof
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GLYCOPEPTIDES PRONASICUZS.

- ISOLEMENT DES SLYCCPEPTIDES.

La lactotransferrine était,dans un premier temps,
désaturde par chromatographie sur Bio-gel P I50 (p. 230).Aprés
quatres hydrolyses par la pronase, les glycopeptides étaient
purifiés selon la méthode schématisée dans la figzure 37 (p. 149).
Nous appellerons glycopeptides P, le méiange des glycoreptides

récupérés aprés la chromatographie swr Sephadex G - 25 (fine)

- FRACTIOYNZMENT,

Ces glycopeptides P ont 6% fractionnéds, d'uns part,
par élecirophorése préparative sur papier & pH 2,4 {(acide
acétique J) et d'autre part, par chromatograrhie, sur Ssphadex
fine). Dans le premier cas, nous avons isolés 9 fractions
)

(Fiz. 55 p.239 ), dans le second, 3 fractions (Py &

AT, m AT M TANTTTANIAT DDPT T
- COMPOSITION I7 SRAUINCT DIPTIDILUE.

Pat
s it

Nous avons rasserblé dans le tabl=au XIL (p.240),
ies compositions en acides aminés des fractions P1 & Pyo Nous
4
avons pris 1'acide aspariique come référsnce et nous peuveons

, N -

en conclure que la majorité des glycannes sont reliéds 2 la

Bn analysant les dosages des glucides des fractions
Ppet Py (Tableau L  p.241), nous constatons gque nous ne
retrouveons pas les rapporis molaires déterminds dans la
molécule native. Nous avons isolé par ce procédé un type de

Zlycopeptide particulier plus zccessible a 1thydrolyse enzyrati-

b

a2, Ce fait sera confirmé, lors de 1l'étude des glyccpeptidas

a

-

chymotrypsiques (p. 242 )

-

Ncus avons soumis le glycopeptide P. a la dégradation

v/
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Thr

R T ’,/'/"::' /’,l:: e
:f:?:’:fi-:s-:-:-: :f’:éf:-:. g o
+ -
FractionsP: g 8 7 6 5 4 3 2 1
Rapports : 1 1 4 6 8 2 2 8 < 1
Figure 55.
Electrophorése préparative des glycopeptides P
sur papier & pH 2,4 (acide acétique N)
A\
D.O /
L )
7’ .
@
05 /! \
s’ )
-\ /., \
o’.l - .‘o
£ pa | I*
‘l., % Pa Pb P C ....l -
104 280 ml

i3S

Wik

N
Figure 56.

Fractionnement des glycopeptides P sur une colonne
(2 x 120 em) ds Sephadex G ~ 50 (fine). Repérage par
la méthode de DUBOIS et al. (67)
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TABLEAU XIL

Composition des glycopeptides P isolés par

électrophorése sur papier (Fig. 55 ;p- 239)

L - e e Ay S B T A - - - A AT 0 " 2P Y . 0 e e e An e T w4 8 <o e My A i S T - - - — -t - —

H : H . : H H
H : 3 : H H H :
b 3 . . . ’P
g' P, : P, 1Py 1B By ot By ; By i By ot B
—————————————————————————— et R R el ettt Rttt L tatetatatat Dttt e
asp (¥) S T B B A L B fo P
Thr T N A T S M
Ser : 0,202 - H - _ : - : _ H _ H - H -
: : H : H H H H H

Glu 0,30° 0,72 ' 0,54 0,22 0,87 0,58 | 0,50 ‘0,94 0,86

e

GLeN D 0,70; 2,78 [ 3,2 ] 3,39] 3,48] 4,3 ] 3,47 0 3,89 4,91

s s+ se s s e

GalN P oo To0,48 fo,52% 1,130 0,837 1,16 P 0,95 ! 0,9¢¢ 0,81
H H : : : H : H
H : H : H : : : :
H : H H H : :

N TN TN TN TN TN TN TN A TN TN TN TN TN SN TN TN TN TN TN TN TN TN TN

T o ——— - — " S W e o 0 A o s e = . T S ¥ PPy R > = e e T T S S B0 M R W W A S s D 0 e - - T —— " — - S - (]

(*) - pris comme référence.

L Nl P g

Nt Nl N Mt M N e N S e N N N N M Sl e o S N N e
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TABLEAU L
. Composition des glycopeptides P isolés par

chromatographie sur Sephadex G - 50

: : )
Composition : 2 : )
. L. X Pa : P% : Pc )
en acides aminés : : : )
: : : )
e T B R P fmeremmm———————— )
: : : )
: : : )
Asp (¥) : 1 : 1 : 1 g
: : :
Thr : 0’34 H 0’17 H 0’14 g
Ser : 0,25 : - : - )
: : : )
Glu : 0,71 : 0,69 : Cs45 %
Gly : 0,32 : - - )
« : : : )
Ala 0,26 : - : - )
: : ‘ : )
GleN : 554 : I 355 : 3554 2
. . H /’
GalN : 4,16 : 0,73 : 0,59 )
: : : )
: : : )
B T B fmmm e ——— fmemcem—————— )
: : )
Composition en : : )
: ¥.D. : : )
glucides. : : : )
: : : )
e e e D )
Fue ¢ - ¢ 0,34 H 0,31 §
Gal t - ' 1,32 P 1,64 )
Hen P- P 42T 5
GleNie () vooo- ] 3,5 . [Foe
: : :
GalNAc : - : 0,81 : 1,09
ANAN : - : 0,3 0315

- . s - - — - " o T - T o
e At gt o St v

(*) et (**) pris comme référence j NoDo : non dosd.
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récurrente A'EDMAN. Nous gvons dosé apres hydrolyse acide,
les acides aminés non modifiés et identifier les PTH - acides

aminés formés (Tableau LI ,p.243 )

Vu les résultats, la séquence des deux acides

aminés est la suivante :

Flycanne

Asx - Gln

II - _GLYCODUWPTIT=S CUYVOTIYP3IT T-S,

Avant dthydrolyser la lactotransferrine par les
enzymes (p. 89 ) nous avons d'abord dézaturé (p.230 ) 1=
glycoproteine et rompu les ponts disulfures selon le protocole

e

déerit page 88, Les groupements thiols sont zlors bloguds par

1téthylene -imin

[{)]

A - ISQIENT BT COMPOSTOTON DS SLYCOPEPTINTS CHYMOTRYPSTCUSS

Nous avons schémtisé dans la figure 57 (p.244
le protocole exgérimental que nous =zvons suivi.A partir de

2,5 g de lactotransferrine native, nous avons isolé par
électrophorése en veine liquide (Fiz. 958 1.245 ) trois fractions

-C I (8,4 mg) ; € II (22,4 mg) et € IIT (25,2 mg).

Les compositions de ces glycopeptides scnt rapportée:
dans le tableau LII  (p.246 ). YNous avons réalisé des hydroly-
ses de 24 et 80 h, car la composition faiszit apparalire une
forte proportion d':cides aminds hydrophobes (Ileu,Leu,Val).
D'aprés nos résultats, l'isoleucine et la valine font vérita-
blement nartie intégrante des glycopeptides contrairement a la

leucine.

Nous avons, en outre, constaté que, seul, le glycozne;

tides C III contenait un acide aminé aromatique et que les glyco-

&

veal
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TABLEAU LI

Analyse des acides aminés non modifiés de la fraction Pc

soumis & 2 cycles de la dégradation récurrente A'EDMAN et

identification des PTH -~ acides aminés formés.

- " - " A o . — e > — A - o

%
: natif,
Asp : 1
Thr : 0,14
Glu : 0,45
———er e ]
GleN (*) 5424

. . - —— . - - B " - - L Ee G S - .

i e o R e A o e A s sy == G en . e i - T o e

(*) - pris comme référence.

(**) - en quantité trds faible mais

aprés : Pg apreés
le 1er cycle : le 22me cycle

-
* oo ev es

: 0,45 0533

: 0,15 : 0,15

: :

: 0,62 : 0,36

: — : [ ]
: 5534 3334

: aucun : Gln (%)

- . - —— o~ — i o o — — T . - —

nettement identifiable,

AL NS P Nl L WD, ML N P ) WL NI N N L D NP Pl N L NP N N L WL L N e e
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LACTOTRANSFERRDNE (2,5 g)

~ désaturée par chromatosraphie sur Biow-gel P 150
~ groupements thiols bloqués par 1'éthyléne-imine,

- hydrolyse par la chymotrypsine pendant 24 h.

}

Chromatographie sur Sephadex G-25

'

Chromatographie sur Sephadex G=50

A/

Electrophorése en veine licuide
F

(Elphor Vap ~ acide acétique N - pH 2,4)

—

FI (21 mg) F II (69 mg) F III (159 mg)
i ! |

Chromatographie sur papier

{

|} l tam |

CI (8,4 mg) C II (22,4 mg) C 1II (25,2 mg)
Figure 57.

Schéma d'isolement des glycopeptides

chymotrypsiques de la lactotransferrine de Vache.
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S Cil cill
7/ M "
A |
1'0 ' 2'0 3IO Fractions
Figure 58.

Fractionnement des glycopeptides chymotrypsiques
par électrophorése en veine liquide & pH 2,4

(acide acéticue N)

[QERIRA
\\L Y

—

(T

-
| &

o
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Glu
Gly
Val

Ileu
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Gal
Man
GlcNAc (*)

GalNAe

————— —— > = — . t= o - -

TABLEAU L II
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Composition des glycopeptides chymotrypsiques

de la lactotransferrine de Vache.

. se o

e e we

e ss oo

" se e e

"8 s 9% s a8 68 g S0 G0 o8 e

#a 09 a4 ss e es  ae

% oo s as e we se s

as o8 e

cCI c IT
24 h. ¢ 24 h. :
1 : 1 :
0,81 ; 0,72 ;
0,93 ' 1,01 %
1,07 % 1,32 %
0,75 : 0,71 3
0,46 ¢ 0,55 :
0,1 : traces;
traces; traces;
3,79 ¢+ §2540
0,45 © 0,25
;

0,89 ¢ 0,86

3459 : Ta5

3579 ; 2,40
0551 : 0,29
0,32 : 0,36

(¥) - pris comme référence.

(**) - mise en évidence par hydrolyse par 1l'acide pgratoluﬁng sulfonique
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peptides C I et C II possédaient la méme composition en

acides aminés.

La composition molaire en glucides est en accord
avec celle de la glycoprotéine native. Nous retrouvons le

taux élevé de mannose.

B - FRACTIONNEMENT ET STRUCTURE PEPTIDIQUE DES GLYCOPEPTIDES C II
ET ¢ III.

1+~ FPractionnement et composition,

Nous avons fractionné les glycopeptides C II et C III
sur une colonne (1 x 110 cm) de Bio-gel Pg stabilisée dans une
solution de chlorure de sodium (0,14 M.) Dans les deux cas,
nous avons obtenu deux socus-fractions : C IIA, C IIB et C 1II4
C IIIB (Fig. 59p. 249. Celles-ci furent ensuite dessalées par

chromatographie sur une colonne { 1 x 110 cm)de Bio-gel P,.

Nous avong déterminé leur composition et les résultats
sont rassemblés dans le tableau LIII (p.249). Le sous-fraction-
nement de C II ne fait apparaitre aucune différence quant a
la compogsition des acides aminés, seule la composition en
glucides varie dans de larges proportions. La galactosamine

a totalement disparue de la sous-fraction C II B. A partir
de la fraction C III nous isolons un glycopeptide C IIIB poly-

mwannosidique. La aussi, la galactosamine est absente.

2.=- Structure peptidique,

Les résultats que nous avons obtenu sont encore
fragmentaires. Notre étude a porté sur les glycopeptides C IIB
(Tableau LIV p.250 ) et C IIIB (Tableau LV p.251 ). Nous
avong, & la fois, identifié les PTH - amino-acides dérivés
et dosés les amino-acides non modifiés aprés la réaction

d'EDMAN. En outre, nous avong fait agir la carboxypeptidose A

f"/
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Fractionnement des glycopeptides C II et C III
sur Bio-gel Pg - Repérage au réactif de DUBOIS
et al. (67)
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TABLEAU L III
Composition du glycorpeptide T1 et des glycopeptides

isolés par fractionnement des glycopeptides C II et C III.

e e e e e L " - — o = - - — - > - ——

( Glycopeptides s :

( ,CII4 [ CIIB [ CIITA,  CIITB T 3
I T T T T ;
g Asp (¥) P : 1 : 1 : 2 i 2 3
E Thr 0,83 : 0,68 0,26 - - %
g Ser 1,03 0,99 0,69 0,84 ; 1,04 g
E Glu 1,18 f 1,18 : 0,64 - - %
E Gly 0,79 : 0,62 0,47 - : - 3
g Val 0,5 0,60 0,26 : - - 3
% Ileu i 0,14 : 0,04 E traces ; - ; -~ %
% Leu f - . - : - } - ; 1,02 ;
g Lys : 0,13 ; - : 0,29 f - ; - %
g Arg : 0,10 - 0,21 0,69 0,8 %
E Trp : - ; - ; - ; Précent ; 0 g
g Glec N 2,76 ] Ml e 5,2 %
g Gal N 0,42 : m | 0,18 v 1 \
( : f : H s ;
(::::::::::::::::::::::::::::::::f:::::::::ﬁ:::::“‘“é""'“""3 """""" 2
( . $IZIIIZIIIC soIIIIZIIIC ;oIIIIICIE )
E Man 5455 P985 T 93 F 20 18 g)
E Gal 1523 ¢ 0 ? traces 0 0 , ijs
E GleNAc (*) 2,78) ¢ 1,64 1,76 2,16 2,2 \.:%LE'
E Gal¥Ae : 0,64 : 0 : traces E 0 S 0 %
2 ANAN : 0,65 : 0 : traces : 0 i 0 %
( : : )

—— A 8 - e e s " W " S o - - 7t At B 48 i
T — " — P — s T T 05 S L D U Tt T TS WD BN et U e S Mk = Wl e 8 O U . 0 e

(*) - pris comme référence.
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TABLEAU LIV

Dosage des acides aminds non modifiés aprés la
réaction 4A'EDMAN et identification des PTH - acides

aninés formés a partir du glycopeptide C II B.
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S S S S S )
Cycles de 0 fter ‘ome P 3dme ‘4dme ‘5ime P 6ime | TEme )
dégradation : X : : i : )
-------------------------------- PR SUUU ISy SR SRR U U |
: : : : : : : g
Asp : 1 : 0,97: 0,92: 0,60 :§0,57k 0,48: 0,51 : 0,52 )
: : : e : : : : )
Thr : 0,72: 0,8%3: 0,85: 0,71 : 0,71: 0,53: C,51 : 0,51 g
Ser : 1,01: 0,76: 0,76: 0,69 : 0,52: 0,47: 0,48 : 0,41 g
Glu : 1,32 1,4331,28: 0,811:10,67 0,58: 0,50 : 0,47 )
: : : : : : : : )
Gly : 0,71: 0,74: 0,71: 0,69 : 0,66: 0,49: 0,38 : 0,37 %
: : : 3 : : :

Val 2 0,55:4 0,7 O:57} 0446 : 0,47: 0,40: 0,43 : 0,44 ;
Ileu -~ :trace:s - ¢ - : - - 1 - o= )
: : : : : )
Gle N (*) S 2,4 1 2,4 2 244 1 254 2 244 3 2,4 2 2,4 1 2,4 g
-------------------------------------- P R R L T
Dol e §

PTH - dérivés X : S ¥al o “(AMla) (ely) .
(+%) Pom llew syny B sy G E (g Rien g
Cr L0 : )
: : : : : : : : )

(*) - pris comme référence.

(¥*) == : PTH - dérivé majeur.
( ): en quantité trés faible.
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Dosage des acides aminés non modifiés aprés la réaction

d'EDMAN et identification des PTH ~ acides aminds formés

a partir du glycopeptide € III B

3

S s ) e S e St s i T o A A S S s ke o e 8 > R o S A T D o e e S o A ik Gt RS A W S S . b St B P e - o - o

1ére t 2&me
dégradation

o es se e oe

(
é Cycles de
(
(
(

1,85 , 0,82| .

o

se @s e w2 ee o

(
(
(
E Ser ;07T 09 1 o071
g Arg . 065 1 080 ! 083 !
E Trp . présent . N.D. | N.D. )
g Gle ¥ (%) P2 P2 P2 )
( : : : :
( : : s :
( : : : :
( . : : :
% PTH - dérivé : : X
( . - . Rien > (Asn) ;
(**) : :
( :
E :
( :

e ot o e e o e e o o e e e o e e e 0 e s e o e e e e o 51T

(*) ~ pris comme référence.
N.D.- non dosé (position C ~ terminale)

(**) = () mise en évidence mais en quantité trds

faible.

Rien

% eo ov s 20 e s

..

4eme

S S L L L N

0,51
0,72
0,69
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(p. 93 ) sur le glycopeptide C IIB. Les seuls acides aminés
libérés sont dans l'ordre d'apparition la thréonine et la
valine. Aprés 5 h. d'hydrolyse enzymatique, seule la thréonine
peut 8tre dosée, ce n'est qu'apres 24 h qu'apparait la valine.
On obtient alors un rapport Thr/Val égal & 2,85. La position
C ~ terminale de la thréonine confirme le résultat obtenu sur

la lactotransferrine native (p. 232).

IIT - SLYCOYEPTIDES TRYLSIQUES.

Pour isoler et fractionner les glycopeptides trypsiques,
nous avons suivi le protocole expérimental utilisé¢ précédemment

lors de l'isolement les glycopeptides chymotrypsiques.

Nous obtenons deux types de glycopeptides : 1l'un (2q)
posséde un acide aminé basique dans sa séquence peptidique, et
1tautre (7o) en est dépourvu. Ce résultat confirme bien que 1l'un
des glycannes se trouve en position C - terminale.Nous n'avons
étudié que le. premier glycopeptide car sa composition en acides
aminés et en glucides était simple et facilement interprétable.
(Tableau LIII ; p. 249).

L'application de la dégradation récurrente d'ZDMAN nous

indijue que la leucine se trouv: en position N - terminale.

IV - CONCLUSIONS,

Dés &4 présent, au niveau des liaisons protéine -glycanneg,
nous pouvons, a partir des hydrolysats pronasiques, chymotrypsiques
et trypsiques, ébaucher les schémas de structure peptidique

suivants : (*)

Glycanne

Asx -« Asn -Ser - Arg - Trp
—p s} o) oo/

- - - - - —— W P ST N P WD S e B i W5 TR S WD T R G T W o G G G e W WS an R YA WD W RS A R W W GE W e e . e G

(*) = fmemd  : Bpécificité enzymatique.
: dé i Seury ' ADMAN,
—p 3 dégradation récurrente d'zDMAN
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Glycanne

l

Ileu - Val - Gin Asx - Gln - Ser - Gly - Val - Thr (%)

D el iy i ey mm e m G G

Nous obtenons de ce fait un glycopeptide qui se trouve
8tre dans la partie C - terminale de la glycoprotéine. Et vu
les dosages des acides aminés, il apparait que la variance
dans les glycannes se situe au niveau de ce groupement glycan-
nique en position C ~ terminale. En outre, la présence ou
1l'absence de la galactosamine semble zussi 8tre liée a la

variation de composition de ce glycanne C - terminal.

Bn associant nos différents résultats, nous pouvens

donner un schéma général de structure de la lactotransferrine.
(Fig. 60 ,p.254 ).

D T P S S - S G G B G g G GE G W WS D G G WS WS OGN W P SD A e N D G T g

f RESISTANCE DE L4 LACTOTRANSFSRRINE DE VACHE
: AUX ENZY¥ES DIGESTIVES DU NCURRISSON.

D " B W S - B TS W U P S B W S G S - L S S AL S WD D A G

Dans notre revue générale (p. 69), nous avions
démontré que l'activité biologique (in vitro) de la lactotransferrine
du lait de Vache était comparable & celle du lait de Femme. Le
seul probléme résidait dans le comportement de la lactotransferrine
de Vache vis-a-vis des enzymes protéolytiques‘du tractus intestinal
du Nourrisson. Nous avons donc supplémenté l'alimentation artificiel-
le du Kourrisson avec de la lactotransferrine du lait de Vache. Des

études antérieures, réalisées par AZURIER - DEHAINZ, ( 173) avaient

(¥) = e @ spécificité enzymatique
et ¢ dégradation récurrente 4'LDNAN

carboxypeptidase .

?

— - : déduit en se référant au code de branchement
de la lére glcNac (p.188) et en constatant la

libération incompléte du glycocolle lors des hydrolyses acides



254

Glycanne I (¥)

Ala Asx - Asn - Ser - Arg - Trp

Glycanne II (%)

Ileu - Val = Gln = Asx - Gln - Ser - Gly - Val « Thr

Figure 60.

Schéma général de structure de la

lactotransferrine de Vache.

(*) Glycanne 1 : de composition constante.

Glycanne II : de composition variable.
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démontré que les selles des Hourrissons alimentés zu lait de Vache

ayant subi des traitements industriels ne contenaient pas de

lactotransferrine,

I - TRAITSMENT DS SELLES 3T TOSAGE DE LA TACTOTRANSFERRINE REJETEE,

L'expérimentation a été réalisée sur deux Nourrissons :
i'un, 8gé de 2 mois et demi et l'autre de 3 semaines. Pendant trois
jours consécutifs, nous avons supplémenté l'alimentation artificiel-
le en lactotransferrine de Vache & raison de 1 g par Jjour dans le
premier czs et de 0,8 g par jour dans le second. Nous avons récupéré
les selles pendant 7 jours (2 jours avant et 2 jours aprés 1l'expé-

rimentation).

Le traitement des selles a été décrit par MAZURIER =~
DEEAINE ( 173). Il se résume en une mise en suspension dans 20 fois
leur poids d'eau, suivie d'une agitation 3 4° C et d'une filtration
sur papier Whatman nv3. Ensuite, le filtrat est dialysé pendant

3 jours & 4° C puis lyophilisé.

Nous avons effectué nos dosages par immunodiffusion radia-
le selon la méthode de MANCINI (163 ). Les résultats démontrent
(Tableau LVI; p. 256 ) qu'une fraction importante de la lactotransfer-

rine est rejetée dans les selles.

II - ETUD:SS CHRCATOGRAPHICU) ET xLACTROPHCRETICUE DE_IA

LACTOTRANSFSRERING REJETAY,

Nous avons chromatographié les selles sur une colomne (2 x
120 cm) de Sepharose 6 B, stabilisée dans un tampon & pH 8 (Tris -
HC1 0,1 M - NaCl 0,5 M) (Fig.671 ; p.257 ). la lactotransferrine
rejetée dans les selles posséde un volume d'élution plus élevé
que la lactotransferrine mative. D'aprés le principe du tamisage
moléculaire, cette lactotransferrine posséde une masse moléculaire

plus faible.

En outre, nous avons chromatographié les selles sur uze
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Chromatographie sur colonne (2 x 120 cm) de
Sepharose 6 B stabiligséedans un tampon a pH 8 @fﬁ
AW
(Tris - HC1 ; 0,1 M ; NaCl : 0,5 M) ~—

A : mélange IgG1 (10 mg) + lactotransferrine native (10 mg)
B : mélange selles (10 mg) + lactotransferrine native (5 mg)

C : selles (10 mg de J4)
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colonne de S E - Sephadex C - 50 dans les conditions décrites
précédemment (p. 222).Aucune substance contenue dans les selles
ntest fixée sur l'échangeur d'ions. Ce comportement chromatogra-
phique est en accord avec la migration électrophorétique sur
bande d'acétate de cellulose (Fig. 62 p.259 )

III - CONCLUSION.

Nous avons démontré que la lactotransferrine de Vache
nfétait qu'en partie hydrolysée par les enzymes protéolytiques

du Nourrisson.

Comme la masse moléculaire et le pHi de cette lactotrans-
ferrine modifiée sont plus faibles, le résultat de notre dosage
est critiquable.Car notre gamme étalon de référence est réalisée
avec des solutions de concentration croissantes de lactotransfer-

~ rine native. KNéanmoins, l'hydrolyse de la lactotransferrine
rejetée n'est que partielle vu qu'elle précipite encore avec les
anticorps. En outre, MAZURIER - DrHAINE ( 173) a démontré que
la lactotransferrine humaine était également altérée par les
enzymes digestives du Nourrisson. D'ailleurs, le taux de
récupération de la lactotransferrine humaine modifiée est
beaucoup plus faible (2 & 4 %) que celui de la lactotransferrine
de Vache. Cette différence est d'ailleurs confirmée par les
hydrolyses pronasiques in vitro, SPIK (259 ) a isolé, par cette
hydrolyse, les deux glycopeptides de la lactotransferrine humaine
alors que; nous-mfmes, n'avons pu obtenir que le glycopeptide en

position C - terminale sur la glycoprotéine.

Nous pouvons donc admettre que la lactotransferrine de
Vache puisse jouer un rdle bactériostatigue dans le tractus

intestinal du Nourrisson avant d'&tre compldiement dégradée.
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(A) - LTV
(B) -~ I3
(B)~-14
(B)-Js

Figure 62.

Schéms des électrophorésss sur bandes d'acétate
de cellulose de la lactotransferrine native (A4)

et de la lactotransferrine rejetée dans les
selles (B).
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CONCLUSIONS GENERALES.

La maternisation du lait de Vache réclame, dans un premier
temps, une connaissance parfaite de la composition des laits de Vache
et de Femme et des activités biologiques portées par les diverses
substances contenues dans ces deux laits. Celle-ci est loin d'&tre
acquise, aussi avons-nous limité notre étude & un seul théme de
recherche : 1'immunité et plus préciseément la défense locale de

1t'intestin du Nourrisson.

Dans notre revue générale, nous avons démontré que les
anticorps et les lactotransferrines des deux laits possédaient des
activités complémentaires dans cette protection de l'intestin, Clest
pourquoi nous avons entrepris simultanément 1!'étude de ces deux
groupes de substances du lait de Vache comparativement & celles ﬂu
lait de Femme étudiées au Laboratoire par G. SPIK.

Les résultats que nous avons obtenus se résument de la

fagon suivante

I.- LES IMMUNOGLOBULINES.

A.- ISOLEMENT ET FRACTICNNEMENT.

1.~ Nous avons comparé deux méthodes d'isclement des globulines

immunes du cologtrum de Vache.
a - le procédé de relargage par le sulfate d'ammonium.
b - le procédé de fractionnement par le rivanol.

Le premier permet d'isocler des globulines IgG avec un

rendement plug élevé et dans un état de pureté plus satisfaisant.

.
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2.~ L'étude des précipités Pq et P4 (obtenus par des concentra-
tions en sulfate d'emmonium respectivement au tiers et & demi
saturation) riches en globulines IgG démontre que le colostrum
renferme 97 % de globulines 1gG rapides (IgG1) et moins de 3 %
de pglobulines lgG lentes (IgGp).

3+= La chromatographie sur SE - Sephadex permet de fractionner
les globulines IgG1! en deux groupes bien distincts dont chacun

reste toutefois trés hétérogéne.
4.~ L'absence de glucides sur les chaines L des IgG1 nous permet

d'affirmer que seules les chaines H possédent des groupements

glycanniques.

B.- ETUDE STRUCTURALE.

1.~ La masse moléculaire des glycopeptides correspond & la moitié

de la fraction glycannique de la molécule des globulines IgG1.

Cette constatation implique l'existence de deux unités glycan-

nigues.

2.- L'étude de la nature du point d'attache protéine-glycanne
dans les globulines IgG1 du précipité P1 (sulfate d'ammonium)
permet d'affirmer que la liaison est du type 1 - N =~ ((3 -aspartyl)
-1, 2~ didésoxy - 2 - acétamido - glucosylaminique.

3.~ La géquence peptidique que nous avong déterminée an niveau

du point d'attache protéine - glycanne est la suivante :

Glycanne

Thr - Lys - Pro - Arg - Glu -~ Glu - Gln - Phe - Asn =Ser - Thr - Tyr - Arg

Nos résultats sont en accord avec les séquences partielles
publiées par NOLAN et SMITH (209 ).

ees/
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En comparant cette séquence peptidique avec celle des
IgG Eu (RUTISHAUSER et al.) (235 ) dont la structure peptidigue
compléte a é1é déterminée et avec la cowmposition en amino-acides
des glycopeptides isolés d'Igé de babouin, de singe, de porc, de
chien. et de chat (HOWELL et al.) ( 119 ), nous sommes en droit
d'affirmer qu'il existe une trés grande similitude entre les
glycopeptides d'origines différentes. Et nous pouvons conclure
que les grouperents glycanniques dang les IgGq du colostrum de

Vache sont en position intracaténasire comme dans les IgG Eu.

4.- Grfce & l'application de procédés tels que la méthylation,
1t oxydation periodique, l'hydrazinolyse - diazotation et les
hydrolyses enzymatiques, nous avons pu déterminer la

structure des groupements glycanniques.

°l"296 6"1’4 6’192
(ANAN)—a Gal ——s GlcNAc — Man

1-0 \QL" 1
» 1,4 B

+6
Man —1-3:40 GleNAGC emten GloNAC ——p Asn

—1 ,6

B -1 .1, /O( 13
Gal -—:—!ﬁ GlcNAc —2% Man

( Fuc ) 1-0

La présence du motif central pentasaccharidigue
(trimannosido - di - N - acétyl chitébiose) 1lié 4 l'asparagine
semble se généraliser & plusieurs glycoprotéines. Nous ne citerons,
comme exemple, que les glycannes de 1!'IgE (BAENZIGER et al.) ( 10 ),
des IgG humaines (KORNFELD et al.) (136 ) et des LgG sériques de
Vache (TAI et al.) ( 272).(%)

Cette analogie de structure entre les glycannes de
diverses origines confirme l'hypothése de MONTREUIL et al. (186 ),

- o . - e G - W G T Y D SR G G D ) e U D M G AL W S N S G A e T W A7 TR S WD X G W e G0 S R T G P e W B € P

(*) - Ce travail n'a pas été cité dans notre chapitre consacré aux

généralités, car il a été publié apres notre rédaction.
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émise dés 1962.

La connaissance de cette siructure nous psrmet de compren-
dre l'action incompléte de la chymotrypsine due & la présence du
fucose sur le résidu de N - acétyl glucosamine impliqué dans la

liaison protéine - glycanne.

II.- LA LACTOTRANSFERRINE.

A.- ISOLEMENT.

1.~ Nous avons amélioré le rendement de la préparation de la
lactotransferrine par la mise su point d'un procédé original

rapide.

2.- Ce procédé a été appliqué avec succeés a l'isolement de la

lactotransferrine & partir d'un lactosérum de laiterie,

3.~ Notre méthode permet également de préparer rapidement

la lactotransferrine humaine.

4.- Une premiére approche de fraectionnement de la lactotrans-
ferrine de Vache nous permet de prouver que les différentes
fractions obtenues varient en partie par leur portion

glucidique.

B.- ETUDE STRUCTURALE.

1.~ L'isolement des glycopeptides nous a permis de démontrer
qu'il y avait deux groupements glycanaiques par molécule de

lactotransferrine.

2.~ L'étude de leur séquence peptidique et de leur composition

glucidique démontre que 1l'un des deux groupements glycanniques

..o/
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ge trouve &ire en position C - terminale suivant le schéma

ci-dessous

Glycanne I

Alg Agsx - Asn - Ser - Arg - Trp

Glycanne II

Jleu - Val = Gln - Asx « GIln - Ser « Gly - Val - ThrcT

3.~ Nous suggérons, gridce a des fractionnements des glycopeptigdes,

que la variance des lactotransferrines serait portée par le

glycanne II,

4.- En considérant la composition polymannosidique du glycanne I
nous sommes tentés de rapprocher la lactotransferrine des
thyroglobulines humaine et de veau (ARIMA et SPIRO) (6) et
de la taka - amylase A (YAMAGUCHI et al.) (286 ).

Kais bien que les deux glycannes possédent des composi-
tions assez différentes, nous ne pouvons exclure la présence du
noyau central peutasaccharidique (Man3 - GlcNAcy). Au contraire,
la présence des deux seuls résidus de N - acétyl - glucosamine

dang le glycanne I polymanncsidique est en faveur de cette

hypothese.

Seule une étude structurale ultérieure pourra confirmer

les travaux de BEHRENS et al. (16 ). Nous devrions mettre en

eeof
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évidence des répétitions de chafinons dimannosidiques.

Ainsi, si la biogynthdse des glycannes des lghG1 est
réalisée suivant le schéma général, a savoir, branchement d'une
fraction des résidus de N - acétyl - glucosamine et de tous les
résidus de mannose dans le réticulum endoplasmique rugueux
puis fixation des autres résidus de N - acétyl - glucosamine,
de galactose, de fucose et des acides sialiques dans le
réticulum endoplasmique lisse et dans l'appareil de Golgi, celle
du glycanne I de la lactotransferrine pose quelques problémes.
On pourrait expliquer la composition polymannosidique de ce
glycanne I par sa localisation possible dans la fraction N -
terminale de la lactotransferrine. Sinon, il faudrait admettre
une biosynthése de glycannes & mannose en dehors du réticulum
endoplasmique rugueux. Mais 1l'hypothése la plus séduisante serait
d'admettre un codage par le glycanne. La fraction polymannogidi-
que biosynthétisée . dans le réticulum endoplasmique rugueux

inhiberait ultérieurement le branchement d'sutres monosaccharides.

5.= La comparaison des structures peptidiques des glycopeptides
isolés de différentes transferrines a conduit GRAHAM et WILLIAMS
(95 ) & distinguer deux types (A et B) de glycopeptides dont
1'un (type A) aurait un acide aminé basique & droite de l'aspara-
gine du point-d'attache protéine-glycanne. Mais, d'aprés ces
mémes auteurs, dans la transferrine de boeuf, cet acide aminé

" basique est remplacé par de la sérine. Notre séquence est une
combinzison de toutes ces données. Nous avons isolé un glycopep-
tide (type A) qui posséde bien un acide aminé basique prés de
la liaison protéine-glycanne mais pas immédiatement aprés llaspa-
ragine., Par contre, le glycopeptide (type B) de la lactotransfer-

" rine de Vache ressemble au glycopeptide (type B) isolé de lsa
transferrine humaine par CHARET et al. (47). Il posséde comme ce

dernier une position C - terminale dans la glycoprotéine.

eoof
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C - ETUDE BIOLOGIQUE.

La supplémentation de l'alimentation du Nourrisson par
la lactotransferrine de Vache a démontré que celle-ci n'était que
partiellement dégradée par les enzymes du tractus intestinal du
Nouveau~-né. En outre, cette dégradation est moins profonde gue
celle subie par la lactotransferrine humaine (MAZURIER - DEHAINE) (173 ).
Ce phénoméne est d'aiileurs confirmé, in vitro, puisque nous n'avons
isolé, par hydrolyse promasique, que le glycopeptide C - terminal de
la lactotransferrine de Vache alors que SPIK (259 ) a obtenu,dans les

mémes conditions, les deux glycannes de la lactotransferrine humaine.

--0000000-~

En conclusion, bien que les anticorps (IgG1) du lait de
Vache soient différents de ceux (Iga) du lait de Femme, ils peuvent
néanmoing Jjouer un rdle identique. D'aprés les expériences de BULLEN
et al. (32 ) et de REITER et al.( 232) leurs effets inhibiteurs sur
la prolifération de certains germes pathogénes sont semblables. En
outre, ZINKERNAGEL et al. ( 289) ont démontré que les IgG du colostrum
de Vache résistaient en partie (20 %) aux enzymes digestives du
Nourrisson. L'immunisation passive au niveau de l'intestin du Nourrisson
peut donc E€tre apportée par de tels anticorps puisque la paroi intes-
tinale est imperméable & ces glycoprotéines contrairement & ce qui se
passe chez le Veau (BLANC)( 25) chez qui les anticorps d'origine
humaine peuvent traverser la paroi intestinale pendant les premiers

jours apres le vélage.

Cette défense locale au niveau du tractus intestinal
peut &tre renforcée par l'apport de lactotransferrine de Vache gui
posséde, comme la lactotransferrine humaine, une activité bactériosta-
tigue et qui ne se retrouve dans les selles des Nourrissons que partiel-

lement dégradée.

Cette supplémentation en anticorps et en lactotransferrine

‘eat rendue possible par la méthode de fractionnement du colostrum de

ver/



267

MONTREUIL et al. ( 185) et par notre procédé original de préparation

de la lactotransferrine de Vache. Les anticorps pourraient d'ailleurs
provenir d'une autre origine car d'aprés BULLEN et al. ( 32 ) 1'associa~
tion dtimmunisérum de cheval et de lactotransferrine humaine posséde

le méme effet bactériostatique sur la prolifération de E.Coli. En
outre,lla lactotransferrine de Vache pourrait &tre une source de

fer pour le Nourrisson,
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