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A B R E V I A T I O N S  U T I L I S E E S .  
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Tris s 2 - amino - 2 - hydroxydthyl - t ,3 - propane - di01 
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t densité optique. 



I N T R O D U C T I O N .  

Nos recherches su r  l e  l a i t  de Vache s ' i n sc r iven t  dans l e  

cadre d'un t r a v a i l  d'équipe effectué  au Laboratoire sur l a  "maternisation" 

des laits. 

Botre choix f u t  guidé par l e  f a i t  que ce subs t r a t  représente 

la  base de l 'a l imentat ion in fan t i l e .  S ' i l  y a  encore une proportion 

importante de jeunrs mamans qui a l l a i t e n t  l eu r  Nouveau-né (ou du moins 

l e  dé s i r en t )  t r è s  v i t e ,  dès l e s  premières semaines, l e  l a i t  de Vache 

devient l ' a l iment  exclusif du Nourrisson. A ce l a  plus ieurs  raisons 

d 'ordres médical e t  soc i a l  peuvent e t r e  invoquées : production insuf- 

f i s a n t e  de l a i t  ; fa t igue excessive de la mère ; in fec t ion  de l a  glande 

mammaire ; incompatibil i té  sanguine ; impératifs  professionnels ; souci  

es thét ique de la femme.... 

I l  n'en r e s t e  pas moins v r a i  qau l e  lai t  de Femme e s t  l e  

mieux adapté à l t a l imenta t ion  du Nourrisson . Les in tolérances  au l a i t  

de Vache sont bien connues e t  l e s  s t a t i s t i q u e s  de GYQRGY (10) ) sont ,  à 

cet  égard, d6monstratives  a able au 1 p.2 ). C'est  pourquoi des recherches 

ont é t é  en t repr i ses  dans d i f f é r en t s  laboratoi res  en vue de "materniser" 

l e  l a i t  de Vache dans l ' e spo i r  de l u i  conférer ce r ta ines  propriétés 

bénéfiques du l a i t  de Femme. Seule la  connaissance pa r f a i t e  de l a  compo- 

s i t i o n  du lai t  de Femme, d'une pa r t ,  e t  du l a i t  de Vache, d ' au t re  par t ,  

peut permettre d ' a t t e indre  ce but. Les r é s u l t a t s  acquis jusqutà ce jour 



T A B L E A U  1. 

Taux de morbidité et de mortalité chez les enfants 

nourris au sein ou recevant une alimentation mixte 

ou artificielle, d'après GYORGY (101). 

-----------------------ii-----i-i----i-------------------------------------------- 

: t t t t : 
t Type t Nombre : Mortalité : Morbidité : Kortalité par : 
: 

d'alimentation de cas f p.1000 ; 
t 

p.1000 
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a : : .niorbidit8 

: t t t : p.1000 : 
: ----------------- : ------------ 1 ------------ : ------------ : ------------- t 
t t 8 : 
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: S e i n . . . . . $  971 : t t 1 

t t t 1 : : 
: t t t t t 
: Hixte.....: 9 441 : 25,? 3 : 5 9 5 t 

: t t t t 

: : t : t I 

: Artificielle . : 854 8 57,3 2 : : 
: t a : : : 
: : : : t t 
: t t : : : 

I 1 3 I 

: : : : I 

t : : : : .  
: : : t 



ont permis à l'Industrie de comaercialiser 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 

l'aspect "quantitatift1 de la tlmaternisation" du lait de Vache semble 

arrivé à une perfection qu'il ps~raît difficile de dépasser dans l'état 

actuel de nos connaissances sur la composition des laits, l'aspect 

"qualitatifw est loin d'être résolu. 

Dans une rene générale concernant les globulines immunes 

du lait,CAMPBELL et PETLESEN (40 ) définissaient l'importance de ce 
dernier de la manière suivante r 

It is a traditionnal concept 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 mamal. We will demonstrate that the relationship between 

the infant and the mammary gland is more complex than has hitherto 

been realized.Furthermore, we will proffer 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 m m 1  but as a mechanism of the immunological 

protection of the otherwise helpless newborn." 

Dans ce préambule, les auteurs retraçaient l'évolution des 

idées concernant le lait. Longterops, en effet, on crut que son importance 

était d'ordre purement nutrikionnel. Elle est devenue d'ordre biologique 

depuis la découverte,dans le lait, à c8té des constituants "énergétiques", 

de composés doués d'activités biologiques diverses, c o m a  les oligosac- 

charides libres, les globulines immunes, la lactotz'ansferrine, les 

inhibiteurs trypsiques et le lysozyme. 

Le travail qui nous a été confié concerne l'étude des 

immunoglobulines et de la lactotransferrine dia lait de Vache en vue de 

les comparer aux éléments seablables du lait de Feme pour faire apparaftre 



les éventuelles différences ou ressemblances t le but ultime de 

notre recherche étant de substituer dans lïalimentation du Nourris- 

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

Dans uae première série de travaux, nous nous sonnes 

limité à la recherche de procédés d'isolement et de purification 

des immunoglobulines et de la lactotransferrine . Notre objectif 
était l'obtention de ces éléments actifs par une méthode possédant 

les deux qualités réclamées par l'Industrie r rapidité et rendement 

élevé. 

Dans un deuxième temps, nous avons entrepris l'étude 

de la structure des fractions glucidiques et des séquences peptidiques 

au voisinage de la liaison des groupements glycanniques avec la 

protéine. Ceci pour répondre à deux problèmes de recherche fondamentale t 

d'une part, le codage par l~ chaîne peptidique de la fixation sur 

l'asparagine du premier résidu de la N-acétyl-glucosamine, première 

étape de la biosynthèse du groupement glycannique, et d'autre part, 

l'enchaînement séquentiel des mono ou oligosaccharides lors de la 

biosynthèse. 

Nous ferons précéder l'exposé de nos travaux par un chapitre 

concernant l'état actuel de nos connaissances sur les immunoglobulines 

et sur la lactotransferrine. Nous ne prétendons pas faire une revue 

générale exhaustive, m i s  nous insisterons sur les différences et les 

ressemblances existant, d'une part, entre le lait de Pemme et lo lait 

de Vache et, d'autre part, entre l'immunité passive ou active du 

lourrisson.et du Veau dès leur riissarice. Cette revue aura l'avantage 

de faire ressortir une direction de recherche appliquée pour la 

14maternisation" du lait de Vache. 



Nos r é s u l t a t s  seront rassemblés dans deux chapitres 

d i s t i n c t s  r l e  premier concernera - Les Immunoglobulines e t ,  l e  

second - La Lactotransferrine.  

Ils seront précédés de l a  descr ipt ion des d i f fé ren tes  

techniques que nous avons u t i l i s t l es  . 

Notre travail a f a i t  l ' o b j e t  des communications e t  

publications suivantes r 

Communications t 

1.- A .  CHEROW e t  J.MON'I'Rh'UIL, Wodalités de l ' a t t a che  glucide - protéine 

dans l e s  globulines I g  G ,  Colloque européen sur l e s  glucides de 

BOCHUM, Octobre 1968. 

2.- A .  CHIBOX, N.CLERdT-DUWESNd, D.BOWlBESSE-FRZXOVE e t  J.MONTRXUIL, 

Modalités de la  l i a i s o n  glycanne - protéine dans l e s  globulines Ig G ,  

(colloque franco-slovaque sur l e s  glucides) BMTISMVA Septembre 1969 

Publications r 

1.- J.MONT~~LXJIL, M.MONSIGXY, G.SFIK, N.BUQUiSNX, A.CHJBOX, 3.DZSCAMFS e t  

B.FOUKNL<T - dtudes s u r  l e s  glycoprotéines. XXXV. Procédés d'exploration 

de la l i a i son  glucide - peptide dans l e s  glycoprotides. Hypothèse 

d'un codage par  l e s  chafnes peptidiques du point de conjugaison des 

groupements glycanniques, Z. physiol.Chern, 1969, E, p.664 

2.- A .  CH&iON - Les Globulines immunes du l a i t ,  Ann. Nutr.A1im,197l9 3 
A .  135 - A 1.19 ( ~ e v u e  générale). 



G E N E R A L I T E S  

Ce chapi t re  se ra  divisé  en deux pa r t i e s  : 

la première s e r a  consacrée aux immur~oglobulines, la 

seconde aux l ac to t rans fe r r ines  e t  à l e u r  r61e bacté- 

r i o s t a t i que ,  seules ou associées aux imunoglobul ines~  



Except i n  such qua l i f i ed  senses, the  

weight of evidence a t  present is  against  the 

transmission of passive immunity t o  the c i rcu la -  

t ion  of the human in f an t  a f t e r  b i r t h ,  though 

there is  a much more credible case f o r  thinking 

tha t  co lo s t r a l  ant ibodies  may afford protect ion 

agains t en te r ic  infect ions  of the alimen t a ry  

t r a c t  i n  the human. 

P.W.R. BRAPBA:LL ( 2 9 )  

.................................................... 
: t 

L E S  I M h U N O G L O B U L I N ~ S  : 

Nous nous proposons d'envisager l e s  problèmes posés 

par ltimmunisation passive du Nouveau-né e t  de f a i r e  un b i lan  

comparatif des connaissances ac tue l les  concernant l e  développement 

du systbme immunitaire chez l e  Nouveau-né e t  chez l e  Veau. Nous 

pourrons, a i n s i ,  apprécier  l ' e f f i c a c i t é  immunologique pour l e  

Nourrisson des immunogloSulines transmises par l ' a l l a i t ement  

maternel. Il nous se ra  possible,  a lors ,de  dégager une d i rec t ion  



de recherche à su iv re  en vue desupplémenter l la l imentat ion a r t i f i c i e l l e  

du Nourrisson par des  ant icorps  de Vache bien que l e s  travaux dans ce 

domaine so ien t  peu nombreux. 

II,- VARIATION DU TAUX DdS ANTICORPS AVAN'L1 LA NAISSANCE. 

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

par  l a  Vache e t ,  à sa naissance, son sérum e s t  

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

Le jour du vélage, l e  taux des immunoglobulines ne 

repréisente que 1 à 2,5 $ seulement des protéides totaux tandis  q u ' i l  

a t t e i n t  dans l e  sérum de l 'animal adu l te  14 à 34 $. On s a i t ,  en e f f e t ,  

que l e  placenta de l a  Vache - comme c e l u i  de l a  Chèvre, du Porc e t  du 

Cheval -, cons t i tue  avec s e s  7 coüches de t i s su s ,  une bar r iè re  infran- 

chissable  aux ant icorps  . (SC:INXIDS;~~ e t  SU!~B&;~~RY) (247 ) e t  (UTNER, 

JACKSON e t  GBUEHL) . (230 ) 
B - CHEZ LX NOURIIIUSO:\I. - Dans l 'espéce humaine, l e  phénomène e s t  to ta le -  

ment d i f f é r en t  c a r  l e  Nouveau-né possède, dès s a  

naissance, une immunité passive t r è s  importante e t  l a  transmission des 

ant icorps  de la mère au foetus e s t  en r e l a t j o n  d i r ec t e  avec la s t r u c t u r e  

plus perméable du p lacen ta . (~ab leau  II , p. IO) Les anticorps sont 

décelables dès la 12ème semaine de la v i e  foe t a l e  (vo i r  l a  revus 

générale de PAUYE e t  IslEYEII. (210) 

C - NODE DE: TRANSMISSIOi3.- Dans l e  sang du Nouveau-né, ces d i f fé ren tes  

c lasses  dtimmunoglobulines ne sont  pas 

également représeritees. Seules, en e f f e t ,  le3  Ig O sont effectivement 

transmises de la  mère au foetus (~ig.2, p. t f  ) e t  l a  plupart  des cher- 

cheurs sont d'accord pour admettre que l e s  Ig A e t  l e s  Ig FI, décelkes 

à l ' é t a t  de t r ace s  chez l e  Nourrisson a u s s i t ô t  après l a  naissance, 



Figure 1. 

Diagramnies électrophorétiques du sérum de Veau avant 

l'ingestion de colostrum de Vache (A) et 24 heures après 
l1 ingsstion (B). ûn remarquera, dans ce dernier cas, lI616- 

vation du pic 't 8 " , correspondant aux globulines immunes. 



T A B L E A U  

Perméabilités p lacenta i re  e t  mammaire aux anticorps chez diverses 

espèces de Eiiamrnif è res  (NICOL, GIRARD, CORVAZIf.3, CBLYROUX, RECULAHD 

e t  SIZARET) (205). 

.................................................................................... 
: I 1 : 
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C o n c e n t r a t  Ion IMMUNOGLOBULINES 

e n  g /  100 ml  de s é r u m  

Figure 2. 

Variation de la concentration des différentes classes 

dfimmunoglobulines dans le svng de cordon et dans le sang du 

Kourrisson au cours des 12 promiers mois aprbs la naissance, 



sont synthét isées  par l e  système immunitaire propre du Nouveau-né. 

Cette sélection,dans la transmission des ant icorps ,  peut s texp l iquer ,  

tou t  au moins dans l e  cas des I g  Pl, par l eu r  t a i l l e  t rop importante. 

Toutefois, la  connaissance plus approfondie de la s t ruc tu r e  des immuno- 

globines a confirmé l'hypothèse d'un t ranspor t  a c t i f .  '231 e f f e t ,  des 

expérimentations effectuées chez l e  Lapin ont apporté l e s  r é s u l t s t s  

suivants  : 1 O )  1' in jec t ion  à l 'animal des fragments papaïniques 1,II 

e t  III d t I g  G permet de démontrer que la pièce III (ou fragment FC) 

es t  transmise au foetus 11 fo i s  plus rapidement que l a  pièce 1 e t  6 

f o i s  plus rapidement quu l a  pièce II ; 20)  l ' i n j ec t i on  de fragments III 

provenant des d i f fé ren tes  c lasses  d~ imunoglobul ines  montre que, seu le ,  

l a  pièce III des I g  G e s t  présente dans l e  sang du cordon à l a  naissance 

(YAUPE e t   MEYER).(^^^) EZI outre ,  l e  f a i t  que, chez l e  Nouveau-né, l e  

taux des Ig G sériques s o i t  souvent s u g r i e u r  à ce lu i  de la mère e s t  

en faveur de ce t r a n s f e r t  a c t i f .  

D - ACTIVITX I ~ i 7 5 N O L O G I Q U E  DSS FPlUNOGLOBULINES TRANSMIS ES. - ~ t ~ f f i ~ ~ ~ i t é  

de c e t t e  immunité passive est  t r è s  discutée.  Nous avons, tou te fo i s ,  p r4c isé  

dans l e  tableau III ( p. 13) l'immunité acquise vis-à-vis de ce r ta ine  

gewôs pathogènes par l e  Nourrisson pendant s a  v i e  in t ra -u té r ine ,  dlapi.ès 

l e s  travaux effectués  par d i f fé ren t s  auteilrs e t  rapportés par  PAUPE e t  

METER (218) e t  par SCHULTLE e t  HmEMANS (242). Ce tableau, b ien qu ' i l  

s o i t  t r ès  incomplet, démontre, que l e  Nourrisson bénéf ic ie ,  à l a  naissance 

dtuiie défense immunitaire acquise seulement quand l e s  ant icorps  qui sont  

l e s  supports d'une a c t i v i t é  sont ,  chez l a  mère, du type I g  G. A ce t  

égard, l ' ex i s tence  d'un phénomkne dtinmunisation t ransplacenta i re  chez 

la Ferme diminue, - comparée au l a i t  de Vache -, ltirnportance du l a i t  

de Femme dans l 'immunisation passive du Mourrisson. 

111.- LES ANTlCORPS DES LAITS ET 1)ZS C(iLOSTRmS UZ FETSYII;: ET DE VACHE. 

A - IMPOBTkLNCE DES IZNSICORYS Dk:S LAITBil'OUR LS  NOfrHHISSON ES POUR LE VEAU a 

La transmission des ant icorps  dis colostrum e s t  v i t a l e  pour l e  

Veau : a i n s i  que nous l 'avons v u  plus b u t ,  son sérum e s t ,  en e f f e t ,  



T A B L E A U  III. 

Hature des anticorps transmis par La voie t ransplacentaire  (d'après PAüPE e t  

MEYER (218) e t  SCWLTZE e t  HEREMANS (242). 

............................................................................................. 
I Pensage : Taux chez : Protection : I types -;i;;-;;---I------------ d ' imor~no~lobul inœ~ 

1 : Anticorps : t ransplacentaire  r l e  Bourrisson I 1 t ransnisea1 
mbre ------------------' ----------------: ---------- 4 -----------! ----------- 1 

1 1 1 1 1 

Staphylococciqueal ++++ I ++++ 7 7s-19s I 73 1 
1 1 1 

Streptococciques : +fi+ ++* - 
1 + + + +  1 1 - 1 

I Pneumococciques I 

Ant ibsc i l l a i re  ' 
r de P f e i f f e r  1 1 - 1 

- 1 

1 

1 - 1 

I - 1 

1 

1 IgM 1 

IgG-IgM : 
1 I&-lgM 1 

1 
Ia-Ia : 

1 
Coquelucheux 

r ~ i ~ h t é r i q u e s  1 

Tétaniques 
1 

1 

I Co l ibac i l l a ims  t 

Thyphoidiques- H : 
1 I - 0 1  

A n t i s h i g e l h  : 
t ~ n t i c h o l f r i q u e s  I 

Flcobactériena ' a 
1 Syphil i t iaues 1 

' Toxoplasmiquer : 
r Plasmodiaux I 

r Coccidioidomyco- I 

: siques I 
r I : Poïion,~l i t iquea : 
: Ricketiaiena 1 

f De la Varicel le  

lomatose v4n4riep 

I ne...... 8 

1 1 
1 a 
r De l 'enc8phal i te  I 

1 
japonaise B. 

' Rubéoleux 
8 

1 

r Anticoxsakie 1 

Des orei l lone 

I De l'adénovirus I 

r type 12. 
1 

1 1 

: Des v i r u e  Echo 1 

1-2-8-11-20. 
1 

1 

I De l a  maladie des: 
: Inclusions cyto- 



dépourvu d'immunoglobulines à l a  naissance e t  l e  Veau l e s  acquier t  

en i n g r a n t  du colostrum ( ~ i ~ . l ' ,  p. 9 ). Au contra i re ,  à la naissance, 

l e  sérum du Nourrisson possède un taux d 'anticorps déjà  t r è s  élevé 

que ne fon t  pas v a r i e r  l e s  ingestions de colostrum. 

Quel le  place convient-i l  donc de donner à l l a l l a i t e rncn t  

maternel, en m t i è r e  d'immunisation de 115nfant  ? Pour répondre, en 

par t i e  à c e t t e  question, nous examinerons l e  problème, à la f o i s ,  du 

point de vue quan t i t a t i f ,  en é tudient  l a  cinétique de l a  l a c t a t i on ,  

e t  du point  de vue q u a l i t a t i f ,  en analysant l ' a c t i v i t é  inmunologique 

des ant icorps  du l a i t .  

Io.- Variations quant i ta t ives  des an t icorps  au cours de l a  1 a c t a t i . o ~ .  

Les premières recherches ont é t é  effectuées ,  su r  l e  l a i t  

de Vache, en 1916, par C R W T g R  e t  PAISTHXCK ( 58) qui observèrent 

que l e  taux des globulines obtenues par relargage par l e s  s e l s  neutres 

passai t  de 81,U g p . 1  de colostriun du l e r  jour à 7,4 g p.1 de l a i t  

du 8&ne jour (vo i r  aus s i ,  ATGEL e t  SCHL~G)  ( 75).  Ultérieurement, 

l ' app l i ca t i on  de l lé lect rophorèse  permis d 'ob ten i r  des r é s u l t a t s  

plus p réc i s .  

Les premières études électrophorétiques ont é t é  effectuées 

par SMITH (247) en 1946, qui montra que, dans l e s  laits colos t r a rx ,  

l e s  "lactoglobulines immunes" représenta ient  l a  f r ac t i on  protéique 

majeure du colostrum de Vache (30 8. 60 $ des protéides totaux e t  85 Es 

90 $J des protéides du lactosérum (SKLSH) (247). Au con t ra i re ,  e l l e  

devient une f r ac t i on  mineure dans Les diagrames d 'électrophorèse des 

l a i t s  p a r f a i t s  (SNITH) (248). 

Les premières études c inét iques  précises des var ia t ions  des 
.* 

protéides du l a i t  ont é t é  r éa l i s ée s  en 1947 par GRONWALL ( 97) e t  .. 
e t  par  ü&X.JI_'SCII ( 64).  GKONldALL montra que pendant l e s  37 jours de 

son expérience, l e  taux aee globulines diminuait tdès rapidement 



pour se  s t a b i l i s e r  vers l e  7éme jour. Selon DEUTSCH, la <'s t ab i l i s a t i onn  

du l a i t  de Vache s e r a i t  r éa l i sée  dès l e  2èine jour. Des analyses é lect ro-  

phorétiques r éa l i s ée s  par d i f f é r en t s  auteurs  confirmèrent l'ensemble 

de ces r é s u l t a t s  (MC ElEEKIN (1 74), HEYNDRICKX e t  DE VLEESCHAWE'R ( 7  10)  ; 

WAITE (279) ; LARSON e t  W D A L L  (741) ; LARSON et_ a l .  (142) ; MONTREUIL 

e t  al. (187) ; KOBUS (133); ANTONY (4). Ces derniers  auteurs ont  - 
calculé que l 'él imination journal ière  de globulines immunes a t t e i g n a i t  

300 à 350 g l e  l e r  jour de le l ac t a t i on  e t  tombait à 20 à 25 g au 

bout du 19énie jour. Les l a i t s  colostraux représentent  donc l e  matériel  

de choix pour effectuer  l ' i so lenen t  des globulines immunes. En e f f e t ,  

non seulement, ils son t  r iches en globulines immunes, mais ils sont ,  

en outre, pauvres en autres  proté ides ,  tandis que l e s  proportions 

sont inversées dans l e s  l a i t s  p a r f a i t s  (k'ig, 3, p. t6 ) .  

Des var ia t ions  identiques ont é t é  observées à propos du 

l a i t  de nombreux au t res  I-lammifères, comme l a  Femme, la  Truie, la 

Chèvre, la Jument e t  la Brebis ( vo i r  en pa r t i cu l i e r ,  DEUTSCH) (64 ) . 
Les var ia t ions  qual i ta t ives  e t  quan t i t a t ives  des protéides du l a i t  

de Femme, a u  cours de l a  l ac ta t ion ,  ont é t é  particulièrement bien 

étudiées, e t  depuis l e s  dosages de HYTlTN (122) l e s  analyses élec- 

trophoré t iques  ont montré l a  rapide  diminution des globulines 

immunes du l a i t  dont l a  " s tab i l i sa t ion"  e s t  réa l i sée  vers l e  6ène 

jour ( B I S ~ T I - ,  e t  P ~ A s s ~ )  (23 ) 5 (BISERTE e t  al.) ( 20) ; EKUTSCII (64 ) ; 

Y0sTAIM3 ( 80); P!Ol?iTKLXJIL e t  a l .  (185); NARDUCCI e t  I?.~LAALETTI (202); 

NORDBRIWG (210); SAGER (237) ; SCHULTZE e t  IIiJLLER (243). En outre ,  

l ' appl icat ion de llimmuno-électrophorèse a permis d ' i d e n t i f i e r  e t  

de suivre l ' évolut ion des protéides du l a i t  de Femme e t  de démontrer 

que l e s  globulines immunes du colostrum humsin é t a i e n t  essentiellement 

des Ig A (vo i r ,  à ce su j e t ,  l a  revue générale de HANSON) (107) a en . 

e f f e t ,  l a  r é p a r t i t i o n  des globulines du système gamma e s t  l a  

suivante : Ig A 90 Ojlo ; lg G 10 '$ (DE PRJRALT e t  a l . )  (197) .  



Figure 3 .  

Electrophorètse en g6loee des prothides du lactosdnui 

de coloetruma et de l a i t s  de Vache BL diffdrentes Hrioder de Isi 

laotation. Lee pr6lbvementr ont 6té effecttdr m t i n  e t  so ir  ( l e  

numéro 26 correspond donc au I3Bme jour aprbr l e  vdlrge) (KOBUS)(~~~) 



2O.- Proprié tés  immunologiques des ant icorps .  - Nous avons 

résumé dans l e  tableau I V  (p. 78) ,  l e s  travaux rapportés à ce 

s u j e t  par PAUPE e t  &,ER (218) . Ils démontrent sans ambigüité 

que l e s  ant icorps  du colostrum e t  du la i t  humains possèdent des 

a c t i v i t é s  immunologiques bien déf inies .  

3 O  .- Conclusions. - Le f a i t  que l e  taux des anticorps présents 

dans l e s  lai ts  des premiers jours de l a c t a t i on  s o i t  t r è s  é levé,  

d'une pa r t ,  e t  que l e s  lacto-anticorps possèdent des a c t i v i t é s  immu- 

nologiques bien spécifiques d'autre pa r t ,  démontre l ' importance 

de l ' a l l a i t emen t  maternel e t ,  bien que ces mécanismes de défense, 

chez l e  Veau e t  chez l e  Nourrisson, semblent d i f fé ren t s ,  - car 
l e s  ant icorps  du l a i t  de Femme ne s e  retrouvent pas dans l e  sérum 

du nourrisson - , 03 ne peut aff i rmer ,  a p r i a r i ,  que l ' a l l a i t ement  

maternel s o i t  plus important pour l e  Veau que pour l e  Nourrisson. 

B - LES 18; A DU LAIT ET DU COLOSTRUM DE F m .  

Les globulines immunes du colostrum e t  du l a i t  de Femme 

ont f a i t  l ' o b j e t  de t r è s  nombreux travaux imunologiques dont on 

trouvera l e s  exposés dans l e s  revues générales de MTRtlLT, GUGLER e t  

ROULhT (198) e t  de HANSON (107). Les t r o i s  types de globulines immunes 

G, # e t  A ont d t é  m i s  en évidence avec tou te fo i s  une prédominance des 

Ig A principalement dans l e s  l a i t s  colostraux. En outre ,  en ce qui 

concerne l e s  I g  G ,  1 'application de méthodes électrophoré tiques e t  

immuno-chimiques quant i ta t ives  ont permis de démontrer qu 'e l l es  

é t a i e n t  essentiel lement représentées, - cornme dans l e  colostrum e t  

dans l e  l a i t  de Vache -, par des globulines "rapidesn. Jusqu'à présent,  

seules  l e s  I g  A ont f a i t  lf objet  de recherches approfondies, en ra ison 

même de leur  taux élevé dans l e  l a i t  de Femme, 

Les Ig A du colostrum e t  du l a i t  humins  possèdent une 

pa r t i cu l a r i t é  qu i  l e s  d i f férencie  essentiellement des Ig A sériques r 



T A B L E A U  IV. 

Anticorps présents dans le colostrum et dans le 

lait humains (dlagrèn PAUPE et >EY!G~) (218). 

t 

( Anticorps t 
Références 

( : 
(-----------------------------------:---------------------------------------------------- 

1 
: 

1 
1 

( Antitoxine diphtérique 
1 

( 
LEMETAYER et al. (1 948) ; L I E B L I N G  et SGEMITZ (1 943) ) 

( : VON G!dNDERSFJi (1934) ; SUGG (1935) ; VIGNES et al. ) 
( (1 948); ARNON e t  al. (1959) 1 
( Antitoxine té tanique : DEBRE et al.(l930; LEbETAYER et a1.(1950) 

I 

1 
( dntis treptolys ines : iVIALxIAS et al. (1 951 ) ; NORDBRING (1 957) 

1 
( ) 
( kntis taphylolysines : VIGNl iS  e t  al. (1 948) ; NOR7:BRING (1 957) ; D O B U S  et al 1 
( t -) 
( : (1957). 1 
( Anticorps coquelucheux AUAI% et a1.(1947) 1 
( ( Anticorps typhiques O et H f LECLAINDRE (1 927) ; TI.=MBN (1 931 ) ; CASTAIGNE 

1 
: (1897) ; SCZJBEaT et GRUNBZRG (1949). 

) 
( ) < Agglutinines dysentériques : WOIJG et WONG (1930) ! 1 
Anticorps colibacillsires : ABT~ZBAM ( 1 929) ; TOOEBY ( 1 934) ; S C B N E D E B  et j : 

( t 
(1938); PiALMAS et al. (1951); ARNON et a1.(1959) ) 

( : 
HODES (1 964) ; SUSSMAN (1 961 ) ; ADINOPI et al. (1 966) 3 

\ 

( Anticorps grippaux : HUI"/IELER (1953). 1 1 
\ 1 J ( Anticorps poliomyélitiques 

1 
SABIW (1 950) ;PINTER (1 953) ; GONZAGA et al .  (1 963) ; ) 

2 
RODES et al. (1 962) (1 964) ; RICHAELS (1965). 1 

( Anticorps anticoxsakie B 5 1 HODES (1 964). 
1 Anticorps ourliens f mMMELER (1 953). 

t 

( Anticorps vaccinaux : W E I S S  (1 939)'. 
( 1 

( 1 



l ( ex i s t ence  d'un fragment supplémentaire qui  réun i t  vraisemblablement 

par des ponts d i su l fu res ,  deux molécules de "lacto-Ig A". Ce fragment 

e s t  appelé p ièce  de sécrét ion (pièce S)  ou pièce  de transport  (pièce T ) .  

Les études en microscopie électronique r éa l i s ée s  par SVIBAG e t  BLOTH (267) 

révélèrent  une s t ruc tu r e  en Y ,  suggérant que l a  molécule d l I g  A de sécrét ion 

e s t  formée de deux un i tés  â t I g  A 7Ssuperposées, insérant  une chsîne de 

sdcrétion.  Ce schéma dimérique associé à la pièce de sécrét ion s e  retrouve 

dans toutes l e s  I g  A dll'excrétion'i, comme, par exemple, l e s  I g  A des 

expectorations /BISEHT~~ e t  a l .  (2; )/ (vo i r  aus s i  l e  tableau X I V ,  p. 53). Plus 

récemment, un quatrième type de chafne f u t  découvert par HALPERN (103) 

dans l e s  polymères d l I g  A ( I ~  A colos t r a l e s  de Femme, de Lapine e t  I g  A de 

myélome). Les auteurs émirent l 'hypothèse que c e t t e  chaîne con t r ibua i t  

à l ' éd i f i c a t i on  de la forme polymérique des I g  A : i ls  l 'appelèrent  J 

(" joining"). Cet te  chaîne f u t  également mise en évidence dans l e s  Ig  M 

par MESTSCKY e t  a l .  ( 176) qui en é tudièrent  la composition en acides  

aminés e t  démontrèrent qu 'e l le  é t a i t  totalement d i f fé ren te  des chaînes 

légères  e t  de l a  chaîne de sécrétion.  Les mêmes auteurs t i r è r e n t  argument 

de l a  f o r t e  teneur en cystéine de l a  chaîne J pour l u i  a t t r i b u e r  une 

hypothdtique contr ibut ion dans l e  maintien de l a  s t ructure  t e r t i a i r e  des 

polymères d11g A e t  d l I g  M. 

Io.- Prjparat ion e t  pur i f icat ion.  Les &thodes de préparation des I g  A 

mettent à p r o f i t  àes  différences de charge e t  de masse moléculaire qui 

ex i s ten t  en t r e  l e s  I g  G e t  l e s  I g  Pi, d'une p u t ,  e t  l e s  Ig A ,  d 'au t re  pa r t .  

TOMASI e t  BIBd l lSTOCK ( 279 ont déc r i t  Urie méthode qui consis te  à associer  

l lé lect rophorèse  à la chromatographie sur un échangeur d'ions. Les Ig A 

obtenues sont finalement pur i f iées  par un tamisage moléculaire ( Fige,$, p.20) 

islONTREUIL e t  a l . ( 1 ~ 5 )  ont  déc r i t  un  procédé général de fractionnement des 

protéides des milieux biologiques à l ' a i d e  d'un gradient  de concentration 

en s u l f a t e  dtammonium associé à un gradient  de pH ( ~ i g .  5 , p .  21) .  Les 

auteurs ont  appliqué l a  méthode aux protéides du l a i t  de Femme ; i l s  

obtiennent des I g  A dans l e s  précipi tés  P e t  Y q u ' i l s  ont ensui te  
4 6 



Colostrum ajusté à pH 4,6 avec de l ' a c i d e  acétique 

Surnageant, neu t r a l i s é  e t  soumis à l ' é lec t rophorèse  

en ge l  d'amidon. Récupération des f r a c t i ons  conte- 

Fractionnement sur DE - 52, avec des tampons phosphates 

0,01 M. de pH 7,5 - 0,1 M de pH 6,4. La seconde f r ac t i on  

Chromtographie s u r  Sephadex G-200 d ~ n s  N a C l  0,14 M. 

Figure 4. 

Schéma de préparation des Ig  A co los t ra les  

humaines (d 'après TOK4SI e t  BImSTOCK. ) (274) 



LACTOSERUM 

Amené à 33 $ de s a t u r a t i o n  en 
s u l f a t e  dtamonium e t  à pH 7 

PRECIPITE Pl 

PRECIPITE P2 

FILTRAT S2, a j u s t é  à 3H 3,8 
, 

PRECIPITE P 3 

'' de s a t u r a t i o n  en s u l f a t e  dtammonium 

PRECIPITE P 
4 

FILTPAT S 6 ,  a j u s t é  à PH 7 e t  amené à 100 % 

I de  s a t u r a t i o n  en  s u l f a t e  d'sc~xiûnium 

PRECIPITE P 
7 

FILTRAT S,, a j u s t é  à pF, 4,6 

PRECIPITE P8 

FILTRAT Sg, a j u s t é  à pH 3 , 6  

SOLUTION S 
9 

Schéma de fractionnenient du lactosérum s e l o n  

l e  procédé de  MONTREUIL e t  al.  (385) 



pur i f i és  s u r  Amberlite ;CE - 64. Plus récemment, DESCAMPS ( 62) a 

amélioré l e  procédé en supprimant l ' é t a p e  de l a  chromatographie su r  

Amberlite XE - 64 e t  en l a  remplaçant par deux pur i f icat ions  successives,  

l 'une sur colonne de Sephadex G 150, e t  l ' a u t r e  sur C M -Sephadex C 50 

ou D E A E - Sephadex A 50. 

Z 0  .- Propriétés physico-chimiques des Ig A colos t r a l e s  humsines. Nous 

avons résumé l e s  propr ié tés  physico-chimiques des I g  A dans l e s  

tableaux V (p. 23)  e t  VI(P.  24). Les r é s u l t a t s  obtenus au labora to i re  

par DESCÀMPS ( 6 2 )  divergent quelque peu en ce qui concerne l e  taux 

des acides s ia l iques  : 2 , l  '$ au  l i e u  de 0,65 %. En outre,  DESCAKES 

carac té r i se  deux types d'osamines : 4 % de glucosamine e t  0,8 % de 

galactosamine . 
3 O . -  Structure .  Mise à par t  l 'hypothèse, part iel lement v é r i f i é e ,  de 

l ' exis tence d'un éd i f i c e  moléculaire s t ab l e  ( l i a i sons  covalentes) 

composé de deux molécules d t I g  A ,  de l a  pi.Sce de sécrét ion e t  de l a  

chaîne J ,  l e s  études de s t ruc ture  son t  encore peu nombreuses. 

On peut c i t e r  l e s  travaux de Dh3CAKE5, AONSIGNY, e t  MONTREUIL 

( 63). Ces auteurs ont  démontré l ' ex i s tence  de deux types de l i a i s o n  

entre l a  protéine e t  l e s  groupements glucidiques r 8 de ces derniers ,  

d'une m s s e  moléculaire moyenne de 1800 sont conjugués à la f r ac t i on  

protéique par des l i a i sons  O - galactosaminidiques , 4 à l a  sé r ine  

e t  4 à la thréonine. 12 au t res  d'une masse moléculaire moyenne de 

3000 sont unis à la  protéine par des l i a i sons  a l ca l i - s t ab l e s ,  du type 

"N-(P - a s p r t p l )  - glucosaminylamine . 
LES ANTICORPS DU LAIT ET 1IU COLOSTRUM DE VACHE. 

Contrairement aux immunoglobulines humaines, l e s  ant icorps  

du l a i t  e t  du colostrum de Vache son t  essentiellement des Ig G. 

Néanmoins, NACH, PAHUD e t  lSLIKER (161 ) ont ca rac té r i sé  dans l e  

colostrum de Vache une I g  A avec une pièce de sécrét ion,  mis il 

semble actuellement d i f f i c i l e  d'accorder un r ô l e  important à c e t t e  I g  A 

comprativement à c e l l e s  qui ex i s ten t  en proportions Clevées dans l e  

l a i t  de Femme. Les auteurs ont i s o l é  c e t t e  Ig A par chromatographie s u r  

DEAE - ce l lu lose .  e t  s u r  Sephadex (2-200, mais nt ont pu obtenir  une 

f rac t ion  bien homogène e t  si,gnalent l 'existence d 'Ig G polymérisées 

dans l e u r  préparation d t I g  A .  Ils ont,  néanmoins, i d e n t i f i é  une spéci-  



T A B L E A U  V. 

Proprié tés physico-chimiques des Immunoglobulines A du 

colostrum et du lait humains. 

....................................................................................... 

i . : : Pièce de sécrétion : Pièce J. ) 
Proprié tés I Ig A t ---------------------:--------,-- ) 

(4 (b) : (4 (4 : 
(--------------------------------------- :----------:--------- : -----------:----------- 

: ( I : : : 
) 

: t 
( Coefficient de sédimentation : 

: 
) 

( Sazo V.X 10 '3 ' 4,2 : 1194 * 5 2 " 
( t : 
( Masse moléculaire '385.000(*): 58.000 75.500 : : 26.000 
( : 
( Volume spécifique partiel r 0,723 : 0,726t - ) 

0,730 : 
: : t 

( Glucides totaux (p.100) - 915 , - 
8 .  

) 
( : : : 7'6 ) 
( Hexoses t b , 2 :  - . - t - 

: ( - t - Galactose - : I J t12 : 1,67 ) 
( : : 

- Mannose .. 1 
( t - : 3995 2,27 1 

: 
( hicose : : 01'73 : : - : 0,38 2126 

1 
( 
( Hexosamines : 4 , l  : - : 4'36 : 

) 
1193 ) 

: : : 
( Acides sialiques : o,b5 , : 1,42 ) - 199 

1 
( . . : ( : . 
------------------------------i-----------~---------------------------------- 

(a) , TOMnSI et BIENEXSTOCK (274) 

(b) - KOBAYASRI (132) 

( O )  - FBSTECKY et al. ( 1  75) ; NIEDERNIER et al. (207) 

* - pour deux moléculos d'Ig A et une molécule do P.S. 



T A B L E A U  VI. 

Composition en amino-acides des Ig A du l a i t  humain 

(en rés idus  pour 1000) /dlaprès MESTECKY - e t  al. (1 77)/. 

T ..................................................................................... : t : 
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f i c i t é  immunologique d i f fé ren te  de c e l l e s  des Ig G. Ces r é s u l t a t s  

sont en accord avec l e  taux de glucides qui e s t  de 5 à 6 $ tandis  

que celui -c i  ne représente que 1 ,2  à 1,3 $ des Ig G selon MACH, 

PAHUD e t  ISLIKZR (161 ) e t  PACH (160). Depuis ces travaux, PORTER e t  

NOAKES (229) ont amélioré l e s  techniques de fractionnement e t  ont  

i so l é  des Ig A du l a i t ,  de l a  s a l i ve  e t  des sécrét ions  i n t e s t i na l e s .  

Dans ces dernières ,  l e s  Ig A représentent  la f r ac t i on  majeure des 

immunoglobulines. Quant aux Ig H, e l l e s s o n t  présentes dans l e  l a i t  

mais leur  taux e s t  i n f é r i eu r  à ce lu i  des I g  A.  

1 ° . -  -ration des immuno~lobulines. Les premières t en ta t ives  

d'isolement d'une globuline dont l a  présence dans l e  l a i t  a v a i t  é t é  

préssentie par wlAIiSTEW (104), fu ren t  f a i t e s  en 1085 par SEBELIEN (244) 

par p réc ip i ta t ion  par l e  s u l f a t e  de rna,gnésium. El les  fu ren t  r ep r i s e s ,  

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

au s u l f a t e  d'ammonium. CROWTHER e t  HAISTRIC ( 5 8 ) ,  en 1916, appliquè- 

r en t  l e  procédé au s u l f a t e  de mgnésium pour préparer l e s  globulines 

du l a i t  q u ' i l s  f ract ionnèrent  ensui te  en euglobulines insolubles dans 

l 'eau pure à l eur  point  i soélcct r ique e t  en pseudoglobulines solubles 

dans l ' eau  à l eu r  point  i soélect r ique,  m&me en l 'absence de s e l s .  

SMITH (247), en 1946$ démontra l thétérogénéi t6  des prépara- 

t ions  obtenues par l e s  fractionnements au s u l f a t e  de magnésium e t  

déc r iv i t  deux procédés de préparation des globulines immunes du 

colostrun e t  du l a i t  par relargage au s u l f a t e  d'ammonium. Depuis, 

diverses méthodes ont é t é  proposées par  diff-5rents auteurs. E l les  

fournissent  des préparations généralement hétérogènes e t  on conçoit 

aisément que nos connaissances sur l e s  propr ié tcs  physico-chimiques 

des globulines du l a i t  e t  du colostrum so ien t  encore t r è s  fragmentaires. 

a )  - Procédés de SMITH. Les modes opératoires sont d i f f é r en t s  

suivant  q u ' i l s  concernent l e  coloçtruo! ou l e  la i t .  

- Préparation des globulines immunes du colostrum de Vache. 

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



de Vache selon ce procédé de SKITH (247) e s t  schématisé 

dans l a  f ig .6  (i.27). L'analyse électrophorétique montre 

que la f rac t ion  C renfierme 85 $ de globulines immunes e t  

que, seule ,  l a  f r ac t i on  B e s t  const i tuée  de globulines immunes 

pures. Par d ia lyse ,  e l l e  f ou rn i t  des euglobulines e t  des pseu- 

doglobulines dans un rapport  pseudoglobulines / euglobulines 

de 0,75* 

- Préparation des globulines inmiunes du l a i t  do Vache (~i - f l l ' t i )  

(248). Le procédé de fractionnercent des globulines immunes du 

la i t  de Vache déc r i t  par SMI'L'H e s t  i l l u s t r é  par l e  schéma de 

la  f i g .7  (p.28 ) dans l aque l le  nous avons précisé  l a  composition 

en globulines immunes des diverses f rac t ions  déterininée par 

électrophorèse. On v o i t  que l a  f r ac t i on  E e s t  hétérogène mais 

qu 'e l l e  f ou rn i t ,  par d ia lyse ,  des euglobulines e t  des pseudo- 

globulines électrophotétiquement homogènes. Toutefois, l ' u l t r a -  

centr i fugat ion révèle une ce r ta ine  hét6rogénéité due principale-  

ment à la prdsence de composés " lourds '~  2 0  S. 

b) - Pr0céd.é de MONTRYJIL e t  al.- ~4ONTRE3JIL e t  a l .on t  f ract ionné l e s  

protéides du colostrum décaséiné selon l e  protocole expérimental 

d é c r i t  plus haut (vo i r  p.23 ). Les auteurs ont observé que 

cer ta ins  l a i t s  colostraux fournissaient  des p réc ip i tés  Y 1 (15 à 

20 g p.1 de colostrum) ne renfermant que des I g  G, Dans d 'autres  

cas,  ce l l es -c i  sont accompagnees dlIg M que l ' on  met aisément 

en évidence par l ' ana lyse  imunoélec~rophorét ique e t  que l ' o n  

élimine par chromtographie sur DEAE - ce l lu lose  u t i l i s é e  en 

analyse "frontale".  Les p réc ip i tés  P 3 ( 1  1,5 g p.1 de colostrum) 

sont const i tués  d f I g  G e t  d t I g  M, l e s  p réc ip i tés  P 4 ( ? , 5  à 5 g 

p a l  de colostrum), d l l g  G e t  parfois  d l I g  A .  Dans l e s  deux cas,  

l e s  globulines immunes sont  sou i l l ées  de lactalbumine, de lacto-  

globuline e t  de sérum albumine. La chromatographie sur  DEA3 - 
ce l lu lose  permet d 'obtenir  des f rac t ions  pures dtimmuno-globulines. 

c) - Procédé de fractionnement éthanolique du l a i t  de B A I N  e t  DEUTSCH, 

(1 1 1. B A I N  e t  UhTTSCH ont t en té  d 'appliquer au l a i t  la méthode 

de f ract ionnemnt  éthanolique des protéides du sang déc r i t e  psr  

COHN e t  a l .  ( 5 5  ). Les auteurs ont  i s o l é ,  de c e t t e  manière, plusieurs 



2 l .de  colostrum c o l l e c t é  1 h. aprhs l e  vélage son t  
écrémés pa r  cen t r i fuga t ion  e t  décaséinés. 

F r a c t i o n  A ,  : Lactosérum a  j u s t é  à pH 5 
e t  p r é c i p i t é  pa r  l e  s u l f a t e  
d'ammonium à jO $ de ' 

sa tu ra t ion .  

F r a c t i o n  B.: 

"Lac toglobulines imnmes. " 
Solut ion  p r é c i p i t é e  par l e  
s u l f a t e  d'ammonium à 50 $ 
de s a t u r a t i o n .  

F r a c t i o n  C. t 

"Lac t oglobulines imune S. " 
-------------------I_U_ 

Solut ion  p r é c i p i t é e  par l e  
s u l f a t e  d'ammonium à 90 $ 
de s a t u r a t i o n .  

F r a c t i o n  D, r 

"Albumine" -------- 
Solu t ion  él iminée.  

Figure 6 .  

Schéma de fractionnement des g lobul ines  

immunes du c o l o s t r m  de Vache. (clsaprès SMITB) (247) 



L a i t  écrémé e t  décaséiné a j u s t é  à pH 6,5 
P z e c i p i t a t i o n  par  l e  s u l f a t e  d'ammonium à 
50 $ de  s a t u r a t i o n .  

Solut ion - sa tu rée  en 
s u l f a t e  d  lammonium 

~ r a c t i o n  A 

Dissoute dans l1 eau d i s t i l l é e  - (concentrat ion e n  p ro té ines  : 
E ' r a c t i o a  s o l u t i o n  él iminée 3 $ e t  p r é c i p i t é e  par  l e  s u l f a t a  

(3 U/o de globul ines  d'ammonium à 25 76.) 
imnunes) . 

I 
F r a c t i o n  C So lu t ion  p r é c i p i t é e  p s r  l e  s u l f a t e  

(21 5 de globul ines  d'ammonium à 40 5 de s a t u r a t i o n .  
i m u n e  s  ) . 

I 

S o l u t i o n  él iminée F r a c t i o n  D. 

Dissoute dans l ' e a u  glacée & pH 4 , 5  
fi1trS.c ci; p r é c i p i t é e  p a r  l e  s u l f a t e  
dlamonium à jO % de s a t u r a t i o n .  

I. 
F r a c t i o n  E 1 

Solu t ion  p r é c i p i t é e  à p H 4,6 p a r  
d i a l y s é e  l e  s u l f a t e  dlemoniuai à 40 $ de 

Zuglobul incs  P s e i l d o g l o b u l ~ ~  

(30 $ de (100 0/o de globul ines  
globul ines  immunes) 

imunes  ) 

4 
F r a c t i o n  P 

+ 
Solu t ion  él iminée 

dialysde 

I 
.7 -a ~ s e u d o < l o b u l i n e s  

(100 $ de (100 $ de globul ines  
globul ines  immunes) 

immunes) 

Figure 7. LILLE 
Schém de fractionnerccnt des globul ines  immunes -. 
du l a i t  de Vache. ( se lon  SMITH) (248) 



f rac t ions  globuliniques parmi lesquel les  s e  t rouva i t  une f r ac t i on  

de globulines immunes homogène à l lé lect rophorèse  à p H 8, 6 ,  mais 

hétérogène en p H neutre ou acide. 

d) - Procédé au r ivanol  de KENYON, ANDdRSON e t  JEXNESS.(127 ). 

HOREJSI e t  SM3TANA ( If  6) ont déc r i t ,  en 1956, un procédé d ' isole-  

ment des globulines immunes du sérum fondé sur l a  proprié t é  que 

possède l e  r ivanol  de p r éc ip i t e r  l a  t o t a l i t é  des protéides 

sériques sauf l e s  globulines immunes ( e t  l a  t rans fe r r ine)  que 

l 'on  i so l e  de la so lu t ion  surnageante par un fractionnement 

éthanolique. Sur l e  même principe,  KENYON e t  a1.(127) ont m i s  au 

point un procddé de préparation des globulines immunes du colostrum 

e t  du p e t i t  l a i t  de Vache. Le mode opératoire e s t  l e  suivant t à 

un volume de colostrum ou de l a i t ,  dél ip idé  e t  décaséiné , on 

a jou te  3,5 volumes d'une so lu t ion  aqueuse de r ivanol  à 0,4 $ (p/v ) 
e t  on a j u s t e  l e  p H à 8,5. Le préc ip i té  e s t  éliminé par centr i fu-  

gat ion ou par f i l t r a t i o n .  Le l iquide surnageant e s t  débarrassé du 

r ivanol  par absorption sur  charbon act ivé .  L'analyse électrophoré- 

t ique des solut ions  protéiques montre que l ' on  peut obtenir  à 

p a r t i r  du l a i t ,  des préparations renfermant 89 % de globulines 

immunes homogènes en électrophorèse l i b r e  (mobil i té  é lec  trophoré- 
2 -1 -1 t ique r - 1,8 à 2 ,2  cm V sec  à p fi 8,6 force  ionique 0,1) 

mais hétérogènes en électrophorèse de zone e t  immunoélectrophorèse. 

En e f f e t ,  e l l e s  sont accompagnées de lactalbunine,  de sérum albumine 

e t  de l ac to t rans fe r r ine  (ANTONY) ( 4 ). En outre ,  l e  charbon absorbe 

des quanti tés élevées de globulines immunes e t  l e s  rendeaents sont  

fa ib les .  Toutefois, 1' élimination du r ivanol  par l e  chlorure de 

sodium ou par l e  Sephadex e t  l a  chromatographie sur  DEAE - ce l lu lose  

améliorent notablement l e s  performances de l a  méthode au rivanol.  

e) - Procédés électrophorétiques e t  ~hromato~graphiques. La séparation 

desprotéides du l a i t  dél ip idé ,  décaséiné e t  d ia lys6 a é t é  

r éa l i s ée  par HILPERT e t  al. ( 113) par électrophorèse continue s u r  

pspier  ( ~ p p a r e i l  Spinco ; tampon véronal de p H 8,6 e t  de force 



ionique 0,02 ; p p i e r  f i l t r e  cartonné SCHLZICHER e t  SCHüLL 2668 ; 

1000 V e t  75 m A ; 100 mg de protéide,/ ml). Les auteurs ont 

obtenus 5 f r ac t i ons  dont l 'une e s t  r i che  en globulines immunes que 

l a  dialyse a séparées en e u  - e t  en pseudo-globulines mais 

ont l imi té  l eu r s  recherches à l a  lactalbumine e t  aux lactoglobulines.  

Ltélectrophorès préparative s u r  a cé t a t e  de ce l lu lose  a é t é  

appliquée au fractionnement des protéides du lactosérum par MHASRE 

e t  a1.(178) (tampon véronal de p K 8,6 e t  de force ionique 0,05 t 

200 V, 15 m.) L'auteur obt ient  cinq f rac t ions  qu ' i l  é lue  par un 

melange d 'é thanol  e t  de chloroforme e t  q u l i l  étudie,  ensui te ,  par 

électrophorèse l i b r e .  Les f rac t ions  A ,  B e t  C sont hétérogènes, 

mais sont enr ichies ,  respectivement, en sérum albumine, (3 - lacroglo- 

bulines e t  4 - lactalbumine. Les f r ac t i ons  D (pseudoglobi2Line) e t  

E ( e ~ ~ 1 o b u l i n e ) ~ r a i s s e n t  homogènes. L'auteur ne précise pas l e s  

rendements q u ' i l  a obtenus e t  n'a pas effectué  de recherches physico- 

chimiques sur l e s  protéides i so lés .  

f ) Procédé de BUTLER, CHmLOTTS e t  PlAXWhXL (36 ) - Les auteurs 

i i t i l i s e n t  quatre procédés généraux bien connus r préc ip i ta t ion  

par l e s  s e l s ,  électrophorèse, tamisage moléculaire e t  chromatographie 

sur échangeurs d ' ions  - l e s  f igures  8, 9 e t  10 (p .31 ,  32 et 33) 
précisent  l e s  d i f fé ren tes  étapes de ce mode opératoire. 

2 O . -  Fractionnement des IR G. - L'isolement des I g  G du lait e t  du 

colostrum de Vache e s t  assez a i sé .  Toutefois, ces Ig G possèdent une 

t r è s  grande hétérogénéité interne.  Les premières méthodes de préparation 

des Ig  G du l a i t  e t  du colostrum de Vache u t i l i s e n t  l e  relargage 

par  des ss ls  neutres (SMITH) (247 e t  248). Par c e t t e  méthode, on ne 

pouvait mettre en évidence l 'hétérogénéité des Ig G. Celle-ci f u t  

démontré par l a  chromatogmphie sur échangeurs d'ions e t  par 

l té lect rophorèse  qui ont  permis de séparer  d i f f é r en t s  types d l I g  G. 

Ces I g  G s e  subdivisent  en deux grandes famil les  r l e s  I g  G "lentes" 

(1g G 2 )  e t  l e s  I g  C: '*rapides8' (1g G 1) (CAROLL (44 ) , NURPHY, AALUND, 

OSEBOLD e t  CAROLL (200) ; ( ~ i g  1 S , p. j4 ) . En 1 965, AN'ilOEJY ( 4 ) 



Le lactosérum e s t  d ia lysé  contre  de l ' eau  d i s t i l l é e  pendant j jours à 4OC puis centr i fugé.  

Voir l a  p r é s r a t i o n  des IgN (F'ig. 10,p.jj ) 

Le surnageant e s t  amené à 33 u/o en sa tura t ion  de SO (N H ) à 22OC e t  centrifugé. 
4 4 2 

Voir la préparation de l a  P . S . ( F ~ ~ .  9 ,p.j2) 

Le p réc ip i t é  e s t  dialysé contre  un tampon à pH 8,6 (l'ris 0,IM 8 NaCl 0,9 14 ; 

Ha N 0,02 + E.D.T.A. 0,003 M) puis chronatographié sur une colonne de Sephadex 
3 

G 200 s t a b i l i s a d a n s  l e  tampon précédent. 

Frac t ion  4 

Chromatographie s u r  une colonne de D E A E- Ajouter 1 volume d ' m e  so lu t ion  de NaCl 

Sephadex s t a b i l i s é  dans un tampon à EJH 8,3 0,195 :Ci - Ka B r  7,6 M puis centrifuger. 

( l ' r is  0,1 M ; NaCl 0,05 M ) .  L1é lu t ion  e s t  

r é a l i s é e  par un gradient  de NaCl (concen- Les 

t r a t i o n  f i n a l e  0,22 pi). du tube sont  dialy-  du tube e s t  

s é s  contre  l e  tam- éliminé. 

pon À pH 8,6. 

Chromatographie sur une CO lonne de 

Sephadex C 200 (avec ou sans guanidine). 

Figure 8. 

Préparation des Ig  C; e t  Ig A du l a i t  de Vache. 

/ d'après BUTLER et. ( 36 ) ./ 



Le lac toserun  e s t  dialysé contre de l 'eau d i s t i l l é e  pendant 3 jours à 44:puis c e n t r i f i g é  

Voir l a  préparation des Ig  M 
F i e*  10 ,P*33 1 

Le surnageant e s t  amené à 33 $ en sa tura t ion  de SO (NH ), h 22'C e t  centr i fugé.  4 4 2  

Voir l a  préparation des Ig G e t  Ig A 
( ~ i g . 8  tP.33 ) 

Le surnageant e s t  amené à 50 7; en sa tura t ion  de SO (NH ) à 22OC e t  centr i fugé.  
4 4 2  

Surnagearii éliminé 

Le p réc ip i t é  e s t  chromatographié sur  une colonne de I) E A E -Sephadex A 50 

1 
La f r a c t i o n  contenant l a  pièce de sécrét ion (P.S.) e s t  r e c u e i l l i e  e t  chromatographiée 

su r  une colonne de Sephadex G 200 pour él iminer  l e s  Ig G e t  au t res  contaminants de 

naasse moléculaire f a ib l e .  

Figure 9. 
Prdparation de l a  pièce de sécré t ion  (P.S.) du l a i t  

de Vache. / diaprés BUTLER e t  a l .  ( 36 )/ 



Le lactoserum est dialysé contre de lteau distillée 

pendant 3 jours à 4* C puis centrifugé 

Surnage an t . Voir la préparation des Ig G, 

Ig A et P,S (pig. 8 ,p. 31 et 

Fig 9 9P.32 

ûn le solubilise dans un tampon à pH 8,3  r ris 0,l M + NaCl O , ? 5  M) 

auquel on ajoute un volume dtune solution de NaCl 0,195 M - NaBr 7,6 M. 
On centrifuge l'ensemble dans un tube. 

La fraction supérieure est éliminée 

(la moitié du tube) 

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

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

Electrophorèse sur Pevikon 

Figure 10. 

Préparation des Ig M du lait de Vache 

/draprès BUTLIER et al. ( 36 )/ 



- 
gl's 

LILLE 
Courbes d'élution des fractionnements sur D E A E - 0 

Sephadex A - 5 0  du lactoserum de la sécrétion sèche ", du 
colostrum et du sérum de Vache ( ~ ~ u R P H Y  et al.) (200)  - 



observait  que l e  colostrum ne contenait  qu'un seu l  type d l I g  G r 

l a  f r ac t i on  des Ig I: du sérum d i t e  "rapide". Par immunoélectropho- 

rèse ,  c e t  auteur  démontra l a  parenté é t r o i t e  qui e x i s t a i t  ent re  

l e s  I g  G "rapides" du sérum e t  l e s  I g  G du colostrum de Vache. 

KICKB~FEN, HAI3IER e t  SCHEEL (128)  ont i s o l é  du sérum de 

Vache t r o i s  types d t I g  G qu ' i l s  nommèren t~ l ,  1( 2 e t  8 G S ,  tandis 

qu ' i l s  ne  mettaient en évidence dans l e  colostrum que l e s  Y Gs 
qui  correspondent aux l g  G "rapides". En outre,  l e s  auteurs ont 

i n t rodu i t  une d i s t i nc t i on  entre  l e s  j lGS du sérum e t  l e s  il Gs 
du colostrum, ces dernières é t an t  plus r iches  en résidus de cystéine. 

Les I g  G appelées 1( 1 e t  11 2 représentent  deux sous-groupes des 

~g G " lentes". 

BUTLER e t  a l  (36 ) a r r i ven t  à la meme conclusion, à savoi r  

que la majeure pa r t i e  des I g  O sont  du type I g  O,. 

3*- Proprié tés  physico-chimiques des ImmunogloSulines. 

Les propriétés physico-chimiques des globulines immunes 

du colostrum e t  du l a i t  de Vache sont rapportées dane l e s  tableaux V I 1  

(~1.36 ) , V I 1 1  (p.37 ) , e t  IX (p.38 ) respectivement pour l e s  I g  6, 

l e s  I g  A ( e t  la P.S.) e t  l e s  Ig M. La  composition en acides aminés 

des IgG e s t  précisée dans l e  tableau X (p. 39 ) . 
4 O  - Structure . 

L'étude de l a  s t r uc tu r e  des I g  C du l a i t  e t  du colostrum 

de Vache s e  l imi te  actuellement aux séquences peptidiques voisines 

de l a  l i a i s o n  protéine-glycanne e t  à la nature de c e t t e  l ia ison.  

NOLAN e t  SMITH (209 ) ont déterminé l a  séquence peptidique N-terminale 

au voisinage du point d9attache.  Au laboratoi re ,  dès 1965, nous avons, 

d'une pirt, démontré 1)exis tence d'une l i a i son  en t re  l a  fonction 

d d u c t r i c e  de l a  N-acétyl-glucosamine e t  l a  fonction amide de 

lt asparagine e t ,  d ' au t re  par t ,  é t a b l i  l a  sequence t r ipept idique 

C-terminale au voisinage de ce point d ta t t ache . (c i t é  par ~.LOWSIG~?') (18t)  



T A B L E A U  V11. 

PropriBtQn physico-chfmiquee d e i  IgC1 

du coloetrun de Vache. 

----------------------------------------------------------------_-____---~-----------------------~~~--~~~~~-~~----~~~~~~---~---~---~~~-~~~-~~-~ 
l 1 1 

PropriB tBn ' K1cwOFu<r?- ; uiTn (4  ) ; (247) : 
b t  sum (209) s ( 5  UJwSxI  Ui( (56) 

1 1 l 
l 

1 1 ....................... I-------------------I------------r---- l - - - - - - - - - i i - i r - i i r r - - - - - - - - U - - - - U I - - - - - - - - - - - - - - i - - - , -  

I 1 

1 1 
1 

l 

I 
l 

t 
I 

1 

1 
#sese mol éculai^ I 159 500 (a )  1132 600 f 5 500(a), 160 000 (a) 1 - I - I 153 000 (a) : 166 800 (a )  1123 O00 f 8 000(b)i 190 000 (a )  ;, I 

1 

1 

1 
Coef f ic ien t  d e  sddimentation 8 b e?1 : 6.5 f : ' 0 e 2  : 7 I I - t 

l 
- 6 ~ 5 5  

S020. . l o l j  
l l 1 t 

6,bO 
1 1 

t 
1 

1 1 l 

Volume spéc i f ique  p a r t i e l  I 0,735 2 0,OOJ I 0.75.(A 2 0 ' ~ )  I - I I 
1 - 

I (A 25.C) I I 
1 

1 
1 

- 
1 

Coef f ic ien t  de d i f f w i o n  : 8 l 
1 1 

JI82 
l 1 I 

U * ~ O  r 107 1 

l - 1 - 
I 

1 9 

1 
9 

1 3.94 
I 1 

1 

l 
1 t l 

f / f o  I 1s54 l - 1 - l 1 
1 

I 1 
l - 

I 
- 

1 1 *53 
Coef f ic ien t  d ' ex t inc t ion  : : I I 

1 p.100 
t I 

cm 
I 

1 l 
l 

1 

1 
1 

l . . l 

1 I 
1 

1 
1 

' 1 .  
Tampon phosphate ( Ar278 m p): 13.68 f 0.08 - I - I - I - - 8  

1 
- 

0.1 HCl ( X t z 7 a  m P)I  13.7 2 0.06 I - I 

l 
- 1 - 8 

1 
- 1 

1 
- 

14.77 0.1 NoOX [ f ' 290n" i j :  14.75 I - 1 - 1 - - I - 
0283 r p , 1 

l 
- 1 - l l 

I 1 - I - 1 

1 
- 

Glucides p.100 
I 
1 

1 

1 
l I t 

1 1 
1 

Hexoses 1 1 , l j  f 0.04 1 1,bO b : : I 

1 
0.93 : 2.65 2 O,? { Fucose : 0,2U f 0.03 2.40 I 

I 1,7Y 

l O*lB f: 0.01 1 
1 

Os m i n e s  8 1.5) 2 0,04 8 0.90 A l + l Y  - I 
1950 : 1.48 f 0.09 : 

Acidefl a i a l i p u e s  : 0.28 2 0.05 : 0.65 A 1 . ~ 5  , a 
1r0y - 

I 0.30 I - 1 

I I 0,47 
Glucides,  en mole pi E O ~  : 1 

1 l l 

8 1 
1 

d'Ig C I 
1 1 

l 

t 
I I 1 

1 

Cxlactose : 10.2 6 I 
1 
8 

* I 6 8 

l I 
- 1 - 

gannorre I I 6 I 3 1 

I 
- 1 

I l 
l - 

1 
- 

Yucosa l 2 2 t - 1 
I 2 l 

I I 
- 1 - 

I 11,4(0) 8 8 ( 4  : - I 15 I - I - 
1 l 

Acides a i a l i q u e s  l 1.5 ; 4 (0) 1 
- 1 1.5 I 

: 1 

1 
-------UII----- 

1 
r l - aod ty l  g l u c o a a d n i  exolueiv*ment - Acides Y-glyooiyl *t l-nc6tylneur.- 

a inipur .  

1 
fplactosaaino Gano l e  nrpport  2511. I 

1 



T A B L E A U VIII. 

Pmpr ié tés  physico-chimiques des Ig A e t  de l a  P.S. 

du colostrum de Vache. 

----,------------------------------------------"------------------------------------- 

t t 
Ig A t Pièce de secrétion 

) 
t ............................. ..................... 

: 
1 

t 

Proprié t é s  
PORTER e t  

2 
) 

( :BUTLER ( 35) 8 NOAmS (229) : BuTLm ( 35)  1 
: 1 

) 
( . 

: . 
a 

1 .  
( : 385 !: l5 (a ) :  
( Piasse moléculaire r l ~ - ~  - a6 2 1 (a) ) 

\ 
: 

( 
t : 75 ( x ) ( b )  e t  

( 
: 440 (b) : 
t 1 69 (=)(b) 

i 
t 

t t 
) 

( : 
: t 

) 

( Coeff ic ient  de sédimentation , : t 
1 

( 13 
sa2') w x 10  : 10,y l t , 2  t 

) 
( t 4 

t I 
1 

I : 
t : 

) 

- t 
Glucides (p. 100) - z - ) 

t : 
: 

1 
( . 

t 
I t 

1 
( : - z 

) 
( -Oses neutres 2 5,5 t 5 

: 
1 . ( . 1 

( : 
-0samines : - - 1 

( : 3,1 1 
( t t 

: 
1 

(--------------------------------------------------------------- " ------------------- ) 

(a)- par équ i l i b r e  de sédimentation. 

(b )- par tamisage moléculaire. 

(x) - en absence de guanidine. 

(xx)- en présence de guanidine. 



T A B L E A U  IX. 

Propriétés physico-chimiques des Ig M du 

colostrum de Vache. 

( 
( 
( 

Pxoprié tés 

: : : : I 

: MUKKUR e t  , - : BUTLER (34 ) : MTMAR et MI- ) 

xFROESE (796 ) : &. (161 ) : 1 t KOLLJCIK (138)) 
( ----------------------------:-------------:-------------:-------------:-------------- 
( . : j 

-3 : 1030 t - t 900 
: 

( Masse moléculaire x 10 
( : : : 1 

900 

: 

1 
: ) 

( Coefficient de sédiments- . 
( : : ) 
( tion S020w x 10  13 19,7 t f9 ,2 - t 

1 : 18,2 - 19,8 

( : : : 
( : : : ) . 
( Volume spécifique partiel : 0,'(26 : - t - - ) 

: : : : 
) 

I! t : : t 
) 

( Glucides (p.100) - : - t - : - ) 

( : : 
. 

: 
1 
'I 

( - Hexoses 
( 
( 
( 

- Manaose 
( 
( 

- Galactose 



T A B L E A U  X. 

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

(en g de rés idus  pour 100 g de protéine sèche). 

: 1 t I 

: BNTOPTY ( 4 ) : K I C K H ~ E N  e t  a l .  (128) r LISOWSKI e t  al. ' [ doides amines 
1 : (156) I 

: ( Acide aspart ique 9,65 : 7971; 7988: 7,951 7999 , 7 $5  : 
( : : 

i 

( Acide glutamique 13955 : 9,642 9,85: 10p08: 10,15 : 9 2 2  . 1 : 
1 

( Arginine 3,49 
1 4,421 4940: : 4974: 4931 , 4,96 1 $ Hist idine  t 2 $41 1 1,80: 1,85: 1,841 1,86 : 1,43 1 

\ : : ( Lysine 
: 7927 t 5992: 6,09j  5990; 6,qO f 6 $74 j 

( Alanine 
( 

. 3 940 : 3,21: 3,36: 3139: 3941 : 3,76 1 
1 : ( Cystéine 2 ,Y6 : 3901: 3918; 3918: .. 1 4935 : ) 

t 1 
( Glycocolle 
( 

t 3 947 1 4 ~ 0 9 :  3978: 3,772 3,82 : 3 964 ) 
1 

3,30 
1 

( Isoleucine : 2943: 2,461 2.41: 2932 : 5,12 1 
( Leucine 
( 

: 7935 : 6,54: 6,76: 6,78: 6,61 : 7,11 ) 
: : ( Méthionine - : 2 0,761 0977; 0,76: : 0979 f 0,85 

1 
( Phénylalanine : 3 998 1 3934: 3934: 3,34: 3934 : 

1 
( 3,94 
( Prol ine  

r 
7990 

: 
: : 7 ~ 1 2 '  7,311 : 7,051 7126 : 7,43 j 

(  érine t 9955 :10,981 10,37r 11,131 10,98 : 10,8 
1 

( : t : 
) 

( Y'hréonine 
t 7980 : 8 , 8 O :  8,99: 9926; 9,28 : 9973 

1 
( Trytophane : 3917 : j,08' 3,Og: 3,15: 3,07 : - 
( 1 1 1 

) 
( Tyrosine : 4920 t 5152' : 5939: 5,451 5931 : 6 913 

) 

( val ine  t3 ,O2 1 8,08: 8,22: 8,21: 7,70 : 
) 

( 7179 
: : 1 1 1 : 

) 

(-----------------------:------------------:-----*------:------*-------:------------------- ) 
: ( N - terminaux 

( 
Asp. Glu - 

t . j . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ) 



Depuis, nous avons, en combinant l 'hydrolyse trypsique e t  l 'hydrolyse 

chymotrypsique des I g  G "rapides" du colostrum de Vache obtenu des 

séquences plus longues encore. Ces r é s u l t a t s  seront exposés e t  

d i scu tés  dans nos travaux personnels. (p. 189) 

D - ORIGINE DES GLOBUIJINES PIMUMES DU LAIT ET DU COLOSTRIJN. 

Le problème de l ' o r i g i n e  des globulines immunes du l a i t  e t  

du colostrum n 'es t  pas encore é t a b l i  e t ,  à l 'heure ac tue l l e ,  chacune 

des t r o i s  hypothèses suivantes,  émises en 1954 par CANTARUTTI ( 43 ) , 
conserve toute sa valeur.  

a) - Transfert  dans l a  glande maromaire des globulines immunes 

sériques in tac  tes. 

b) - Transfer t  dans l a  glande mammaire de globulines sériques 

modifiées. 

c) - Synthèse par la glande mammaire de globulines immunes 

spécifiques.  - 

En outre ,  on ne peut exclure,  a p r io r i ,  l ' i n t e rven t ion  

simultanée de ces t r o i s  mécanismes. Sur l a  base des expérimentations 

biologiques, physiologiques, métaboliques e t  imunologiques, il e s t  

impossible de trancher l a  question t an t  l e s  arguuents invoqués en 

faveur de chacune de ces hypothèses sont démonstratifs e t  convaincants 

(vo i r ,  à ce s u j e t ,  l a  revue générale de CAMPBdLL e t  PETEIISEV) ( 40 ). 
Certaines expériences sont toutefois  en faveur d'une synthèse de 

globulines immunes dans la glande mammaire. 

Par exempJe, WORK e t  a l .  (285 ) ont montré que l a  rad ioac t iv i t é  

des immunoglobulines du l a i t  é t a i t  nettement supérieure à c e l l e  des 

immunoglobulines du sérum 6 heures après l ' i n j ec t i on  de 14 C-glycocolle 

à la Lapine e t  concluent à une synthèse des globulines immunes par l a  

glande manmaire. D'autre par t ,  l ' i n j e c t i o n  d'antigènes àans l e  p i s  de 

l a  Vache par l e  canal mammaire (voie dia thél ique,  se lon CAMPBELL e t  

PETERSEN) provoque 1' appar i t ion d 'ant icorps  sp6cif iques daas l e  l a i t  

e t  non dans le  sang (C~WSB~LL e t  a l . )  ( 42 ). Les auteurs  proposent 



même une hypothèse séduisante selon laque l le  l a  pénéBration des 

antigènes dans l e  p i s ,  au  cours de l a  t ê t ée ,  s e r a i t  provoquée par 

l a  s a l i v e  du Nouveau-né, 11 semble* enfin,  que l a  synthèse des 

ant icorps  e s t  r é a l i s é e  par l e s  plasmocytes dont l a  glande e s t  

extremement r i che  au début de la l ac t a t i on  e t  c e t t e  plasmocytose 

pour ra i t  parfaitement expliquer la richesse pa r t i cu l i è r e  des l a i t s  

colos traux en globulines immunes (CAMPBELL e t  a l . )  ( 41 ). 

Ces r é s u l t a t s  qui  ont é t é  acquis par l ' app l ica t ion  de 

méthodes imrnunologiques e t  immunophoré t iques  'ne peuvent , à eux 

s eu l s ,  résoudre l e  problème de l ' o r i g ine  des ant icorps  du lait. Certes, 

l e s  globulines immunes du l a i t  e t  du sang donnent l i e u  à des réactions 

d ' iden t i t é  en apparence par fa i t es ,  Y f i s  e l l e s  ne peuvent, en aucun 

cas ,  cons t i tue r  une démonstration de l ' i d e n t i t é  absolue des deux 

groupes de substances e t  permettre de conclure que l e s  globulines 

immunes proviennent du sang ou d'éléments vlmobilestl du sang, comme 

l e s  plasmocytes. Seule, une meilleure connaissance des propriétés 

physico-chimiques, de l a  composition e t  de l a  s t r uc tu r e  des 

globulines immunes préalablement i so lées  du sang e t  du l a i t ,  

associée  aux observations accumulées aepuis un s i è c l e  dans l e s  

d i f f é r en t s  domaines, permettra de résoudre l a  double énigme de l a  

nature  e t  de l ' o r ig ine  des globulines immunes des l a i t s .  

Actuellement, on admet que l e s  globulines immunes du 

c o l o s t ~  de Vache proviennent des plasmocytes sanguins e t  que 

l e u r  synthèse s 'effectue dans l a  glande mammaire qu i  présente, 

d ' a i l l eu r s ,  au début de l a  l a c t a t i on ,  une plasmocytose in tense  

(CAMPB~LL e t  a l . )  ( 41 ) . Ensuite,  une " f i l t r a t i o n n  sé lec t ive  e s t  

r é a l i s é e  par la glande mammaire : seules l e s  I g  G "rapides" passent 

dans l e  colostrum de Vache, accompagnées par de t r è s  f a ib l e s  

quant i tés  d t I g  G "lentes",  d t I g  M e t  d ' Ig  A [LWRM e t  a l . ) (  200).  

Hécemment, NOSSMAN e t  a l . (  195) ont montré que l e s  I g  G du sérum 
2 

ne sont pas t ransférées  dans l e  colostrum, En outre ,  LISWSKI e t  a l .  

( 156 ) ont m i s  en évidence quelques différences quant aux propriétés 



physico-chimiques en t re  l e s  I g  G, d'origine co los t ra le  e t  ce l l es  

d 'or igine  sérique. 

N e -  DESTINm DES INMUNOGLOBULINES DES LAITS. 

A - CHXZ VEAU (*) 

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

phénomène d'immunisation passive transmise par l a  mère aux 

Mammifères nouveaux-nés e s t  connue depuis longtemps puisque 

la première observation remonte à 1799, quand HUFELAND (120 ) 

remarqua que la descendance de vaches qui avaient  é t é  a t t e i n t e s  

du "small pox" é t a i t  r é f r ac t a i r e  à c e t t e  maladie, WFELAND, dès 

ce t t e  époque, suggéra que l e  l a i t  joua i t  un r ô l e  dans c e t t e  

protection immunitaire. BURCKHARDT ( 33 ) e t  RICHET ( c i tS  par 

BURCKHWT) obtinrent  des r é sn l t a t s  identiques en 1879 ; les 

auteurs inoculèrent  l e  "small pox" ovin à des brebis ,  6 semaines 

avant la f i n  de l a  ges ta t ion e t  observèrent que l e s  agneaux 

r é s i s t a i e n t  à c e t t e  naladie. Par l a  s u i t e ,  l e s  expériences 

s e  mul t ip l ièrent  e t  coafirnèrent  la transmission par l a  mère, 

8 s a  descendance, d'une rés is tance à diverses affect ions  t 

anthrax de la Brebis (CHAUVEAU, 1880) ( 49 ), de l a  Vache 

(ARLOING e h l ,  1882) ( 7 ) e t  du Cobaye (~1'1111~~~0,1890) ( 130) 

rage du Chien (HOEGY ES, 1889) (1 14 ) . Depuis, un nombre 

considérable de travaux ont é t é  effectués  q u ' i l  nous e s t  

impossible de rapporter  en t o t a l i t é  dans notre mémoire e t  

nous renvoyons l e  l ec teur  à l ' exce l len te  revue génér.de de 

CAMPBELL e t  PETERSEH ( 40 ). 

* - Des expérimentations ont  été e f f e c t ~ ~ i e s  chez le  Mouton / WCKEHZIE e t  
USCELLES (1 62 ) / e t  chez l e  Pora / LEECEL ( 124 ) ; PIERCE e t  LMITH (222 ) (2 23 ) ; 
WITTY, BROWN e t  SMITH (284 ) ./ El les  dénontrent l 'importance, corne dans l e  cas 
du Veau, de l 'absorpt ion des globulines imunes  (de type Ig  G )  présentes dans 
l e  l a i t  de Brebis e t  de Truie. 



L'immunisation du Plammifère nouveau-né par  l a  mère f u t  

d'abord considérée comme un phénomène hé réd i t a i r e ,  mais on sait  

actuellement que 1 f immunisation e s t  r é a l i s é e ,  s o i t  par l a  voie 

t ransplacenta i re ,  s o i t  par la voie buccale, - e t  dans ce cas,  

l e s  ant icorps  sont apportés par l e  l a i t  maternel -, s o i t  par 

l e s  deux voies successivement. 

L'immunisation passive du ~ ~ u v e i u - n é  par l e  l a i t  f u t  

mise en évidence, dès 1892, grâce aux travaux d'EHRLICH (72 ), 
puis de KLEMPMüCEl (131 ) qui immunisèrent des animaux nouveaux-nés 

vis-à-vis de cer ta ins  germes, en l eu r  administrant du l a i t  

d'animaux préalablement immunisés par l e s  méthodes classiques 

vis-à-vis de ces mêmesgermes. Le phénomène e s t  part iculièrement 

important e t  f a c i l e  à mettre en évidence lorsque l e  placenta es: 

totalement imperméable aux protéides sériques de la  mère. 

La première observation s u r  ce s u j e t  f u t  f a i t e  en 1912 

par FAMUI8NER ( 78 ) qui trouva q u ' i l  n ' ex i s t a i t  pas de traosmission 

placenta i re  chez l a  Chèvre. En e f f e t ,  l ' auteur  démontra, d'une pzr t ,  

l 'absence dthémolysines dans l e  sang d e  chevreaux issus  de mères 

particulièrement immunisées vis-à-vis des hématies de Nouton e t ,  

d!autre pa r t ,  l ' appar i t ion  de ces ant icorps  dès la  première inges- 

t ion de l a i t  ou ae sérum maternel. FAMüLfiZR suggéra même que l e s  

ant icorps  du l a i t  e t  du sang devaient ê t r e  identiques e t  que la 

glande mammaire s e r v a i t  devdépÔtrl à ces derniers.  

Les expériences l e s  plus convaincantes fu ren t  effectuées 

èt propos de l l i m u n i s a t i o n  du Veau. On s a i t ,  en e f f e t ,  que l e  

placenta de l a  Vache, comme c e l u i  de l a  Chèvre, du Porc e t  du 

Cheval consti tue avec ses  7 couches de t i s su s ,  une bar r iè re  

infranchissable aux anticorps /SCHNEIDER e t  SZATPLARY (341 ) ; 
BATNhB, JACKSON et GBUXHL ( 230g Il n ' e s t  donc p s  surprenant 

que, dans l e  s é r m  de Veau, la proporti.on de globulines i~inunes 

ne représente,  au jour du vélage, que de 1 à 2 ,5  bjo seulement 

des protéides totaux, tandis qu 'e l l e  a t t e i n t ,  dans l e  sérum de 



l lanimal adul te ,  14 à 34 $. Ces r é s u l t a t s  posent l e  problème 

de l ' o r i g ine  des globulines immunes dans l e  sérum de Veau. Cette 

énigme a é t é  résolue e t  l 'on s a i t ,  à présent, que l e s  premiers 

ant icorps  synthét isés  par l e  Veau, ne recevant pas de colostrum, 

n'apparaissent dans son sang qu'à la  gème semaine e t  n 'a t te ignent  

l eur  taux maximal qu'au bout de la 8ème semaine. Au contra i re ,  

l e s  ant icorps  sont présents dans l e  sérum de Veau moins de 24 h. 

après l ' absorpt ion de colostrum. Des études identiques effectuées 

sur  d i f fé ren tes  espèces ont montré que l ' importance de l'immunisa- 

t ion des animaux nouveaux-nés par voie buccale é t a i t  une fonction 

inverse de l a  perméabilité du placenta.   ablea au X I ,  p. 45 ) . 
L'origine co los t ra le  des anticorps sériques du Veau f u t  

ultérieurement confirmée par l e s  travaux de nombreux auteurs,HOWE 

( 118), l e  preinier, démontra, en l e  f ract ionnant  par des sels  

neutres ,  que l e  sérum du Veau nouveau-né, prélevé avant l l i n g e s  t ion 

de colostrum, é t a i t  dépourvu de l a  " f rac t ion  globulinique" préci- 

p i t ab l e  par l e  s u l f a t e  d'ammonium à 17,4 $. Cette f rac t ion  

apparaf t  dans l e  sérum de Veau dès l ' i nges t i on  de c o l o s t m  e t  

H W E  l ' appela  "pseudoglobuline 1." D'autre pa r t ,  HOWE ( 118) 

i d e n t i f i a  c e t t e  f rac t ion  aux "euglobulines" du colostrum que 

l 'on  s ava i t  e t r e ,  dès c e t t e  époque, l e  support de l'immunité. 

L'importance du colostrum dans l'immunisation des 

animaux nouveaux-nés f u t  confirmée par l e s  expériences d'immuni-- 

sa t ions  réa l i sées  par d i f fé ren t s  auteurs (vo i r ,  par ex. SMITH 

e t  LITTLE (251 , 252 , 257 ) ; LITTLd e t  ORCUYT (157) ; ORCUTT e t  

HOWE (213); HASSON e t  a l .  ( 166) e t  par des études électrophoré- 

t iques qui démontrèrent l ' appar i t ion  des ant icorps  üans l e  s é r m  

de Veaux nouveaux-nés alimentés avec du colostrum e t  permirent 

de su ivre  l eu r  évolution au cours de l ' a l la i tement .  Les r é su l t a t s  

obtenus par HAi\ISE;N e t  PHILLIE'S (f 6) e t  par JlZMESON e t  a l .  (123 ) 
sont ,  à cet  égard, l e s  plus démonstratifs. HAhTSiU ( 106) montra 

que l e  pic d 'électrophorèse correspondant aux globulines gamma, 

absent dans l e s  sérums de Veau à l a  naissance, appara i ssa i t  24 h. 



T A B L E A U  XI. 

Relation entre  la s t ruc tu r e  du placenta e t  l e  mode de 

t r a n s f e r t  passif  des globulines immunes de l a  mère au 

foetus e t  au Nouveau-né (d'après VAHLQUIST) ( 276). 

........................................................................................... 
: : : Nombre de couches en t re  Importance du + 

: : 
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après  l ' i n g e s t i o n  de colostrum ( v o i r  Fig.7 p. 9 ) JAWSON a é tud ié  

l ' é v o l u t i o n  des d i f f é r e n t s  p ro té ides  sé r iques  chez l e  Veau, nour r i  

avec du colostrum pendant l e s  Cj jours  qui  s u i v i r e n t  l e  vélage e t  

démontré que la proport ion des g lobul ines  immunes a t t e i g n a i t  son 

mximum a u  Jème jour,  dépassant même la proport ion d ' an t i co rps  

du sang maternel    ablea au XII, p. 47 ) . D'après PORTER (226 ) , l e s  

t r o i s  types de lac to-ant icorps  Ig G, I g  A e t  I g  M ,  t r a v e r s e r a i e n t  

la paroi  i n t e s t i n a l e  du jeune Veau comme dans l e  cas  du Porce le t .  

Sachant que l a  proport ion normale des immunoglobulines, 

dans l e  sang,  n ' e s t  a t t e i n t e  qu'au bout de l a  8èmî semaine chez 

l e  Veau q u i  ne r e ç o i t  pas de colostnun,  on r é a l i s e  l ' importance 

de ce  d e r n i e r  dont l ' abso rp t ion  immunise l e  Veau nouveau-né par  

un mécanisme compensateur qui  p l l i e  l ' absence  de synthèse de 

g lobul ines  immunes par  l ' an imal  pendant l e s  premiers jours  qui  

su iven t  sa naissance.  Ce mécanisme immunitaire e s t  1 'apanage 

exclus i f  des  l a i t s  colos traux. En e f f e t ,  l 'adminis t r a t i o n  à des 

Veaux nouveaux-nés de l a i t s  " p a r f a i t s "  a u  1-ieu de colostrum ne 

détermine pas d'augmentation du taux des an t i co rps  sé r iques  

(DLTTSCH e t  SMITH ( 6 5  ) ; v o i r  a u s s i  l a  revue générale de S'TECK 

(4>66) e t  c e s  observat ions posent l e  problème de l ' a b s o r p t i o n  

des g lobul ines  immunes colos t r a l e s .  

2 ' )  - Kécanisme de l t absorp t ion  des g lobul ines  irmunes du colostrum. 

L'absorpt ion des globulines c o l o s t r a l e s  par  l a  voie  d i g e s t i v e  

e s t  extrgmement rapide puisqu'on l e s  re t rouve  dans l e  sérum de 

l 'animal  nouveau-né, moins de 12 à 24 h. après  l ' i n g e s t i o n  du 

colostrum ( v o i r  Fig.  1 ,p. 9 e t  TebleauXm,p.  48 ).introduites 

par  une canule duodénale, l e s  g lobul ines  c o l o s t r a l e s  appara i s sen t  

dans l e  s a n g  20 à 30 mn plus t a r d  (BALFOUR e t  COMLINE) ( 12 ) .De 

nombreux travaux ( v o i r  en p a r t i c u l i e r ,  SMITH (257 ); COiGIPr'd e t  t~i. 

( 56) ;  PAYNE e t  a l .  ( 219)  ont  démontré que l ' a b s o r p t i o n  des 

g lobul ines  immunes du colostrum s ' e f f e c t u a i t  préférent ie l lement  

dans l e  duodénum. 

L 'appar i t ion ,  dans l e  sang,  de g lobul ines  du système gamma 



T A B L E A U  XII. 

Variation des proportions (en $ de protéides totaux) des 

protéides sériques chez l e  Veau alimenté par la Vache 

dès l e  vélage (dtaprès  JAMEÇON e t  a l . )  (123). 
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T A B L E A U XIII. 

Augmentation de la proportion de -globulines sériques II  
chez le Veau après l'administration de colostrum à 

différents âges (d'après HANSEN et TJWILIPS ) (106). 
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apportées par  l a  voie digest ive  pose une énigme. En e f f e t ,  ce 

t r ans f e r t  implique que ces protéides ont traversé l a  paroi  in tes-  

t i na l e  sans avo i r  subi de modifications profondes sous l ' a c t i o n  

des enzymes protéolytiques du tube d i g e s t i f .  Une so lu t ion  s a t i s f a i -  

sante  n ' a  pas encore é t é  apportée à ce problème e t  l ' exp l ica t ion  

du phénomène r e s t e  du domaine de l'hypothèse. On peut, en e f f e t ,  

appuyer s u r  de so l ides  arguments expérimentaux, auss i  b ien l a  

thèse du p s s a g e  dans l e  sang des ant icorps  i n t ac t s  que c e l l e  du 

passage des ant icorps  part iel lement dégradés. 

a - Hypothèse de l 'absorption des globulines co los t ra les  in tac tes .  ............................................................. 
On peut parfaitement envisager que l e s  globulines gamma ne 

subissent  aucune modification dans l e  t ractus  d ige s t i f  du 

Manrnifère nouveau-né en invoquant, d'une par t ,  l a  qual i té  de 

protéines "homologues" qu ' e l l e s  possèdent e t  qui l e s  met à 

l ' a b r i  de l ' a c t i on  des protéases digest ives  e t ,  d 'autre pa r t ,  

l a  présence de l ' inh ib i teur  trypsique (LASKWSKI) (140 ) dans 

l e s  l a i t s  colostraux. Cependant, l ' i n te rven t ion  de ce dern ie r  

ne s u f f i t  pas, à e l l e  seule ,  pour expliquer l ' absorpt ion des 

1J- globulines in tactes .  En e f f e t ,  c e l b c i  e s t  maxirmle dans 

l e s  premières heures qui suivent l a  naissance. O r ,  l ' i nh ib i t eu r  

trypsique e s t  présent dans l e  l a i t  ?endant 2 ou 3 jours. Cet te  

observation conduisi t  BALFOUR e t  COIGINE (12 ) à démontrer 

q u ' i l  e x i s t a i t ,  dans l e  l a i t  co lo s t r a l ,  t r o i s  fac teurs  qui  

favor isent  l 'absorption des globulines immunes. 11 s ' a g i t  t 

1 )  des phosphates inorganiques ; 2 )  du glucose -6- phosphate 

e t  3 )  d'un protéide précipi table  de f a ib l e  poids moléc~,  l a i r e  

qui a g i r a i t  comme un agent tensio-sct i f  ou en s e  l i a n t  aux 

mucopolysaccharides de l 'épi thél ium in t e s t i na l .  Selon BALFOUR 

e t  COMLINE, l ' a c t i o n  combinée de ces t r o i s  fac teurs  e t  de 

l ' i nh ib i t eu r  trypsique s e r a i t  nécessaire à l ' absorpt ion des 

globulines immune S. 

b - Hypothèse de l 'absorption des globulines co los t ra les  pa r t i e l -  ............................................................ 
lement dégradées.- Le t r a n s f e r t  de l l i m u n i t é  par l a  voie ---------------- 



d i g e s t i v e  peut parfai tement  s ' exp l ique r  même s i  l e s  

g lobul ines  immunes sub i s sen t  une protéolyse d i g e s t i v e ,  à 

l a  condi t ion  t o u t e f o i s  d ' ê t r e  fragmentdes en  gros  polypeptides. 

On sai t ,  en e f f e t ,  depuis l e s  travaux de PETERMANN (221 ) , 
de BHIDGWN ( 30 ) e t  de PORTER (228 ) q ue l e s r  -globulines 

conservent l e u r  a c t i v i t é  iramunologique nême après  a v o i r  s u b i  

une dégradat ion p a r t i e l l e  e t  PORTER (227 ), en 1950, démontra 

qu'une r - g l o b u l i n e  de Lapin anti-ovalbumine conservai t  son 

a c t i v i t é  biologique i n i t i a l e  après  une d i g e s t i o n  papainique. 

Le mfme au teu r ,  en 1958 (228 ), r é u s s i t  à i s o l e r  de l thydro -  

l y s a t ,  t r o i s  fragments p r inc ip lux  dont deux a v a i e n t  conservé 

l ' a c t i v i t é  an t i co rps ,  t and i s  que l e  t ro is ième é t a i t  l e  support 

de l ' a c t i v i t é  ant igénique  de la molécule. 

Les t ravaux de NOBRIS (192 ) ont  montré que l e  fragnent  

III des l - g l o b u l i n e s  adminis t ré  par  voie buccale  à des jeunes 

s o u r i s  ou r a t s ,  t r a v e r s a i t  l a  muqueuse g a s t r o - i n t e s t i n a l e .  

Enfin, un f a c t e u r  "anatonique" e t  'tphysiologiquett 

i n t e r v i e n t  : il s ' a g i t  de la "perméabil i té  t r a n s i t o i r e "  de 

l ' i n t e s t i n  du Mammifère nopeau-né.  En e f f e t ,  11absorpt5.0n des 

g lobul ines  c o l o a t r a l e s  par  l e  tube d i g e s t i f  e s t  l imi t ée  aux 

premiers jours  qui  su iven t  l a  naissance. Selon HANSEN e t  ILIILIFS 

( 106) ,  c e t t e  absorpt ion  e s t  nsximale à l a  naissance.  L e  

tab leau  XII1 (p. 48 ) e s t ,  à c e t  égard,démonstrat i f .  On v o i t  

que l f a u g e n t a t i o n  du taux des an t i co rps  s é r i q u e s  chez l e  Veau 

e s t  p lus  importante lorsque  l e  c o l o s t m  e s t  administré  dès l a  

naissance. E l l e  e s t  n u l l e ,  s i  l a  première i n g e s t i o n  de colostrun! 

a  l i e u  une sem'aine ap rès  l e  vélage. 

B - CHEZ Li3 NOUKRISSOX. 

Nous avons vu que l e  Nourrisson possédai t  dé jà  un taux é levé  

d 'an t icorps  sé r iques  dès sa naissance ,  qu i  l u i  on t  é t é  transmis par 

l a  voie  t ransplacenta i re .11  n ' e s t  donc pas inqu ih tan t  ponr l e  Nouveâu- 

né que l e s  Ig A du colostrum de Femme ne t r a v e r s e n t  pas le. pa ro i  

i n t e s t i n a l e  corne 1' ont  déaontré p lus i eu r s  a u t r u r s  ( v o i r  



à ce s u j e t ,  l a  revue générale de PAUPE e t  MEYER) ( 2 18 ) . La 

conséquence de c e t t e  non-absorption e s t  que l e  système immunitaire 

de l 'Enfant e s t  obligé de s e  développer plus rapidement pour que 

ce lu i -c i  assure personnellement s a  défense vis-à-vis des germes 

pathogènes. Dans ces conditions, quel peut ê t r e  l e  r ô l e  des Ig A 

de sa mère, que transmet massivement au Nourrisson l e  colostrum ? 

On ne peut, pour l ' i n s t a n t ,  répondre qu'en émettant 

l 'hypothèse que l e s  I g  A sont présentes pour protéger l ' i n t e s t i n  de 

l 'enfant .  Plusieurs observations soxit, à ce t  égard, in téressantes ,  

c a r  e l l e s  démontrent que l e s  Ig A peuvent demeurer i n t ac t e s  dans 

l e  t rac tus  d i g e s t i f ,  bien que l e  colostrum humain ne semble pas 

contenir  d l i nh ib i  t eu r  t r y p  ique spécifique.  En e f f e t ,  SHIM, KANG, 

KIM, CHO e t  LEE (246 ) ont mont& que l e s  Ig A inhibaient  l ' a c t i o n  

de la trypsine e t  év i ta ien t  a ina i  l eu r  propre destruction.  

COUNITCHANSKY, BB'L?IILLIdR e t  GOT ( 57 ) ont confirmé ces r é su l t a t s  

e t  m i s  en évidence l a  formation de complexes en t r e  l a  trypsique e t  l a  

chymotrypsine, d'une par t ,  e t  des protéides du colostrum, d 'autre 

p s t .  Ce phénomène pourra i t  donc compenser l 'absence d l m  inh ib i teur  

trypsique e t  l e s  Ig A s e  trouveraient  part iel lement protégées contre 

une dest ruct ion rapide par l e s  enzjmes digestives.  Récemment, 

DESCAMPS ( 62 ) a m i s  en évidence l ' d i - an t i t r yps ine  sérique à 

l ' é t a t  de t race  dans l e  l a i t  huinsin. Ces immu~o~lobul ines  peuvent 

donc pe r s i s t e r  quelque temps dans l ' i n t e s t i n  où e l l e s  joueraient 

de dei= manières un rô l e  de protection de ce dern ie r  : 1$ en 

intervenant en t an t  qulanticâr)rps contre ce r ta ins  germes pathogènes e t ,  

20) en s e  conjugzlant aux mucines e t  en renforçant l e  r ô l e  protecteur 

de ces dernières.  
* 

C - CONCLUSION. 

Du point  de vue imunologique, l e  l a i t  de Felnrne para î t  

donc moins important pour l e  Nourrisson que ne l ' e s t  l e  colostrum de 

Vache pour l e  Veau, e t  l e  r ô l e  des Ig A du l a i t  humin  semble s e  

l im i t e r  à une ac t ion  protect r ice  de l ' i n t e s t i n .  Il e s t ,  à ce t  égard 

in té ressan t  de consta ter  que l e s  Ig A sont présentes dans l a  plupart  



des séc re t ions   a able au X I V  p, 53 ) e t  q u ' e l l e s  possèdent l a  

même s t r u c t u r e  d 'un dimère a s soc ié  à une pièce S. Le r ô l e  de 

p ro tec t ion  l o c a l e  que l ' o n  a t t r i b u e  aux I g  A e s t  encore renforcé  

par  l e s  r é s u l t a t s  obtenus par  3UTLAR e t  al. ( 38 ) 1 POKTEZ e t  

NOAKSS ( 2 2 9 )  e t  IiiACH e t  a l .  ( 161).  Ces au teu r s  démontrent que 

chez la Vache l e s  I g  A représentent  l a  f r a c t i o n  m3jeure des 

immunoglobulines contenues dans l e s  larmes, l a  s a l i v e  e t  l e s  

séc ré t ions  i n t e s t i n a l e s .  La seu le  enigme r e s t e  l a  f a i b l e  teneur 

en I g  A du l a i t  e t  du colostruro de Vache. PORTER ( 229) explique 

ce f a i t  comme une adap ta t ion  ;)Wsiologique pour permettre  l e  

développement e t  l e  fonctionnement de 1' estomac des ruminants. De 

p lus ,  il re t rouve  ce  f a i b l e  taux d l I g  A chez un a u t r e  ruminant : 

l a  Chèvre. BUTMR e t  a l .  ( 38 ) pensent que ce d é f i c i t  v i e n t  de la  

t r o p  grande q u a n t i t é  de l a i t  réclamée des vaches domestiques e t  

c i t e n t  LdE e t  a l .  (144 ) qui  démontrent une synthèse importante 

d t I g  A chez u n e  chèvre non-lactante. On peut néanmoins c o n s t a t e r  

que s i  chez l e  Porc e t  l e  Cheval /VA~;R$RM ( 275)/ l e s  I g  G reprd-  

sen tnn t  la f r a c t i o n  majeure des imrn~moglobulines du colostrum, l e s  

I g  A deviennent très v i t e  l e s  an t i co rps  principaux dans l e s  l a i t s  

"s tabi . l i sés t ' .  Et  pour tant ,  dans ces deux cas ,  l e s  l ac to -an t i co rps  

sont  t racsmis aux Nouveaux-nés à t r a v e r s  l a  paroi  i n t e s t i n a l e .  La 

Vache s e r a i t - e l l e  une exception ? 

Il e s t  t roub lan t ,  en ou t re ,  d 'observer  que t r è s  souvent ,  

dans l e s  s é c r é t i o n s ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  e l l e  a u s s i  présente  

( v o i r  p. 69 ) e t  on peut poser en hypothèse q u ' e l l e  v i e n t  r e n f o r c e r  

par  s e s  p ropr i é t é s  de f i x a t i o n  de f e r ,  l f a c t i v i t 4  a n t i - i n f e c t i e u s e  

des g lobul ines  immunes. 

Cependant, l e s  Ig A du l a i t  i n t é r e s s e n t  c e r t a i n s  proces- 

s u s  immunitaires. En e f f e t ,  on a  observ6 que des Nourrissons 

al imentés a u  s e i n  r é s i s t a i t  mieux, pendant l e s  premiers jours de 

l e u r  existcince, a u  v i r u s  poliomyéli t ique que lso Xouveaiuc-nés 

al  imenths a u  l a i t  de Vache (WAH&N, LEPOiII, BARTSCH e t  ROSBIN) ( 281 ) . 
En ou t re ,  1' i.nges t i o n  de colostrum hurriain (SANIN, Pi'ilCI.L4ELS, KRUGP;iniU', 

EIGXR, BEWLhN e t  WAKRXN) (236 ) ou de colostrum de Vache contenant 
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des a n t i c o r p s  ant ipol iomyél i t iques  (GONLAGA, WPiRREN e t  KOBBIN) 

(88 ) exerce un e f f e t  i n h i b i t e u r  sur l a  vaccina t ion  pdr l a  v i r u s  

poliomyéli t ique v ivan t  ( v o i r ,  à ce s u j e t ,  l a  revue &néra le  de 

PAUPE e t  I\%YER) (218 ). 

V.- COPZBNT F A C I L 1 T & R  L'Ii@~U?lIShTIO>T - P A S S I V r :  DU N O U H R I S S O N .  

Dans l ' é t a t  a c t u e l  de  nos connaissances, encore t r è s  

f r a g a e n t a i r e s ,  de 1' évolut ion  des mLccinismes de défense i m u n i  t a i r e ,  

passive ou a c t i v e  du Nouveau-né, l a  quest ion s e  pose de s a v o i r  s ' i l  

e s t  poss ib le  d ' i n t e r v e n i r  dans ce  système de défense. 

On s a i t  que durant  sa v i e  i n t r a - u t é r i n e ,  l e  Nouveau-né 

a c q u i e r t  une immunité pass ive  qui  l u i  e s t  t ransmise pa r  l a  voie 

t r ansp lacen ta j r e ,  a l o r s  que son propre système imrnunitaire commence 

à fonctionrier ( ~ i ~ . 2  p.11 ) (vo i r ,  ii. ce s u j e t ,  l a  revue générale de 

PAUm e t  H E Y ~ R )  (218 ) .  Dès s a  naissance,  l e  l a i t  m3ternel l u i  apporte  

en ou t re ,  des inmunoglobulines du type Ig A ,  S i  nous postulons que 

l e  r ô l e  de ces  de rn iè res  s e  l i m i t e  à l a  p ro tec t ion  des G p i t h é l i i ~ s ,  

puisqu ' el1 es ne f r anch i s sen t  pas l a  b - r r i è r e  i n t e s t i n a l e ,  nous 

parvenons à la conclusion que l e  Nourrisson possède t r o i s  systèmes 

de  défense : son système immunitaire propre, c e r t e s  encore peu 

développé ; l e s  an t i co rps  cue l u i  a  f0urni.s s a  m&re i n  u te ro  ; une 

p ro tec i ion  loca le  r é a l i s é e  au niveau de l ' a p p a r e i l  d i g e s t i f  par l e s  

Ig A ( e t ,  peut -ê t re  a u s s i ,  par  l a  l a c t o t r a n s f r ~ r r i n t - )  . 9ans ces 

cond i t ions ,  t e n t e r  de n a t s r n i s e r  l e  la i t  de Vache du poin t  de TLLE) 

des an t i co rps  r e v i e n t  à envisager  essent ie l lement  1s protec t ion  de 

l ' i n t e s t i n  par  ce8 dern ie r s .  Toutefois ,  il demeure in tS ressan t  

d 'é tendre  l e  problème e t  d 'envisager  l e s  phénomènes qu i  peuvent s e  

dérouler  pendant l e s  deux $r iodes  de l a  v i e  du N o u r ~ i s s o n  ; avant  e t  

ap rès  s a  na issance ,  Il nous s e r a ,  de c e t t e  manière, plus a i s é  de 

répondre à la ques t ion  de s a v o i r  s ' i l  e s t  poss ib le  d ' i n t e r v e n i r  

dans l ' u n e  ou l ' a u t r e  de ces deux périodes pour f a c i l i t e r  llimmuni- 

s a t i o n  a c t i v e  ou pass ive  de l l e n f & n t  sans nu i re  a u  développement de 

son sys t è a s  immunitaire propre. 

. O  ./ 



A - DmtISATION AVANT LA NAISSANCE. 

1 0 )  - Immunisation ac t ive .  L 'existence d'une réponse immunitaire chez ------------------- 
l e  foe tus  h m i n  e s t  actuel lement  d é ~ ~ ~ o n t r é  -( v o i r  l a  revue 

générale de PAUPE e t  MEYER) ( 218 ). Cet te  réponse e s t  du type 

primaire : l a  production des I g  M e s t  toujours  supér ieure  à 

c e l l e  des Ig G. PAUPE e t  MEYLR ( 218 ) avec REES e t  CABBUTT ( 23 7 ) 
pensent q u ' i l  s e r a i t  poss ib le  de s t imule r  l e  système immuni- 

t a i r e  du f o e t u s  par vaccina t ion  de ce à e r n i e r ,  de nanière à 

permettre au  Nouveau-né de répondre plus efficacement à des 

i n f e c t i o n s  précoces, jusqu 'à  présent  c e t t e  vo ie  ne semble pas 

a v o i r  é t é  re tenue ,  en r a i s o n  peut ê t r e  de l a  d i f f i c u l t é  

technique de vacciner  un foetus e t  des r i sques  encourus. 

20)  - Immunisation passive. Au c o n t r a i r e ,  il s e r a i t  plus a i s é  
a------------------- 

d'hyperimmuniser l a  mère (KEYPE e t  BETU'ENSON) ( 126 ) ,on sa i t ,  

en e f f e t ,  que s i  c e l l e - c i  s,ynthétise des a n t i c o r p s  du type I g  V 

a c t i f s  cont re  c 2 r t a i . n ~  germes, l e  Nouveau-né e s t  en p a r t i e  

protégé à l a  naissance vis-à-vis de ces  nêma germes. Cet to  

immunisation passive du foe tus  d o i t  cependant ê t r e  cont rô lée .  

En e f f e t ,  l a  vaccina t ion  du Nourrisson o b t i e n t  une réponse 

gédra lemen t  plus prononcée s i  l ' i n f e c t i o n  de l ' a n t i g è r e  n ' e s t  

pas ef  f ec tuéeauss i tô t  après  l a  naissance.  ( v o i r  PACYE e t  ~ 2 ~ 3 3 )  

( 2 ? 8 ) . C e t  e f f e t  i n h i b i t e u r  e s t  dQ à l a  présence des a n t i c o r p s  

t r a n s a i s  par la  mère au  cours de la v i e  in t r a -u té r ine .  Le 

développement du système immu9itaire du Nourrisson e s t  donc 

r a l e n t i  par  l e s  an t i co rps  d 'o r ig ine  maternel le .  Il convient 

donc d ' é v i t e r  ce phénomène d ' i n h i b i t i o n  & i n  de ne pas r i s q ü e r  

d'exposer à des agress ions  e x t é r i e u r e s  un ê t r e  d6pourvil de 

défense personnelle  a u  moruent où l ' immunisation acquise 

passivement cormence à perdre de son  e f f i c a c i t é .  Toutefo is ,  cet te  

r è g l e  n'a r i e n  d 'absolu  e t  il ne f a u d r a i t  pas, s u r  l a  f o i  de 

quelques f a i t s  expérimentaux, supprimer toute  immunisation 

passive chez l e  Nourrisson. D ' a i l l e u r s ,  c e t t e  manière de v o i r  

e s t  contes tée  pzr c e r t a i n s  au teu r s  comme DI SANS AGNESE ( 66 ) 

qui  ne c r o i t  p s  à une a c t i o n  né fas t e  des a n t i c o r p s  t ransmis 



par l a  voie  t r ansp lacen ta i r e  s u r  ll iminunisation a c t i v e  u l t é r i ; u ~ s  

du Nourrisson. Il semble, t o u t e f o i s ,  à l a  lumière des connaissances 

a c t u e l l e s  qu'une c e r t a i n e  i . m i s a t i o n  passive du Nourrisson e s t  

s o h i t a b l e  ca r  e l l e  l e  pro tège ,  dès s a  na issance ,  mais q u ' i l  f a u t  

é v i t e r  une hyperimmunisation qui  r i s q u e r a i t  de bloquer ou de 

r a l e n t i r  l e  développement de son système immunitaire. 

B - IP~3UNISATION PASSIVE ET ACTIVE Al'HhlS L! NAISSAITCd. 

L'accord é t a n t  l o i n  d ' ô t r e  f a i t  sur l e  r ô l e  bénéfique 

pour l e  Nourrisson de l ' immunisation pass ive ,  on peut ,  dès l o r s ,  

s ' i n t e r r o g e r  sur l e  niode d ' a c t i o n  des Ig A du l a i t  maternel.  Pour 

répondre à c e t t e  ques t ion ,  il f a u t  s a v o i r  que l a  f l o r e  saprophyte 

jour un raie déterminant dans l e  développenent de 1' imrnunité a c t i v e  

du Nouveau-né . PAUPi3 e t  PîEYER ( 218), daris l e u r  revue g iné ra le  , ont  

rappor té  l e s  travaux de d i f fGsents  au teu r s  qui  conduisent à l a  

conclusion que l a  f l o r e  i n t e s t i n a l e  saprophyte s t imule  l a  production 

d1anticorps chez l ' e n f a n t ,  e l l e  s 'oppose, en ou t re ,  a u  développement 

des gcrines pathogènes. Il e s t  donc c a p i t a l  de roaintcnir dans l ' i n t e s t i n  

c e t t e  f l o r e  saprophyte qui  e s t  en compétition permanente avec une 

f l o r e  pathogène e t  qui  ne d o i t ,  à aucun moment, céder l e  pas à ce l l e -c i .  

Dans c e t t e  défense des gsrmes bénéfiques in t e rv iendra ien t  l e s  I g  A du 

l a i t  m t e r n e l ,  s eu les  ou a idées  par l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  l e  lysozyme 

e t  par  des f a c t e u r s  pro t id iques  favorables  à l a  mul t i ]? l ica t ion  des 

germes corne l e s  l a c t o h a c i l l u s .  Il lie f a u t  cependant pas nég l ige r  

l ' i n t e r v e n t i o n  d ' a u t r e s  f a c t e u r s  nut r i t ionnels  qu i ,  en  déclenchant; des 

d ia r rhées  provoquent, du meme coup, 1' é l iminat ion  des formes saprophytes 

Du poin t  de vue imunologique+ matern iser  l e  l a i t  de Vache 

r e v i e n t  à faire produire par  la Vache des ant icorps  n e u t r a l i ç c n t s  l e s  

germes pathogènes au niveau de l ' a p p a r e i l  d i g e s t i f  du Nourrisson. 



L'e f fe t  bénéfique de t e l s  ant icorps  a reçu un début de démonstration 

à la s u i t e  des travaux de GONZAGA, IrlARREN e t  ROBBIN - (  88 ) sur l e  

v i ru s  poliomyélitique (vo i r  p.54 ). La production de t e l s  anticorps 

pourra i t  ê t r e  envisagée chez la Vache, par l ' i n j e c t i o n  d'antigènes 

par  voie diathglique (CAMPBELL, SAXVAR e t  PETERSEN) ( 42 ). Cette 

méthode a été repr i se  par LEPINE (750 ) qui d é s i r a i t  obtenir  des 

ant icorps  en vue de l e s  i n j e c t e r  à d 'au t res  Mammifères comme l e  

Singe . 

VI.- CONCLUSIONS GJ4HETiAmS. 

En f a i s a n t  l e  b i l an  de nos connaissances su r  l e s  immunoglo- 

bulines du l a i t ,  on s ' ape rço i t  qu 'e l l es  sont encore t r è s  fragmentaires. 

Toutefois, e l l e s  sont suf f i san tes  pour nous ,permettrent de conclure, 

dès à présent,  que l eu r  rôle  ne s 'explique pss par un simple 

mécanisme d ' imun i sa t i on  passive. Certes, chez l e  Veau, - e t  dans 

une t r è s  f a i b l e  proportion -, chez l 'Enfant ,  e l l e s  sont  massivement 

assimilées dès après l a  naissance e t  contribuent à assurer  l'immuni- 

s a t i o n  de l 'animal. Cependant, ce phénomène ne dure que quelques jours 

au-delà desquels, comme chez l e  Nourrisson, l e s  lacto-anticorps 

maternels ne t raversent  plus l a  psroi  i n t e s t i n s l .  Dès l o r s  s e  pose, 

au s s i  bien dans l e  cas du Nourrisson que dans ce lu i  du Veau, la 

question du rô l e  e t  de l ' importance de ces immunoglobulines. 

On admet, actuellement, que chez l l F a f a n t ,  l e s  anticorps 

du l a i t  maternel, - qui semblent r é s i s t e r  à l ' a c t i o n  des protéinases 

digest ives  -, contribuent à éliminer des germes p thogènes présents 

dans l e  t rac tus  d i g e s t i f ,  probablement a idés  dans c e t t e  act ion par 

l a  l ac to t rans fe r r ine  e t  par l e  lysozyme. D e  c e t t e  manière, e s t  préservée 

l a  f l o r e  i n t e s t i na l e  dont I lune des propriétés e s t  de s t imuler  

l a  production d 'anticorps chez l ' dnfan t  e t  qui ,  en outre ,  protège 

l ' i n t e s t i n  lui-même contre toute  agression de germes pthogènes.  

Toutefois, ces fac teurs  ne sont pas capables, à eux seu l s ,  de 

maintenir l ' é q u i l i b r e  de la f l o r e  i n t e s t i na l e  e t  ce s e r a i t  une 

e r r e u r  de négl iger  l e s  fac teurs  nutr i t ionnels .  Ceux-ci son t ,  en e f f e t ,  



déterminants  dans l e  déclenchement de syndrômes d iar rhé iques  qui  

s'accompagnent, dans l a  r m j o r i t é  des cas ,  de l a  d i s p a r i t i o n  de l a  

f l o r e  saprophyte. 

La ques t ion  s e  pose, à présent ,  de s a v o i r  s i  l e s  

immunoglobulines du l a i t  de Vache "ac t ives"  vis-à-vis  de germes 

pathogènes pour l e  Noi~rr i sson e t  obtenues, p a r  exemple, par  

i n j e c t i o n  d ia thé l ique  d ' an t igènes ,  sont  suscep t ib le s  de jouer  

l e  r ô l e  des Ig A du l a i t  m t e r n e l .  La reponse e s t  milaisée.  En 

e f f e t ,  l e s  irnrnuaoglobulines du l a i t  de Vache s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s  

de c e l l e s  du la i t  de Femme. E l l e s  sont  du type Ig G e t  ne possèdent 

pas, en ou t re ,  l a  s t r u c t u r e  moléculaire  des Ig A humains d 'excré t ion .  

D'autre p a r t ,  on ignore tou t  de l e u r  comportement vis-à-vis  des 

p ro té ines  du tube d i g e s t i f  de l ' e n f a n t .  Seules,  des expérimentations 

pouss6es, e f fec iuées  dans des condit ions p h y s i o l o ~ i c y e s ,  e i  Urie 

mei l leure  connaissance des p ropr i é t é s  e t  de  l a  s t r ~ r c t u r e  des l ac to -  

a n t i c o r p s  permettra de répondre à ces quest ions.  A l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  

une s e u l e  experience 3 é t é  r é a l i s é e  d m s  ce  but.ZïhiKRWHGEL e t  a l . (  2 8 9 )  

ont  al imenté d2s Yourrissons de t r o i s  senaines avec du lactns6r-mi 

de Vache qui  coritenait  environ '[O p d d ' l g  G. Ils ont  récupére dans 

l e s  s e l l e s  de ces Enfants e n t r e  13 e t  20 ?O des Ig G1 ingérées.  Gudnd 

l e s  Ig G fournies  au   ouv veau-né é t a i e n t  spéc i f iques  d rune  b a c t é r i e ,  
1 

e l l e s  conservaient  l e u r  a c t i v i t é  agg lu t inan te  dans l e s  s e l l e s .  

En conclusion,  nous pensons que l e  problème de l a  materni- 

s a t i o n  du l a i t  de Vache du po in t  de vae d e s  anti.corp:; pciit ?tic 

abordé avec beaucoup d'optimisme. En e f f e t ,  il semble exclu,  à 

présen t ,  que l e s  l a c t o - m t i c o r p s  jouent,  chez l l E n f m  t ,  l e  moindre 

r ô l e  dans ltimniirnisation passive.  Le problème d é l i c a t  de l e u r  

t r a n s f e r t  sous uile forme plus ou moins dégmdée, au t r a v e r s  do l a  

pa ro i  i n t e s t i n a l e  ne s e  pose donc p s .  S i  au  c o n t r a i r e ,  on parvenait  

à démontrer que des an t i co rps  présents  dans l e  l a i t  de c e r t a i n s  

Mammifères, - e t  pas seulement dans c s l u i  de  l a  Vache -, a c t i f s  vis-à-vis  

de germes pathogSnes pour 1' &fant  , conservaient  l e u r  a c t i v i t é  dans 

l ' i n t e s t i n  de c e l u i - c i ,  ce problème p z r t i c u l i e r  de l a  a a t e r n i s a t i o n  

des lai ts  s e r a i t  b i en  pres  d ' ê t r e  résolu.  



...................................................... . . 
: L E S  
: L A C T O T R A N S F E N R I N E S ,  : -----------------------------------------------------. 

En vue de subs t i tue r  l a  l ac to t rans fe r r ine  du l a i t  

de Femme par c e l l e  du l a i t  de Vache dans l la l imontat ion dü 

Nourrisson, quand l ' a l l a i t ement  maternel e s t  déconseil lé,  nous 

ferons une revue succincte comparative de ces deux glyco- 

protéines.  Celle-ci  mettra en lumière l eu r s  rosse:cblances 

e t  l eurs  d i f férences  t an t  en ce qui concerne leurs  propr ié tés  

physico-chimiques que leur  a c t i v i t é  biologique, 



II. - PH!AFBR9TION D?;S LACTOTRRNSF?XRINES. 

L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a  é t é  découverte e t  i s o l é e  pour l a  

première f o i s  du l a i t  de Femme, en 1960, simultanément, par  MONTRRTIL 

e t  a l .  (188 ), e t  par  JOHANSSON ( 124).  Par cont re ,  une proté ine  

rouge dans l e  l a i t  de Vache a v a i t  é t 4  s igna lée  dès 1959 par  s#~ZNSEN 

( 257 ) .E l l e  f u t  véri tablement  p u r i f i é e  en 1960 pa r  GROVES ( 98 ) 

à p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  casé in ique ,  puis en 1965 /GROVES ( 99 ) /  

à p a r t i r  du l a c t o s e m .  Les deux glycoprotéines possèdent en 

commun l a  p ropr i é t é  de f i x e r  réversiblement  deux atomes de f e r  en 

deux s i t e s  spéc i f iques .  

 toute^ l e s  méthodes 

d e  prépera t ion  a s soc ien t  un fractionnement p ré l imina i re  par l e  

s u l f a t e  d'ammonium, l ' é thano l  ou l e  r ivano l  e t  une p u r i f i c a t i o n  

u l t ime sur colonne d'échangeurs de ca t ions  ou d'anions ./JOHi'iNNSSON 

(124 ) ; JOHANNSSGN ( 125); BLANC e t  ISLIK,B ( 2 8  ) ; GOT ( 91 ); 
bUSSOIi e t  HERdFZAlJ ( 167) / . 3ous ne décr i rons  que l a  uié thode m i s  

au point  au Laboratoire  par  iGONSHbVIL e t  a l .  (191 ) e t  modifiée 

par DESCUIPS ( 6 2  ). nous avons r a s senb lé  l e s  d i f f é r e n t e s  étapes 

de c e t t e  p u r i f i c a t i o n  dans l a  f i g u r e  12 ( p . 6 1 ) ~ e t  t e  m6thode f o u r n i t  

des  prépara t ions  de l a c t o t r z n s f e r s i n e  homogène en é lec t rophorèse  

sur d i f f é r e n t s  supports  e t  d ' ap rg s  SPIK (260 ) il ne semble p s  

e x i s t e r  de polymorphisme hérédi  t a i r e  de c e t t e  g ly  coprotéine . 
B .- EPARIITION DE L4 LACTOTKAHSFERRINF: DU LAIT DE VACHE. HOUS 

avons resurné l e s  protocoles expériaentaux u t i l i s é s  par GROVES ( 99 ) 
( ~ i ~ .  1;let  14;  p. 62 e t  63 ), SZUCHET - DERECHIN e t  JOHNSON (269 ) 

(I?ig.l5 p.64 ) e t  ORAPi e t  Rr:ITh% ( 212) (~i.g.16 p. 65) .  C ' e s t  

volontairement  que nous avons r epor t é  l e s  principaux schémas 

dd fractiorinement a f i n  de mettre  en évidence l e u r  complexité e t  

de démontrer de ce f a i t  la nécess i t é  d'une recherche d 'un  nouveau 

mode d ' isolement  d ' au tan t  plus que l e  l a i t  de Vache c o n t i e n t  t r è s  

peu de l a c t o t r a n s f e r r i n e .  



Préc ip i t a t ion  des protéines du lactosérum par  un gradient  de pH 

e t  de concentrat ion en s u l f a t e  d9ammonium.Isolement d s p r é c i p i t é s  P7-).s 

(vo i r  f ig .5  4p.21 ) 

Fractionnement de 3 g des précipi tés  P7-PB sur colonne (2  X 60 c m )  de CM- 

ce l lu lose  s t a b i l i s é e  avec un tampon d ' a cé t a t e  de sodium 0,04 M de pH 5,6. 

Passage de tampons d ' acé ta te  de sodium de pH 5,6 de no l a r i t é s  croissantes  

(0,04 M - 0,2 M - 0,4 M). Le tampon acé t a t e  0,4 M fou rn i t  une préparation 

(LW - CH) de l a c to t r ans f e r r i ne  pure à 95 $. 

Pur i f i ca t ion  de la l ac to tmns fe r r i ne  par  chromatographie de 700 m g  LTF-CM 

sur colome (3 X 100 cm) de Sephadex G-100, Développement avec tampon de 

pH 8 ;0,1 M en T r i s  e t  1 14 en NaCl. 

C r i s t a l l i s a t i o n  de l a  l ac to t rans fe r r ine  par d issolut ion de 500 o'lg de lac to-  

t r ans fe r r ine  dans 50 m l  d'eau d i s t i l l é e .  Dialyse d e  l a  solut ion à + 4 O C ,  

dans des sacs de cellophane Nojax contre 50 m l  de polyéthylène glycol. L a  

gomme rouge qui  s e  d é p s e  e s t  r e c u e j l l i e  e t  maintenue à + 4 O C  pendant 

p lus ieurs  semaines. La l a c t o t r a ~ s f  e r r i ne  c r i s t a l l i s e  a l o r s  en longues 

plaquettes souvent rassemblées en faisceaux. 

Figure 12. 

Schéma de l a  preparation de la l ac to t rans f  e r r i ne  

hunrzine /dyaprès  MOWTiIEUIL e t  al. (1 91) e t  DESCAfc3S (62 ) / *  
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k L a i t  délipidé. Préc ip i ta t ion  de la caséine à pH 4,6. F i l t r e r .  

Caséine 

Le lactosérum e s t  sa tu ré  en SO (NH ) e t  centrifug5.  
4 4 2  
I 
ff 

Le préc ip i té  e s t  m i s  en d ia lyse  e t  centrifugé.  

Précipi té  = "WHEY Pt' (vo i r  f i g .  14 p. 63 ) 

Le surnageant (WHEY P) e s t  chromatographié sur  une colonne de D E A E - ce l lu lose  

s t a b i l i s é e  dans un tampon de phosphate de sodium 0,005 à pH 8,2 : Elut ion avec 

des tampons de molarité croissante .  

Chromatographie s u r  uns colonne 'de pho~-pho-cellulose s t a b i l i . d e  dans un tampon de 

phospbte  de sodium 0,05 M à pH 5. Elution avec des tampom de molari té e t  de pII 

1 Lac to t rans fe r r ine  1 

Figure 13. 

Préparation de la lac to t rans fe r r ine  du l a i t  de Vache 

/ d'après GROVES ( 99 ) ./ 



WHET P. (voir fig.13 p.62 ) 

Chromatographie sur une colonne de D E A E - cellulose, stabilisée dans un 
tampon de phosphate de sodium 0,005 M à pH 8,1 - Elution par des tampons de 
molarité croissante. I 

Chromatographie sur une colonne de D E A E -cellulose à pH 6 dans un tampon de 1 
phosphate de sodium. La fraction élu 

0,1 M est récupérée. 

Chromatographie sur une colonne de p h o s p h o c e l l u l o s e s t a b i l i s é e  dans un tampon de 

phosphate de s o d i m  O,O5 M à pH 6. 2lutio3 corne lors de la chromatographie de 

1s fraction 1 F (voir fig.13 ; p.62 ). La lactotransferrine e s t  éluée àans les 

fractions 3 

Fraction 5 P 
5 

Fraction 6 P 
5 

mm----------------- 

: 
Lactotransferrine 
----..-------------- 

Figure 14. 

------------------- 
1 t 
Lactotransferrine , 

t 
------..--------mm-- 

Prépiration de la lactotransferrine du lait de Vache 

/dvaprès GROVES ( 99 ) ./ 



Lai t  chauffé à 40° C. Ajouter 20 g de SO Na, pour 100 m l .  Centrifuger. 
4 

Yrécipi t é  éliminé 

Le surnageant e s t  d ia lysé  e t  lyophi l isé .  Il représente la " ~ r a c  t ion-~lbumine"(F.~.  ) 
La  F.A. e s t  dissoute dans un tampon de phosphate de sodium 0,005 M à pH 7 

Mélanger 500 m l  de c e t t e  solut ion contenant 60 g de F.A. à de l a  D E A E - ' 

ce l lu lose  équi l ibrée  dans l e  même tampon. 

Les protéines non-absorbées - "Batch f ract ion"  -(P.B.) sont  chrornatographiées sur 

une colonne de D E A E . -cellulose,  s t a b i l i s é e  dans un tampon de phosphate de 

sodium 0,005 iç; à pH 7 .  

Chromatographie sur une colonne de  Sephadex G 75 

s t a b i l i s é e  dans un tampon de phosphate ae sodium 0,05 M à pH 7 

t Lac tot ransferr ine  1 

Préparation d e  la lac to t rans fe r r ine  du l a i t  de Vache 

/ d 'après SZUCXIET-D3XiXCZII.N a t JOHNSON (269 ) ./ 



Lactosérum a j u s t é  à pH 6,> avec NaOH 4 M, a g i t é  avec de l f d m b e r l i t e  

CG 50 (forme ~ a + )  pendant 1 h à 20°C. F i l t r e r  e t  l a v e r  l n  r éc ino  

(jusqutà l ' o b t e n t i o n  d'une D.O. de  0,OI dans l e  f i l t r a t ) .  Mettre  la  

r 6 s i n e  dans une colonne. E lue r  avec des  s o l u t i o n s  d ' a c é t a t e  à e  sodium 

de mola r i t é  c r o i s s a n t e .  

Après d i a l y s e  e t  l y o p h i l i s a t i o n ,  

chromatographie s u r  une colonne de 

Sephadex G I O O ,  s t a b i l i s é e  dans l ' e a u  

d i s t i l l é e .  

La f r a c t i o n  contenant  la  l a c t o t r a m f e r r i n e  e s t  

chronatographiée sur une colonne d thydroxyapat i te ,  

é q u i l i b r é e  ?ans un tampon de  phosphate de sodium 

à pH 6,t). F:liition par  des  s o l u t i o n s  de mola r i t é  

c r o i s s a n t e .  ( de 0,1 k 0,b  M.) 

.................................... .................................... 
: 

L a c t o t r a n s f e r r i n e  1 t r è s  color6e.:  L a c t o t r a n s f e r r i n e  II peu colorGe.: 
: x 

Prépa ra t ion  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  du l a i t  de  Vache. 

/ d ' ap rè s  ORAT; e t  R E I T l B  (212)./ 



III. - E>ROPRIEYES PHYSICO-CHIMIQUES 31: S'I'HUC11UN.i3 Dh'S LACTOTblKÇFr~i!LRINES. 

Nous avons réissemblé dans t r o i s  tableaux l e s  propriétés 

comp%rées des deux lac to t rans fe r r ines  r dans l e  tableau XLV (p.227) 

l eu r s  propriétés physiques ; dans l e  t a b l e a u ~ ~ ~ l ( p . 2 2 9 )  l eu r  

composition en glucides e t  dans l e  tableau XLII(~. 233) l eu r  composition 

en acides aminés. 

Au regard de toutes ces propr ié tés  la  différence majeure 

s e  s i t u e  au niveau de l e u r  composition en glucides. Quant au point 

i soélect r ique,  l ' accord e s t  l o i n  d 'gtre f a i t  à propos de l a  lacto- 

t ransferr ine  humaine. i n  e f f e t ,  c e t t e  glycoprotéine p réc ip i te  près 

de son mi e t  il e s t  a l o r s  t r è s  d i f f i c i l e  d 'apprécier  véritablement 

l a  valeur de ce dernier .  

Seule l a  l ac to t rans fe r r ine  hiunaine a f a i t  l ' o b j e t  d'études 

s t ruc tura les .  Celles-ci  ont porté à l z  f o i s  s u r  l a  f rac t ion  glucidique 

e t  l a  f rac t ion  peptidiquc. SPIK e t  a l .  ( 262 ) ont determiné l a  s t r uc tu r e  

des deux grouperrients glycbnniques e t  ILIZUXIER e t  a l .  (172  ) ont 

i s o l é  sept  f r a p e n t s  peptidiques après l ' a c t i on  du bromure de cyanogène. 

Les deux glycannes pos~èden t  l a  n l h e  s t ruc tu r e  (pie; .  ??,p. 67 ) mis 

l e s  séquences peptidiques au niveau de l eu r  branchement sur l a  

protéine sont lze ttement di f férentes  (l'ig. 18, p. 67 ) . 

A.- VAHIAYION DU TAUX DSS L A C T O T % ~ N S L ~ R ~ ~ I ~ ? F ~ S  iiU COURS DI; IJA LAC'L'BTIQY, 

1 .- Dans l e  l a i t  de Fenme.- Depuis t rw  longtemps, on s ava i t  

que l e  taux de la  lac to t rans fe r r ine  v a r i a i t  au cours de l a  

l a c t a t i on  pour s e  s t a b i l i s e r  à 1 à 2 g / l& t r e  /BION'~REUIL e-t; a l .  

( 188 )/. Récornent NAGAS-4WA e t  a l .  ( 201 ) ont dosé c e t t e  -- 
glycoprotéine par l a  méthode de LAURELL (1 43 ) . Leurs r é s u l t a t s  

aont rassemblés dans l e  tableau XV (p. 68 ) .  Ils confirment 

ceux de SUSSON e t  HdRiCX4hTS ( 160). C a  derniers  auteurs avaient  

dosé 4,2 $ 1 ,4  g de lac to t rans fe r r ine  par l i t r e  de colostrum 

réco l té  en t re  l e  premier e t  l e  neuvième jour après l'accouche- 



ANAN (1-1 4 0-1 2 G e l  GlcNAc -'- Man 

0 - 3 > 4 1  B-1  an @ -' *f GICXAC + G  CNAC .- Xsn 

4 - 2  6 (3 -1 4 (3-1 2 ANAN A Cal !- GlcMXc --+ Man A6 

Figure 17. 

Schdma de e t ruc ture  des deux g-roupernents 

glycanniques de l a  l ac to t r ans fe r r ine  huneine. 

(dtaprès SPIK e t  al.) (~62) 

Glycanne 

I 
Pro - Phe - Leu - Asn - Gln - Thr - Gly - k'ro - I l e  - Glu - Ala - V a l  - Trp - Arg. 

Glycanne 

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

Figure 18. 

Sdquences peptidiques au niveau du 

branchement des'doux groupements glycanniquee 

sur l a  l ac to t r ans fe r r ine  humaine./d'après 

SPIK e t  aï . (263) ./ 



T A B L E A U  XV. 

Variation de la aoncentration de la lactotransferrine humaine 

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

: 
Nombre de jours 

,: 

après 

1 : Quantité de lactotransferrine (exprimée en mg/100 ml 
Nombre . 

: 

: : : : 
tillons : , l'accouchement. , minimale. maximale. : moyenne. . . : . 



ment. 

2.- l e  l a i t  de  Vache.- Le dosage de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

dans l e  l a i t  de Vache a u  cours de la l a c t a t i o n  n ' a  pas é t é  e f fec -  

tué  d'une manière continue. PASSON ( 164 ) rappor te  des va leu r s  

de 20 à 2 0 0  pg/ml de l a i t .  0RH.M e t  REITER ( 212 ) s igna len t  

une f o r t e  augmentation de c e t t e  glycoprotéine en f i n  de 

l a c t a t i o n .  SMITH e t  a l .  ( 249 ) ont confirmé ce r é s u l t a t .  Ils 

ont i s o l é  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  à p a r t i r  du l a i t  de Vache non- 

l a c t a t e  pendant l a  s é c r é t i o n  sèche. D'après ces  auteurs, 3 0  à 

>O 70 des p ro té ines  possédant une mobil!-té Qlec t rophoré t ique  

de type " -globuline1' à p H 8,9 é t a i e n t  i d e n t i f i é s  à l a  I 
l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Ce t t e  v a r i a t i o n  du taux de c e t t e  dernière  

a u  cours de l a  l a c t a t i o n  semble ê t r e  due à un e f f e t  de 

d i l u t i o n  vu que la  quan t i t é  t o t a l e  exc ré tée  r e s t e  assez  

constante.  Il s e r a i t  a l o r s  normale que c e  taux s o i t  plus 

élevé dans l e  co los t r& e t  l e  l a i t  de f i n  de l a c t a t i o n .  

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine a é t é  considérée corne une 

protéine spéc i f ique  du l a i t  jusqulà  ce que BJSXETE e t  a l . ( 2 1  ) 
a i e n t  dénontré par  immuno-électrophorèse sa présence dans l e s  

expectora Lions bronchiques. En ou t re ,  e l l e  a ét6 i d e n t i f i é e  dans 

l a  sa l i -e  /M4SSON e t a l .  ( 165 ) ( 170)/et dans les s é c r é t i o n s  nasa le s ,  

l e s  larmes, la  b i l e ,  l e  suc pancréat ique,  l e s  séc ré t ions  & n i t a l e s  

e t  l ' u r i n e .  /MASSON e t  ~ 1 . ( ? 6 9 )  ; MtISSOX e t  HEXEYANS ( 1 6 7 ) / . ~ n  

peu plus t a r d ,  LOISILLIER e t  a l .  ( 159) ont  déniontré l a  présence dc 

l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e s  t i s s u s  sa ins  d 'o r ig ines  s a t r i q u e  e t  

colique. Sixult-tnément, PiO-iRIS@X e t  ALLEN (93 ) démontraient chez 

la Vache l a  présence de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e s  glandes 

s a l i v a i r e s  e t  lacr imales .  

1.1 Des l ac to t r a f i s f e r r ines  seules.- La l a r g e  r é p a r t i t i o n  des 



l a c t o t r a n s f e r r i n e s  pose l a  ques t ion  de l e u r  r ô l e  biologique 

dans I.'organisme. Celui-ci  n ' e s t  pas l i m i t é  a u  problème 

m t r i t i o n n e l  de l ' a p p o r t  du f e r  a u  Nouveau-né /vo i r  l a  

revue généra le  de SPIK ( 2 6 0 ) / . ~ è s  1960, MONTREUIL e t  a l .  

(191 ) émSt t a i e n t  1 'hypothèse d 'une a c t i v i t é  bac té r ios  t a -  

t ique .  Ces au teu r s  s e  référ r t ien t  aux travaux de SCINDE e t  CAROLI- 

NE (240) qu i  avaient  dSmontré l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  de la 

t r a m f e r r i n e  humaine par  son a c t i o n  f e r r i p r i v e  s u r  l a  

c ro issance  de  c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  qui  nécêss i t en t ,pour  s e  

développer, un mil ieu contenant du f e r  l i b r e .  

Cet te  a c t i v i t é  b a c t é r i o s t a t i q u e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

humaine f u t  démontrée i n  v i t r o  poar  Staphylococcuç aureus 

/ B U V C  ( 26 )/ e t  pour S taph~ lococcus  a l b ~  e t  Pseu.do.aonas 

aemginosa  /MASSOEJ e t  HEREI.L4XTS ( 167)/. ORAE e t  REITER ( 212) 

ont  expjr imenté sur E a c i l l u s  stearotherrnophilus e t  S a c i l l u s  

s u b s t i l i s  avec l e s  l a c t o t r a n s f e r r i ~ e s  des l a i t s  de Fcmne, de - 
Vache e t  de Chèvre. Ces glycoprotéines possèdent tou tes  une 

a c t i v i t é  b a c t é r i o s t a t i q u e  pourvu q u ' e l l e s  ne s o i e n t  que 

p a r t i e l l e m n t  s a t u w e s  en f e r .  S i  on a j o u t e  du f e r  f e r r e u x  

a u  mi l ieu  c e t t e  a c t i v i t é  e s t  supprimée. BULLEN e t  a l .  ( 32 ) 
ont  démontré ce même phénomène. La p r o l i f é r a t i o n  de Escherich.iz 

Coli. O III/B é t a i t  r a l e n t i e  Fr  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine - 4 
i s o l é e  e t  par  l e  l a i t  humain e t  l e  colostrum de Vache. Cet 

e f f e t  é t a i t  a b o l i  par l ' f lppsrt  de fer.Réceinrrient, HEITER e t  a l .  

( 232) ont  é t u d i é  de nouveau l l a c t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

du colostrum de Vache. Ces a u t e u r s  démontrent l e  r ô l e  jouE par 

l e  p H corne l ' a v a i e n t  s i g n a l é  BULLEN e t  a l .  ( 32 ) . b i s  i l s  

p réc i sen t  que s i  l e  mi l ieu  de c u l t u r e  d o i t  ê t r e  tamponné à 

un p B supé r i eu r  à 7 , 5 ,  l a  présence de bicarbonate de sodium 

e s t  indispensable  pour que l ' a c t i v i t é  bac tér ios ta t i .que  se 

manifeste.  Ces deux condit ions doivent  ê t r e  réunies.  De p lus ,  

la présence de ché la t eu r s ,  t e l s  que l e  c i t r a t e  de sodi.un, ayant 

une f o r t e  a f f i n i t j  pour l e '  f e r  supprime toute a c t i v i t é  bac té r ios -  

t a t ique .  Les au teu r s  expliquent  ce phénomène en admettant que l a  



bac t é r i e  u t i l i s e  plus facilement l e  f e r  complexé au c i t r a t e  

que l e  f e r  piégé par la l ac to t rans fe r r ine ,  

Cette a c t i v i t é  bactér ios ta t ique des l ac to t rans fe r r ines  

de diverses origines explique l e u r  présence dans l e s  sécré- 

t ions  externes. Dans l e  cas du l a i t  de Femme, l a  c inét ique 

de l a c t a t i on  iiccentue son rô l e  possible dans la défense du . 
t r a c tu s  d ige s t i f  de l ' en fan t .  Par contre,  l e  l a i t  Vache 

ne cont ient  que t r è s  peu de l ac to t rans fe r r ine .  M ~ i s  la  

présence d'une lactoperoxydase pourra i t  p a l l i e r  ce d é f i c i t .  

ORAM e t  HEITEZ ( 2 1 1 )  ont montré que des excrétions comme 

l e  l a i t  e t  l a  sa l ive  possédaient un pouvoir bactér ic ide  

important l i é  à l a  présence de peroxydese, d1H2 O2 e t  d'ions 

t e l s  que l e  th iocyanate . /~oir  HOGG e t  JAGO ( 115  )./ O r  l e  

l a i t  de Vache contient  un taux de lactoperoxydase plus 

é3.evé que l e  l a i t  humain /Voir la  revue de GOT (92 ) . / ~ a  

quant i té  excrétée e s t  maximle au @me jour après l e  vélage 

/KIBIWIER e t  KAYSdR ( 1  29 )/ puis diminue graduel lement pour 

a t t e indre  une concentration de 30 mg/litre dans l e  l a i t  

s t a b i l i s é . / ~ 0 ~ 1 ~  e t  SDRJKLER (225 )/. Il e s t  logique de 

penser que l ' a c t i v i tS  bac té r ios ta t ique  du l a i t  de Vache e s t  

supportée à l a  f o i s  par l a  lactoperoxydase e t  l a  lactot-nsfer- 

r ine  a l o r s  que dans l e  l a i t  huniain ce t t e  a c t i v i t é  e s t  pr inci -  

palement l i é e  au taux élevé de l ac to t rans fe r r ine .  L1ac t iv i t4  

i n h i b i t r i c e  de l a  lactoperoxydase pourra i t  expliquer sa 

présence dans d i f fë ren t s  t i s su s  excréteurs de l a  Vache  pl^^- 
RISON e t  a l .  (?  94 )./ 

2,- Des lac to t rans fe r r ines  associées aux anticorps.- Les résulta7 

de BULLUi e t  a l .  ( 32 ) sont à ce propos t r è s  significatifs. 

Ces auteurs démontrent que 1 ' a c t i v i t é  bactér ios tz t ique de 

la  lac to t rans fe r r ine  envers iC.Coli O III/B /H e s t  fortement 
4 2 

augmentée en psjsence d 'ant icorps  d i r igés  spécifiquement 

contre 3.Coli, On pouvait penser que l e s  e f f e t s  de l a  lacto-  - 

t r ans fe r r ine  e t  des ant icorps  é t a i e n t  add i t i f s .  O r ,  en  

sa tu ran t  l a  l ac to t rans fe r r ine  à 200 $ toute l ' a c t i v i t é  



i n h i b i t r i c e  disparar t .  Il semble donc q u ' i l  y a i t  une 

ac t ion  synergique dont l e  mécanisme e s t  actuellement 

inconnu. Cet e f f e t  bactér ios ta t ique l i é  à l a  f o i s  aux anticorps 

e t  à l a  l ac to t rans fe r r ine  a é t é  récemment confirmé par REITER 

e t  a l .  ( 232 ) . De plus d 'après SMITH -.. e t  a l .  ( 249 ) l a  l a c  to- 

t rans fe r r ine  formerait  déjh  des complexes avec l e s  Ig G dans . 
l e  l a i t  de Vache pendant la sécrét ion sèche. 

Cet te  revue t r è s  rapide su r  l e s  propr ié tés  des deux 

ïac to t rans fe r r ines  nous a pcxmis de mettre en lwnière leurs  

différences e t  l eurs  ressemblances. 

E l les  possèdent en co~mun,Le f a i t  d ' ê t r e  des glyco- 

protéines à caractSre basique e t  de posséder une masse moléculaire 

semblable bien que l e u r  conposition en glucides s o i t  t r è s  d i f férente .  

Par contre,  l eu r  a c t i v i t e  biologique e s t  identique. Dans l e  caare 

de l a  "naternisation" des l a i t s ,  ce point e s t  cap i ta l .  Qu'elle s o i t  

i so lée  du l a i t  humain ou du l a i t  de Vache, c e t t e  glycoprotéine 

possède toujours une a c t i v i t é  bactér ios ta t ique accentuée par l a  

présence d 'ant icorps  spécifiques de l a  bactér ie  étudiée.  

Le rale des laits dans l a  protect ion loca le  au ni- eau 

de l ' i n t e s t i n  du Nourrisson ou du Veau e s t  ce r tes  dQ en p r t i e  aux 

anticorps e t  à l a  l ac to t rans fe r r ine .  b i s  ce t t e  défense de l ' i n t e s t i n  

peut auss i  ê t r e  expliquée par la présence du lysozyme e t  du facteur  

ant i t rypsique ( e t  dans l e  l a i t  de F'errmo peut-être par des facteurs  

de croissance pour Jlactobac:illus b i f l i ) .  1,e premier lyse  l e s  

parois des bactér ies  e t  spécialement des baxtér ies  Gram-positives, 

Quant au second, son ac t i on  e s t  encore assez mal connue. Lcc 

ant icorps  e t  l a  l ac to t rans fe r r ine ,  pense-t-on, s e r a i en t  proté&s 

par son intermédiaire de l ' a c t i on  protéolytique des enzync, diges- 

t i b l e s .  CEANDAM e t  a l . (  46 ) ont compxré l e s  taux de lysozyme dans 

l e  l a i t  de Femme e t  l e  l a i t  de Vache. Ce dernier  en contient  3.000 f o i s  



moins que l e  l a i t  humain où on l e  trouve à une concentration de 

400 mg/litre. Par contre,  l e  taux de l ' i nh ib i t eu r  trypsique e s t  

plus élevé dans l e  l a i t  de Vache que dans l e  l a i t  de Feme. D'après 

LASKOWSKI e t  LASKO'JSKI ( 140 ) l a  concentration de ce t  inh ib i teur  

e s t  maximale dans l e  colostrum de Vache entre  l e  2ème e t  l e  3ème 

jour après l e  vélage. Il protégerai t  l e s  anticorps contre l ' a c t i v i t é  

protéolytique du l a i t  de Vache lui-même /WARNEX e t  POLIS (280)/ e t  

peut-être contre l e s  enzymes du t r ac tu s  i n t e s t i na l .  k e f f e t ,  llirnmu- 

n i sa t ion  passive chez l e  Veau e s t  en t o t a l i t é  apporté par l e  colostrum 

a l o r s  que chez l e  Nourrisson cel le-c i  l u i  e s t  transmis à t ravers  l e  

placenta (vo i r  p. 9 a t  10). 

Pour "materniuer" l e s  lai ts ,  il faudra i t  donc t e n i r  compte 

de tous ces com,~osés pris, d'une pa r t ,  séparément e t  d ' au t re  pa r t ,  

dans leur ensemble pour v é r i f i e r  l eu r  ac t ion  synergique éventuelle. 

E t  v u  l ' a c t i v i t é  bactér ios ta t ique de l a  l ac to t rans fe r r ine  de Vache, 

ce l l e -c i  pour ra i t ,  semble-t-il ,  remplacer l a  l ac to t rans fe r r ine  

humaine dans l 'a l imentat ion du Nouveau-né, s i ,  du moins, l e s  enzymes 

du tube d ige s t i f  du Hourrisson ne l a  dégradent pas. 





------------------------ 
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: M E T H O D E S .  
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--------------------: 



1. WHODES ANALYTIQUES. 

A - m-m t,v 

1 .- Composition cen t é s imle  en   lu ci des, 

La  composition centésimale en glucides a é t é  déterminée 

à l J a i d e  des méthodes suivantes t (voir  la  revue générale de MONTHRTIL 

e t  SPIK) (189 ). 

a - l e s  monosaccharides "neutresn,  par l a  méthode à l t o r c i n o l  

sul fur ique de TILLPWS e t  PHILI?PI (273 ), modifiee par  

RIMMGTW. ( 233) - 

b - Les osamines, par  la  méthode d' ELSON e t  KORGAN (74 ) 
modifiée par BELCHB e t  al. (77 ) après hydrolyse des 

composés par  l ' a c ide  chlorhydrique 4 N,  r e d i s t i l l é  e t  

exempt de f e r ,  à 100°C pendant 4 h. en tube s c e l l é  sous 

vide. 

c - l e s  acides s i a l i cues ,  par l a  méthode à la diphénylamine de 

WERNL3 e t  ODIN ( 283 ) 

2.- Com~osit ion molaire en ,clucides. 

a - Iden t i f i c a t i on  e t  r ~ ~ ~ o r t s  mofaires des oses "neutres" 

Les rapports molaires des "oses" neutres ont &té déterminés 

par deux techniques : 

- par chromatographie quant i ta t ive  s u r  papier, selon l e  mode 

opératoi re  d é c r i t  par MONTREUIL e t  al .  (190 ) . 
- par chromatographie en phase gazeuse de l eurs  dérivés 

tr imethylsi ly3és d'après l e  procédé de SWEELhY e t  a l .  (268 ) 
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mise au point  au Laboratoire pa r  FOURXE2 ( 8t ). 

Celles-ci  demandent une hydrolyse préalable ( H C ~  1 ,5  N; 

à 100°C; pendant i ,5 h ) su iv i e  d'une pur i f i ca t ion  s u r  rés ines  

échangemes de cations (~owex 50 x 8, "meshtl 25 - 50 ; forme 

ecide) e t  d'anions (Duolite A - 102 D; "meshtt 25 - 50 ; forme 

f ormiate) . 
b - Iden t i f i c a t i on  e t  rapports molaires des osamines; 

. -  -. ., 
C, .at ..L 

Y T 
c-- -_ -+- L,Ez.d, $,:::Les osamines l ibé rées  au préalable par une hydrolyse -.. - - "., J>': - 

chlorhydrique (4 N )  ont é t é  i den t i f i é e s  e t  dosées par  l e s  t r o i s  

méthodes suivantes : 

- méthode de désamination de GARDELL e t  a l . (  84 ). 

Désamination à chaud par la ninhydrine de l a  glucosamine e t  

de la  galactosamine, respectivement en arabinose, e t  en 

lyxose qui  sont aisément i den t i f i ab l e s  par chromatographie 

- méthode de chromato,-raphie su r  colonne de ZA3DELL ( 83 ) .  

Les osamines sont i den t i f i é e s  par chromatographie s u r  

colonnes d'échangeurs Oe cat ions  (~owex 50 x 8 ; "meshtt 

200 - 400 ) t l a  glucosamine e t  la  galsctosamine so:ît éluées 

par H C 1  0,3 N en deux f rac t ions  bien d i s t inc tes .  

- méthode chromatographique à 1'-4uto-amlyseu des  acides 

m i n é s  selon l e s  techniques employd~s pour l e  dosage de 

ces  derniers .  (p.78 ). 

c - Iden t i f i ca t ion  e t  rapports rùolaires simultanés des oses "l?eutri 

des osasines e t  52s scides  s ia l iques  : 

La composition molaire en nonosaccharides a é t é  déterminse 

après mkthanolyse sous forme de darivés t r i f  luoro-acé ty lés  

par chroiaatographie en phase gazeuse selon l a  &thode de 



ZANETTA - e t  a l .  ( 268 ) adaptée au Laboratoire par FOURNET ( O 4  

Les glycoprotéines é t a i en t  préalablement lavées psr des 

méla~ges  binaires  de C H C l  /CH OH dans l e s  rapports 2 : 1 
3 3 

puis 1 r 2 e t  enf in  par du riiéthanol seul .  Les glycopeptides 

é t a i en t  mé thanolysés directement. 

3.- Composition ~ o l a j r e  on x2ino-%cides. 

La  composition en acides aminés, à l ~ e x c l u s i o n  du trypto- 

phanne, e s t  déterminée après hydrolyse par HC1 5,6 N ,  redis-  

t i l l é ,  sous vide,  à 105OC pendmt 24 heures. Les consti tuants 

des hydrolysats son t  dosés, 

- s o i t  à 1'4uto-analyseur Tdchnicon selon l e  procedé général 

de PLEZ e t  MOXtIS (224 ) nodif i é e  par KONSIGW ( t 82 ) . 
- so i t  à l'Auto-analyseur BECDIm Multfchrom suivant l e  

principe général de SPACE-LW e t  al. ( 258) adaptée par 

ClfARZT e t  a l .  ( 48 )&  l t a m l y s e  simultanée des osani3es. 

b - Iden t i f i c a t i on  du t r m t o ~ h a n n e  : 

Le tryptophanne a é t é  i d e n t i f i é  se lon l e  proceae zppliqué 

par LIU e t  CFNT?G ( 158). L1kqvdrolyse des glycopeptides e s t  

effectuée par 1 'acide p. toluène su l f  onique en présence d'un 

dérivé indolique, l e  3 - (2 - amino é tkv l )  - indole, qui joue 

un r ô l e  de $roteetion vis-&-vis du tryptophanne, 

Le tryptophanne e s t  ensuite repéré à 1 lAuto-analyseur 

Multichrom BECIKKY. 11 e s t  élu6 après l'ammoniaque e t  avant 

l ' a rginine .  

c - Dosage du tryptophanne : 

Nous a v o x  u t i l i s é  La néthode spectrophotod tr ique de 

BENCZ e t  SCHPlfD ( 18). 



B - MEmODES ELECTROPHOPETIQUES 3 2  ISL~lU??OLOGT;Q.UR~ 

1 .- Electrophorèse en gélose. 

Mous avons analysé nos échanti l lons par l a  mtithode 

de micro-électrophorèse en gélose de GOfLDCD e t  a l .  ( 90 ) - Cette 

technique f u t  décr i t e  en d é t a i l  pa r  A N T O X  ( 4 ). 

2.- Imuno-électro3horè~>e en gélose.  

Les plaques de gélose sont souinises comme précédemment 

à un champ élect r ique.  Puis on f a i t  d i f fuser ,  l 'un vers  l ' au t r e ,  

lt échant i l lon analysé e t  l t  immunsérum correspondant (A;?TToHY) ( 4 ) 

3.- Technique d t  OUCRTERLORY - (214 ) . 
Dans c e t t e  méthode 1a diffus ion de l l é c k n t i l l o n  e t  de 

~-~mmunaérum a l i e u  sans éTectrophorèse préalable. 

Les électrophorèses en ge l  d'amidon hor izontal  sont 

r éa l i s ée s  suivant l e  procédé général de S~IITIiIES ( 254) avec l e  

tampon contenmt de lfurSe s o i t  à pH acide s o i t  à pH basique. 

a - gel dtamidûn à pH 3  EDE^ e t  PO'JLIK) ( 70 ). 

- tampon du gel  à pH 3 : HCOOE! 0,05 14 ; NaOH 0,01 N ; 

8 M urée. 

- tampon aux électrodes à pH 5 : HCOOH 0,2 M ; NaOE 0.08 N. 

b - gel d'amidon à pH 8,8 (COHEN e t  PORTER) (54 ) 

- tampon du ge l  à pH 8,8 : glycocolle 0,035 M ; NaüH 0,06 N ; 

8 M urée. 

- tampon aux électrodes à pH 8,2 : 3- BO O , j  14 ; NaûH 0,06 Pl 5 3 
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n n T - . : m . A . ~ - ; ~  - . ,xK~,~J y<\vrdd- <!<;:;;:.$F+qr 5 1 :, : +. $& 
L a  rni~Xt'i.'6~-8ë5'' ~c , . i a i t i l lons  s ' effectue  sous une tension 

de 5 volts/cn pendant 15 h. à 4' C. Après l lé lect rophorèse  l e  

ge l  e s t  immergé dans un colorant à ltAmido-schwartz puis dans 

plusieurs bains décolorants (acide acétique à 0 , ~ 2 ? )  

5.- Détemination du pHi de l a  lactotrctnsferrine. 

La dé temina t ion  du pHi a été  r éa l i s ée  par l a  méthode 

décr i t e  par VESTEFBERG e t  SVENSSOX (278 ) dans une colonne LKB, type 

8100. Le gradient  de pH e s t  é t a b l i  en u t i l i s a n t  des ampholytes synthé 

t iques ,  l e s  ampholinea (LKB). La ganzie de  pH s 'é tend de 3,5 à 10. 

La concentratio2 f i n a l e  des ampholytes e s t  de 1 $. La colonne e s t  

montée de la façon suivante : 

- Cathode en bas : - Bthylènediamine 0,A m l  ; eau d i s t i l l 6 ~  T A  m l  

saccharose 12  g. 

- Solution dense : - eau d i s t i l l é e  40,2 m l  ; saccharose 28 g ; 

ampholine 1 ,8 m l .  

- Solution lSgère : - amsholinc O,7 n1 ; solution-Gchantillon 10 m l  

(contenant 5 mg de proikir,e) eau d i s t i l l é e  

q.s.p.60 m l .  

Le gradient  de saccharose e s t  forme avec l ' appare i l  à 

gradient  (LKB) à raison de 1 m l  par minute. 

- Anode en haut : - acide phosphorique 0,1 m l  ; eau d i s t i l l é e  

I O  m l .  

L~é l ec t ro foca l i s a t i on  e s t  effectuée à 4 O  C sous une tension 

de 400 vo l t s  pendant des temps var iant  de 40 à 45 heures. La colonne 

e s t  ensuite vidée à La v i t e s se  de 56 m l  par heure, par f rac t ions  de 

2 m l .  La densi té  optique e s t  mesurée à 280 et  254 m. La mesure des 

pH rst effectuée avec un pH mètre Kadioaeter. 



C - DETI4RMINATION DES I4SSES MOLECULAIRES. 

Détemination de l a  masse moléculaire des glycopeptides. 

La masse moléculaire des glycopeptides a é t é  déterminé 

expérimentalement par t r o i s  procédés : 

- l e  premier, basé su la  l o i  de STOKES qui associe la constante 

de sédimentation e t  l e  volume spécifique p a r t i e l  de l ' é chan t i l l o  

- l e  second, sur l a  théorie de tamisage moléculaire. 

- l e  t r o i s i èae ,  sur l e  dosage des groupements N - terminaux des 

amino-acides. 

-Y A 

a - Application de l a  l o i  de STOKES (voir  la revue générale 

d'ELIAs (73 ). 

Nous avons a G l i q u é  l a  l o i  de STOKES selon laque l le  la mass 

moléculaire d'un com-osé peut ê t r e  de teminée  en u t i l i s a n t  l a  

formule $u iv&~te  : 

43 
N t nombre d'AVOGADRO ; 

V : volume spécifique p a r t i e l ,  calculé d'après la 

composition molaire. Le volume spécifique d'une 

molécule e s t  égal  à la moyenne des Vsp de s e s  

constituants. Les valeurs  des Vsp des acides amines 

ont é t é  précisées par  COHN e t  XDSALL ( 52 ) e t  co l les  

des oses par SQUIRE e t  al. ( 264 ) e t  BEZKOROVAIXY e t  

D 0 r n - i  ( 39 ). 
, : viscos i té  du solvant en poises 3 

e r densi té  du solvant ; 

S, r constante de sédimentation, exprimée en secondes, à 

20' C , pour une d i l u t i on  in f in ie .  



1 
b - Application du ta rn i ss~e  moléculai-re (vo i r  l a  revue générale de 

ANDRLWS) ( 3 ) . 
Mous avons u t i l i s é  une colonne (1 x 130 cm) de Bio-gel P6 

(100 - 200 mesh) s t a b i l i s é e  dans une solut ion de N a C l  0,14 M 

contenant 0,2 p.lOOO de 3aN3 Nous l 'avons étalonnée avec 

des composés gluéidiques i s o l é s  du l a i t  de Pemme par  GRQYJONPREZ 

(96 1- 

c - Dosage des =oupenents N - temiriaux : 

Les groupements N - termi.?aux des amino-acides son t  dosés 

selon l a  technique au f luoro-dini t ro  benzène de GHUYSEN e t  a l .  

( 86 ). Les dosages sont effectués  pax rapport à des témoins 

const i tués  par l e s  acides aminés dont la  posit ion N-terninale 

a é t é  préalablement déteminée par l ' app l ica t ion  des procédés 

déc r i t s  plus l o i n  (vo i r  p. 94 ). On élimine de c e t t e  manière, 

l a  cause dl e r reur  due aux dif férences  d ' absorbance molaire des 

DNP - amino - acides.  + y.-.. e:;:, 
% ,<.,; ::, -%eV<?'-; f* :k%.,::p-&* .,' z,, -:>-i- ï J  da+ r,... +.. ...., .. -.,j .!.: -<C.;.' * a  .,':$.a- '...' 
3-2, ?, x7 :,. ;,:?. ,, .. J,.L,:,:~> ,5:;;r;J!: 

Le dosage permet de précise$7?.e nomire ~ t ? ~ i t i ~ ~ r o m o l e s  do 

l ' a c ide  aminé N - terminal pour une masse connue sèche de 

glycopeptide. La masse moléculaire e s t  calculée en appliquant 

la formule 

pM : nombre de micromoles d'amino-acide 

N - terminal pour l e  poids P. 



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

a - 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 été étalonnée avec de la 

sérumalbumine, des IgG bovines et de la transferrine et 

de la lactotransferrine humaines. 

b - Electrophorèae 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 valeur du RF de 
chaque substance et le logarithme de sa masse moléculaire. 

(SHAPIRO et al. ) ( 245). 

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

déterminée à l'équilibre de sédimentation selon la méthode 

décrite par CHr,TXNK.A ( 51 ) . L1exp6rimentation a été réalisée 
,... , 

avec ltUltracentrifugeuse analytique B X C W M  modèle E. 

L'ultracentrifugation se déroulait à 20° C pendant 8 heures 

à 17 000 t/m. Nous avons utilisé la valeur du volume spéci- 

fique partiel (vap = 0,722) donnée par CXSTELLIXO et al.( 45 
L'échantillon était auparavant chromatographie5 sur une colorzl 

de Sephadex G - 100 (2 x 100 cm) peur éliminer les complexes 

de masse moléculaire élevée. 

I 

(*) - L'expérimentation a été réalisée par R,CACAM et J.P. 
DECOTTIGN IES . 

(**) - L1cxpérimentation a été réalisée par C.DUYIRE sou la reopon- 

sabilité du Docteur A, VlBBbXT. 



d - Dosage du f e r  : Nous avons a d m i s  que la lac to t rans fe r r ine  

sa turée  f i x e  deux atomes de f e r  par molécule. Le f e r  a é t é  

dosé par l a  méthode à l a  bathophénzntroline décr i t e  par 

SPIK ( 259). 

II. FRACTIOYY9mT DES EB~OGLOBULII~ES ET SEPARATION DES 

CH.4 II'1,ulS H ET L . 

1.- Chromatographie sur  colonne de Sephadex G 100. 

T$Y; <&? , F ~ m ~ ~  *$? j .'-- CT-? ( > ''J 
1 - '  L . . '.*-'" "' 

Les colonnes (6 x fpd cm ou 5 x 180 cm) de Sephadex 

O - 100 (40 - 1 2 0 p  ) sont  s t ab i l i s ée s  dans un tampon à pH 8 

(0,l M Tris ; 1 L"I NaC'1 ; HC1 concentré pour amener l e  pH à 8.) 

(GELOTTE e t  a l . )  ( 85 ). On in j ec t e  de 0,5 à 2 g de protéines 

+ , -aissoutes dans 10 à 20 m l  du même tampon à pH 8. On co l lec te  - 8 f:; .; - 
?,?--y.; ' deux f rac t ions  de 15 m l  par  heure. 

2.- C h r o m a t ~ ~ ~ c p h i e  siu' colonne de DE-4E - Se~hadex A - 5Q. 

'* -hr- 
= .y-., 

- .-]II ;,;$, La UEAE - Sephadex (colonne de 3 x 40 cm ou 3 x 20 cm) 
$E..!,& & ,.,T .; 
" e $ t * ~ % a b i l i s é e  dans un tampon de phosphate de s o d i w  0,02 M 

à pH 8. Les substances retenues sont  Qluées par un tampon de 

phosphate de sodium O,37 M à pH 4,5 (FABEY e t  al.) ( 76 ) ; 

(NURPHY e t  a l . )  (200 ). 

3.-  Chrornato,~rachie s u r  colonne de SE - Se~badex C 

La SE - Sephadex C - 50 (colonne de 3 x 40 cm ou 3 x 20 cm: 

e s t  s t a b i l i s é e  dans un tampon d tac6 ta te  de sodium 0,01 K à pH 5 , 5 ,  

Les suùutn.nces sbnt éluées par deux gradients ; l 'un,  discontinu, 

le  0,02 N à u,U4 M en r-cetate de sodium à pH 5 , 5 ,  l ' au t r e ,  

continu de O,O4 i~l à 1 M en acé ta te  de sodium à pH 5,5. 



B - SEPARATION DBS CHIIlNXS H ET L. 

Nous avons u t i l i s é  deux techniques. Dans la  première, 

l e s  ponts d isulfures  sont rompus puis bloqués avant la séparation 

des chaînes H e t  L. Dans l a  seconde, l a  séparation des chaînes 

a - Rupture des ponts d isulfures  e t  blocape à lliodo-acétanide. 

Nous avons u t i l i s é  la  néthode dlEDSLMI\JT e t  a l .  ( 69 ). 500 ;, 

dfIgG1 sont dissous dans 17 m l  d'un tsmpon à pH 8 dégaz6 (0.15 M 

T r i s  ; 0,15 M NaCl ; 0,002 M EDTA). L'ensemble e s t  niis sous 

coumnt d'azote pendant 1 heure à 20° C. Puis on a joute  du - B 
mercapto - Éthanol pour ob ten i r  une concentration de 0,3 M. De 

nouveau, l a  so lu t ion  e s t  abandonné pendant 1 heure à 20' C 

sous courant d'azote. Le milieu réactionnel e s t  ensui te  r e f r o i d i  

B O0 C avant d'y a jou te r  de l l i odo  - acétamide ? O u r  obtenir  une 

concentration de 0,6 M. Le.?H e s t  maintenu à 8 avec de l a  

triéthylanîize. AprBs 30 mn de contact, on v é r i f i e  l 'absence de 

groupement t h i o l  par l e  r éac t i f  au nitroprussiaxe (m61ange de 

n i t r op rus s i s t e  2 1 $ e t  d*amnoniaque 2 N - v/v) avant de mettre 

l a  solut ion en dialyse contre de l 'eau d i s t i l l é e .  

b - Chromatographie sur colonno de Sephadex G-100 (FLEISCBI~N 

e t  a l=  ( 79 ) ( ~ i g .  34 $2. 141) 7 

La colonne (4 x 120 cm) de Sephadex G-100 e s t  s t a b i l i s é e  

dans une so lu t ion  d'acide propionique N. Avant de déposer.11écha3- 

t i l l o n  dtIgGI dont l e s  ponts d i su l fu res  ont é t é  rompus e t  bloqués 

ce lu i -c i  e s t  dialysé contre de l 'eau d i s t i l l e e  puis contre de 

l ' ac ide  propionique N. 

L'éluat de la  colonne e s t  récuperé par f r ac t i on  de 7 m l  



à raison de 2 f ract ions  par heure. 

2.- Protocole N0II (rupture - séparation - blocage) 

Rupture des ponts d isulfures .  

Nous avons u t i l i s é  l a  technique de GRANT e t  al. ( 94 ) 
que nous avons légèrement nodif iée .  Les IgGl Sta ient  dissoutes 

dans un tarnpon h pH 8 (au l i e u  de pH 8,6) ( ~ r i u  - RC1 : O,?  M) 

à ra ison de 30 mg/ml. La ruptEe des ponts d isulfures  é t a i t  

r é a l i s ée  avec du - mercapto - éthanol (au l i e u  du d i th io -  

t h r é i t o l )  à ra ison de '/O 3 pour IO m l  de solution.  Après 

1 heure de réact ion à 2S0 C,  la so lu t ion  é t a i t  dialysée contre 

de l ' ac ide  formique 0,1 N (au lieu d'acide acétique N )  pendant 

1 à 2 heures. 

b - Séparation des chaînrs H e t  L ( ~ i ~ .  35 p. 143) 

Après rupture des ponts d i su l fu res ,  l a  solut ion é t a i t  

chromatographiée sur  une colonne (5 x 100 cm) de Bio-gel 

P 150 s t -zbi l isée  dans de l ' a c ide  formique 0,1 N. L1éluat  

é t a i t  récupSré psr f r ac t i on  de 10  m l  à une csdence de 3 fractioa 
>- .\, . !i.) ;* r . -  - .- - . -;-A + {,kiL 

par heure. . ,  t i i l L  . --. 

Les chaînes L récupérées %près la chromatographie s u r  

Bio-gel P 150 é ta ien t  de nouveau sounises à une réduction 

avant.de bloquer les  groupements th io l s .  Nous avons s u i v i  l e  

protocole de GALL e t  a l .  ( 8 2 -  ) d é c r i t  page 88,àla différence 

que nous avons u t i l i s é  lliodo-acétamj.de au l i e u  dz 

1' éthylène - b i n e .  



&&]i ,$ 

gy'- 
q*!.74-Y 
y=. l%':&&[~~ 

,1C&:!- 
. lT3THODZS SEUTIVES A LtISOLT?#%iTT DES GLYCOPEPTIDSS . 

Nous avons appliqué, dans ses  pandes l ignes ,  l e  procédé 

que YANISHINA e t  NAKIMO ( 287 ) ont appliqué à l'ovalbumine en apportant ,  

tou te fo i s ,  l e s  t r o i s  modifications suivantes (MONSIGNY) ( 182) ; (SPIK) 

( 259) ; (SPIK e t  a l . )  (261) 

- abandon de la solut ion boratée,  employée par l e s  auteurs pour 

tamponner l e s  hydrolysats e t  s t a b i l i s a t i o n  du pH à l ' a i de  dlün 

pH - s t a t  ; 

- f i xa t i on  de l ' a c ide  t r ichloracét ique,  u t i l i s é  pour pu r i f i e r  

l e s  hyd ro ly~a to ,  par un échmgeur d 'anions,  en remplacenent 

ic l ï e x t n c t i o n  par l t d t h c r  sulfurique qui provoque des pertes 

sensibles  de rendement en glyco-eptides; 

- l ' app l ica t ion  dc 4 hydrolyses pronasiques successives mêae 

lorsque l a  conso;nniation de soude devient nu l le  à p a r t i r  du jème 

hydrolysat. Zn e f f e t ,  la l i bé r a t i on  des  derniers amino-acides 

au voisin-ge OE l a  l i a i son  g l y c o n ~ ~ :  %$i$@ n1~=?traZqe plus de  
- & 4.4.- r-., >Y'<', .cl - * . - :**, ,"; -.& y++,* 

oonsomma t ion de soude perceptible ."" - -  L?- mm 4 ~ 
- -.- = ,,. ,', c,;  

La pronase u t i l i s é e  provenait de l a  firme CALBIOCHEIli. 

'"' .-,.% > , 
*- & :?:, ' v 

%+ ; k -,:.; < !&; 
4. + ?&- L. Pour ob ten i r  l e s  glycopeptides chymotrypsiques e t  

trypsiques des glycoprotéines, nous avons s u i v i  l e s  étapes suivantes : 

- rupture des ponts d isulfures  e t  blocage des groupements th fo l s  

par 116thylène-imine; 



- isolement par chronatogaphie su r  

papiêr 3 

- fractionnement par électrophorèse en veine l iqu ide  ou sur 

papier ' 

1.- Coupure d e s  ponts d i su l fu res  e t  blocage à I 'Sthylèae-inine. 

Les porits d isulfures  ont é t é  rédui ts  puis bloyrés selon 

l a  méthode de GALL e t  a l .  ( 82 ). Le miliei: réact ionnel ,  tamponné 

à pH 8,5, possédait l a  composition suivante : 

T r i s  : l , 5  M ; Urée : 8 M ; E.C.T.A.: 0,003 PI ; HHC1 12 N 

q.s.p. O ' - n i r  un pH de 8,5. 

La solut ion tangonnée é t a i t  dégazée puis mise sous courant 

d 'azote avant d'y in t roduire  un poids de protides pour obtenir  une 

:oncentration de 5 (p/v).  Après dissolut ion de ceux-ci, du 2 - 
mercapto - éthanol é t a i t  additionné en plusieurs f o i s  par pe t i t e s  

f rac t ions .  La quanti té de ce lu i -c i  à a jou te r  au milieu résction- 

ne1 é t a i t  déteminée en tenant ccmpte de l a  masse molaire de la 

glycoprotéine e t  du nombre de groupements th io l s  par  mole. Le 

r é s u l t a t  é t a i t  e ssu i te  mul t ip l i é  par 10. 

Les protéines r e s t a i e n t  24 h. en présence de l ' agen t  réduc- 

teur.  Les groupements t h io l s  l i bé r é s  a i n s i  que l 'excès  du 2 - ner- 

capto - éthanol é t a i en t  bloqués avec de l 'éthylène - imine. Celle-ci 

é t a i t  a joutée  par pe t i t e s  f r ac t i ons  deux f o i s  en excès 221 rapport 

à la quanti@ de 2 - aercapto - éthanol i2trodui.t. La  rsclction 

é t a i t  porirsuivie durant 24 h. Pendant c e t t e  durée, l e  pH é t a i t  

maintenu à une valeur ae 8,5. Quand l a  réaction au  n i t ropruss ia te  

ammoniacal (p. 85 ) é t a i t  négative la solut ion de protéine É t a i t  

mise en dia lyse  pendat 8 jours en rem?laçant 1' eau d i s t i l l é e  

toutes l e s  24 h. La so lu t ion  dia lysée  é t a i t  a l o r s  s o i t  lyophi l isée ,  

s o i t  dilil8cl nour obtenir  une con cent ratio^ 8- 0-6 $ en protoine. 



Une var i sn te  de ce procédé de rupture des ponts d isulfures  

a é t é  u t i l i s é e .  Deux conditions de la  réact ion ont é té  modifiées : 

- concentration en uréa : 4,6 FI au l i e u  de 8 N. 

- temps de contaot avec l 'agent rSducteur : 4 h. au l i e u  de 24 h. 

&& 
Q Q Q $ ~ ~ l l q h . a ~ O n  appel3 e r a  reopectiveaent : r u ~ t i l r e  1 e t  r u ~ t u r e  II ces 

-A'- 
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aeux modès d 'opératoires.  

2 .- Hydrolyse wr l a  ch'nnotrvpsine (sXYTH) (255 ) . 
Après rupture des ponts d i su l fu res  e t  blocage des 

groupements t h io l s  par 1 'éthylène -imine 1 es g l~cop ro t é  ines 6 t a i e n t  

so lub i l i sées  dans de l ' eau  d i s t i l l é e  pour obtenir  une concentration ,.,,, 
..: . 

de 0,5 F. La température e t  l e  pH é t a i en t  maintenus constants pendan%' ""' 
l 'hyqrolyse : l a  température à 3 7 O  C par  un bain t5errnostaté e t  l e  pH 

à 8,5 psr  addi t ion d'~t;rimoniaque 1 N. Trois  addit ions successives de 

chymotrypsine (*), active@ d m s  une so lu t i on  d1ac6tata de calcium 

O,OIR, é ta ien t  r éa l i s ée s  toutes l e s  4 heures. Chacune des deux premières 

représentaient  1 % ou 1 1.50 ( P / ~ )  du subs t r a t  e t  la derniêre 1 p.50 

ou 1 p. 25. L 'hydrolyse é t a i t  poürsuivie pendant 24 heures. L 'hydrolysat 

é t a i t  ensuite congelé e t  lyophi l iss .  

3 .- hydrolyse trjrpsique (SMYTH) ( 255 ) . 
Le protocole é t a i t  identique à ce lu i  employé l o r s  de 

llhs.drolyse par la chymotrypsine. L'hydrolyse é t a i t  effectuée sur l e s  

glycoprotéines ap r j s  avo i r  rompu l e s  ponts d isulfures  par l e  2 - 
nercapto - éthanol e t  l e s  avoir  bloqués par  l'éthylène-imine. Le pH 

é t a i t  maintenu à 8. Les deux premières addi t ions  de trypsine (**) 
représentaient  1 /50 du subs t ra t  e t  la derniSre 1/25 (p/p) .L 'hydkolyse 

( *  - L1 ci chymotrypsine (3 - 4 - 4 - 5)  du pancréas de boeuf provenait 

de la firme Miles - Seravac (na de code : 36 - 112). 

(**) - Trypsine du pancréas de boeuf (3 - 4 - 4 - 4) obtenue de l a  

firme Seravau (no de code : 36 - 555). 
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é t a l t  prolonge a pendant 24 lheure s. 

4.- Pur i f icat ion des glycopeptides. 

a - Chro~nsto;~phie  sur ge l  de Sephadex G 50. 5 g de l'hydrolysat 

ê t a i en t  dissous dans envircn 30 à 40 ml d'eau d i s t i l l é e .  Le 

pH é t a i t  n jus té  à. 7,943 cvzc iie l'ammoniaque. La suspension 

0 b t 3 ~ u ~  é t a i t  centrifugé.  Le surmgeant (environ 40 m l )  é t a i t  

c>romatographi4 sur une colonne ( 5  x 120 crri) de ge l  de Yephadex 

G 50 (40 - 1 2 0 ~ )  s t a b i l i s e e  dans une so lu t ion  d 'acétatu d1a3- 

moniuïn 0,01 M. Les glycopeptides é t a i en t  r e p é s s  dans lv61ua t  

*Iz> -* par % . - - ,  la méthode .$~ilUBOIS e t  a l .  ( 67 ) . 
< (  Pzb?,:-i: x-?lc,7- =+ '7. -. . I  - 
, 7 , ;  r.. i .&?;tfi8!- 1 .' .? 

. * 
b - ~hromato.&aphie s% 'gel de Sephadex G 25. Les glycopeptides 

pur i f i és  s u r  une colonne de gel de Sephadex G 50 (40 - 1 2 0 ~ )  

é t a i en t  dessalés sur une colonne (3 x 140) de ge l  de Sephadex 

G 25 (40 - 120f i t ab i l i s ée  dans de l ' eau  d i s t i l l é e .  

c - Chromatogza~hie p r émrs t i ve  su r  papier. 

LES glycopeptides pur i f i és  s u r  gzl  de Sephadex G 50 

e t  dessalds s u r  ge l  de Seghadex G 25 sont s o m i s  à une chrom- 

tographie prépzrative sur papier \thatman n03 dans l e  systène 

solve.nt de PARTRTCGl.4 (216 ) (n-butanol, acide acétique, eau ; 

4 - 1 -  5 )  pour él iminer l e s  nonbreux peptides qui sou i l l en t  

l e s  préparations. Les glycopeptides é t a i en t  repérés par le  

r éac t i f  de M O N T G O W Y  e t  WU ( 183) e t  é lués  de la f e u i l l e  de 

papier avec de l 'eau d i s t i l l é e .  
, , ". 9 , :  - , . , , . ; . . - I. ,.a -.. - '.lr-:e, & :H,<.... - c . t -  :+: . L17... \;.:~.y;T:?k: ::., :..1:2; y;;;:.2;:c~:2. ,:?:~:.,,$f.. :;-$R:xï;+,,. <$?:;,[5g2i.. ;,;.,g$- ;;?!+ftp:?-;;;:< - !,pi ,,. 
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-:;),..-+b Fractionnement des ~l?rcooept ides .  

Les glycopeptides obtenus par chrom-it~~gmpfiie pr6parative 

sur papier é t a i en t  fractionnés par électrophorèse en vsine 

liquide. L'appareil u t i l i s é  était du type ELPHOR - VAP II. 
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La cham3re é t a i t  remplie d'une so lu t ion  d 'acide acétique- ~/2.-~e- 

f i lm de l iquide s 'écoulai t  à un déb i t  de 120 ml/h. Les compartiments 

des é lect rodes  é t a i en t  remplis avec de l ' ac ide  acétique N. La 

température é t s i t ,  s t a b i l i s é e  e t  maintenue B 7O C. La chambre é t a i t  

ensuite s o u i s î  &, *me tension d e  1 700 vol ts .  L'ampèremétre indiquai t  

a l o r s  lune i n t m s i t a  de 110 m4. 30 mg de glycoseptides é t a i e n t  dissous 

dans 1 m l  dlacidz ac6tique N/Z. LIEehanti l lon é t a i t  i n j ec t é  t r k s  

lententent (1 iiil/heure) ail ?Cr?z po i r t  ?Lfinjec.tion (comptd 2 p a r t i r  

de l1 mode).  Après l1 él?ctrophacèse l e s  f rac t ions  glycopeptides 

é t s i e n t  repérdes par l e  réac t i f  de DUBOIS e t  a l .  ( 67 ). 

Dans cer ta ines  expériences 1161ectrophorèse en v i i n e  l iquide 

é t a i t  re3placée par une 6lectrophorèse prépa=tive s u r  papier à pH 

3,9  cians l e  taapon de MICHL ( 179 ) (pyridine : 7,5 m l  ; acide acétioue 

25 m l  ; eeu q.s.p : 1000 ml) ou Èt pR 2,4 dans une solut ion d 'scidr 

acétique 5 N (12 volts/cn - p n d a n t  4 h.) 

Apr5s 1% réaction dlEDXAN, nous avons i s o l é  l e  PTH - m i n o  - 
acide glycanne dérivs. Nous l'avons soumis à une hydrolyse p a r t i e l l e  

( R C ~  1 ,5 N ; 1 ,5 heure ; 1 00° C )  . Puis une électrophorèse à pH 3 , 9  
(KICHL) ( 179) s u r  papier Arches n0304 a permis l l i solement  de divers  

comsosés. L ' u t i l i s a t  ion d'acide chlorhydrique ( R C ~  4 N ; 4 heures ; 

100° C e t  de soude ( N ~ O H  0 , l  ?? ; 10 heures ; 120° C) (VAN ORDEN e t  

CSRPDJTEF,) ( 277) nous a p r m i s  de déterminer l eu r  composition. 

Nous avons sournis l e s  g lycopp t ide s  à une hydsolyse ehlorhy- 



drique p a r t i e l l e  se lon l u  procCd6 dl-DAM - CHOSSON ( 1 ). Puis l e s  

,divers consti tuants fu ren t  séparés par é l ec  trop3orèse à pH 3,9 ,  (~TCCSL) 

(179 ). La f rac t ion ,  correspondante au point d'attitche lui-même, cot  

pu r i f i&  par une chromato,.;raphie de 72 heures s u r  papier Placherey~Nagel 

807 dans l e  système solvant de PARTRIDG2 (276). L t  analyse de ce 

composé pur i f i é  f u t  r 6a l i s é  à l 'auto-analyseur Technicon après une 

hydrolyse préalable ( H C ~  5*6 N ; 1 0 O 0  C ; 24 heures). Le pouvoir 

réducteur de ce composé, correspondant au point  d'aetsche e s t  déterminé 

mr  l a  DG thodo au f e r r i c y ~ n u r e  de PmK e t  JOKNSON ( 2 15 ) . 

Nous avons f a i t  a g i r  l a  soilàe O,? N en pr6sence de 

borohydmm de sodium(3 jours à 20" c)après l ' avo i r  amidé selon 

Le protocole de SOKOLOVSKY e t  a l .  ( 256) résumé ci-dessous : 

Ensuite, nous avons analysé l e s  produits obtenus à l 'auto- 

analyseur Technicon, après une hydrolyse ?réalable ( H C ~  5,6 B ; 24 h.; 

105" c.) 

La r e c h e r ~ h e  des l i a i sonsaes te r  "a é t é  effectuée par 

ac t ion  de  la soude 8 i luée  pendant des temps t r è s  courts  ( N ~ O E  0,1 N ; 

100° C ; 5 à 10mn.) 



A - ;II)EiVTIFICBTION fE3 ACID3S AXINES C - TERXINAVX. 

Pour i i i en t i f i e r  l e s  acides aminés en posi t ion C - terninale 

no= les  avoni 1 i34ré i  dg 1% c h a h  -peptidique s o i t  par llhydrazine 

anhydre s o i t  par la c~rboxypeptidrsse A. 

1 .- Méthode d 'hyd~azinolyse.  

yJ*.,+~~J*l 
7 ,  

,q ; - :;,, >!.= > 
..-- : , 4 

L'anino-acide C - terminal e s t  détaché de l a  chaîne 
;.',: ..,< 

polyseptidique par l lhydrszine  anhydre selon l a  méthode dtAKABORI 

e t  a l .  (2 ) ( * ) .  Il ne s u b i t  aucune modification contrairement aux - 
amino-acides non C - terminaux. On obt ient  delx  f rac t ions  gluées 

d'une colonne d1.9mberlite IRC - 50, l t une  à l 'eau ( f ract ior ,  I), 

l ' a u t r e  ( f rac t ion  l l f p a r  un tampon d'acétate d l a m m o n ~ ~ i ) ~  -*: 2 ., Y-, LLLL 44 . 
- .  .. *>, .:; 

LLOZA e t  a l , )  ( 61 ). .KA 2 ' -1 . Y  
m +,$> 
, . 

2.- Hydrolyse par l a  carboxypeptidase A 

La carboxypeptidose A (ZC 3.4.2.1 . ) , fournie par la  firme 

WORTRINGTOH; l i bè r e  l e s  acides ;l.rninés s i t u é s  en posit ion C - 
terminale d'une chsîne peptidique L l 'exception de l a  proline,  

de la lysine e t  de l t a rg in ine .  E l le  e s t  préalablenent t r a i t d e  

par l e  DIFP (di-isopropyl f luoro  phosphate) pour inhiber l e s  

t races  de trypsine e t  de  chymotzypsine sou i l l an t  l e s  prépar&- 

t ions  . 
Hode o p h a t o i r e  : 

1 de glycopegtide e t  0,5 M de norleucine (témoin CI 
in te rne)  sont dissoutes dans 2 m l  de taapon bicarbonate O,? M 

de pl3 8,5. La carboxypeptidase A e s t  a lo r s  a joutée  (E/S = 1 : 50j 

à la solution.  On r é a l i s e  une cinétique en  effectuant  des 

prél6vements de 200113 qui  sont  im6diatement ac id i f i é s  par  de 
----------------------------------i-------------------------------- 

(*) - Hydrazine anhydre obtenue selon l e  procédé de KUSAMA (139) 
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l ' a c ide  acetique puis éongzlés. Les acides aminés l ibé rés  

sont  ensuite analysés à l 'auto-analyseur B E C K M  Multichron. 

Les acides  aminés N - terminaux ont é t é  déterminés par 

t r o i s  techniques : l a  méthode des DRP - mino-acides de SANGER 

( 239); l a  m6thode des DANSYL - amino-acides de GRAY e t  HARTLZY 

( 95 ) e t  l a  rnzthode dlED?lQT. 

1 .- Methode dos  DNP - ~trniiio-sciB;s. 

Le principe e s t  fondé sur  l a  formatiori ues dérivés d in i t ro -  

phénylés. La technique f u t  décr i t e  par BISXRIE e t  al. ( 22 ) . 3 l l e  

a é t é  appliquée par kClJSIGNY ( 782 ) aux glycopeptides. 

Après dinitrophénylation,  l e  DNP - glycogeptide est 

p u r i f i é  p a r  extract ion à l ' é ther .  Ce dGrivé contenu dans l a  phase 

aqueuse e s t  ensui te  hydrolysé ( H C ~  5,6 N ; à 105" C ;  pendant 16 h.) 

L'hydrolysat e s t  di lué puis  l e s  D N P arnino-acides sont  e x t r a i t s  

p r  l ' é t he r .  La  phttse orgariiqur contient  Zes D N P - anino-acides 

éthéro-solubles e t  la phase aqueuse l e s  D B P - amino-acihs 

hydrosolubles e t  l e s  acides aminés non nodifiés.  Les D F4 P - 
amino-acides sont ensui te  i den t i f i é s  par c h r ~ n a t o ~ p a p h i e  bi-dimen- 

tion3elle su r  papier. 

2.- Méthode des D-?TSYL - amino-acides. 

Nous avons u t i l i s é  la méthode de HARTI.EX ( 109 ) . Le 

chlorure de dansyl (1 - dimé thy l  - amino - 5 - naphtalène sulfonyl) 

(IBS c l )  réag i t  avec l e  groupernent NH2 de l ' a c ide  aminé - N - 
terminal. Cet acide aminé dansylé e s t  ensui te  i den t i f i é  par chroma- 

to-phie su r  couche mince après une hydrolyse préalable des 

l i a i sons  peptidiques. 
3 

a - Dansylation. 

5 n M de glycopeptide sont dissoutes dans 1Op d t m e  



so lu t ion  de bicarbonate de sodiwn 0,2 M k pH 9,S. L'ensemble 

e s t  évaporé à s i c c i t é  e t  l e  résidu e s t  r ep r i s  par 10 pl d'eau 

b i d i s t i l l é e  auxquelles on a joute  10fll d'une so lu t ion  acétonique 

de DNS C l  (2,5 mg/&). Le tube e s t  bouché avec une f e u i l l e  de 

p p i e r  paraffiné e t  l a  réac t ion  e s t  poursuivie pendant 1 heure 

à 37" c. 

La solut ion e s t  ensui te  évapozée à sec e t  l e  glycopeptide 

e s t  hydrolysé par 50 pl de A C 1  5,6 N à 105' C pendant 16 heures. 

L1hydrolysat e s t  séché e t  l e s  dansyl - amino - acides sont ex t r a i t s  

par 2 f o i s  25 pl d 'acéta te  d lé thy l  sa tu ré  d'eau. Le DNS A r g ,  les 

& e t  & DNS Lys e t  l e  DNS H i s  sont e x t r a i t s  par un mélange acide 

acétique - acétoge ( 3  : 2 ; v/v.). 

b - IdentificatLon des dansyl - amino - acides . 
L.'%X3Les dansyl - m i n o  - acides sont séparés grâce à l a  

.,-Fe. 

chromtografi\ie bidimentioncelle sur couche mince de polyamide 

( 5  x 5 crn) . La première migration e s t  effectuée dans de HCOOH 

1,5 $ (v/v), l a  deuxième, sprès  s é c h s p  de l a  plaque, dans l e  

d l a n p  benzène - acide acétique (9 : 1 ; v/v.). Grsce à l eur  

fluorescence en luiniore UV, l e s  dmsyl  - m i n o  -acifies sont 

i den t i f i é s  par compraison avec une ce r t e  "téinoiiltf e t  à l ' a i de  

de t é  moins internes.  

3.-  Héthde des P!Mi - amino - acides. 

Ce pocédé e s t  fondé s u r  l e  principe de l a  dégradation 

récurrente dtkDP:IAN. L'amino-acide N - terminal e s t  détaché de 

la chaîne polypeptidique sous f o r n ~  de phénylthiohyd_rntorne (PTH). 

On p u t ,  à la f o i s  : 

- doser l e s  amino - acides avant e t  après c e t t e  réaction 

d131DFM (KOEIGSBBN e t  HILL) ( 135 ) ; (LLGHT e t  GREENBBG) 

(154 ). 

- e t  i d e n t i f i e r  l e  P T R - amino - acide l i b é r é  (voir  l a  dé- 

termination de séquence peptidique page 97, pour les détail8 



techniques) . 

Nous avons u t i l i s é  la  &thode récurrente  dlXDHAN. Apsos 

chaque cycle, nous avons d6tenriiné l 'acide aMn6 N - terminal, 

s o i t  : 

- par i den t i f i c a t i on  du P T R ainino - acide l i bé ré ,  

- s o i t ,  p r  analyse du peptide rés iduel  (méthode sous t l a c t i ve ) ,  

Le protocole u t i l i s é  e s t  ce lu i  m i s  au point  par HAN e t  a l .  

(905 1. 

2pK de glycopeptide sont dissoutes dans 400 ~1 de tampon 

n - propanol /eau/ diméthylallylmine (15 : 10 t 1,2) (v/v) 

ajus.Eé à pH 9,5 par de 1' acide t r i f luoroacét ique.  On ajoute  10 pl 
de phé,iylisothiocyanate. L a  réaction e s t  ef fectuée sous atmosphk~e 

d'azote, à 50° C ,  pendant-40 m. Le tube e s t  a g i t 6  toutes les 5 a. 

On contr3le l ' e f f i c a c i t é  du couplage en r e f r o i d b s a n t  sous 

euu froide.  Le phénylisothiocyanats en excès d o i t  a l o r s  précipi ter .  

Dans l e  cas con t la i re ,  on reconir,ence la réact ion de couplage 

gendant 20 an en aj oukant 5p de phsnylisothiocyanate. 

Après ce t t e  étape,  l e s  phénylthiourées son t  éliminees par 

extract ion au benzene (7 f o i s  1 al). Le r e s t e  e s t  séché sous 

courant d'azote. Pour par fa i re  l e  séchage, quelques gouttes 

d 'hcétate d'éthyle sont ajoutées puis évaporées sous azote. Le 

tube à réaction e s t  ensuite placC dans un dessicatour sur 'P2  O?, 

à 60° C , 30~1s vide, pendant 30 nin pour: obtenir  un résidu rigou- 

reusement sec  a f i n  d 'ef fectuer  la r sàc t ion  de clivage. 

Le rés idu e s t  dissous par ag i t a t i on  dens 150p d'acide 



t r i f luoroacét ique anhydre e t  m i s  sous atmosphère d'azote. La  

réact ion de clivage e s t  poursuivie pendant 7 mn à 50° C. L'acide 

e s t  ensui te  éliminé par un coumnt d'azote. La thiazolinone e s t  

ex t r a i t e  par t r o i s  f o i s  2 n l  d f8 the r  sans peroxyde renfermant 

0,1 $ de d i th ioery thr i to l .  Le peptide rés idue l  e s t  séché su r  KOH 

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

3 - Etape de conversion. 

La phase éthérée es t  séchée. L'étape de conversion de la  

thiazolinone e s t  effectuée par 2 0 0 ~ 1  d'acide chlorhydrique N, à 

80' C ,  pendant 10 an,  sous atmosphère d'azote. Le P T H amino- 

acide formé e s t  e x t r a i t  par 2 fois  1 m l  d ' acé ta te  d 'éthyle.  

4 - Iden t i f i ca t ion  des P T H amino - ac j  des. 

Après ex t rac t ion  la phase o r s n i c p e  contenmt l e s  P T H 

dérivés e s t  sschée sous courant d'azote eB r e p r i s  par 20  d'acéta. 

t e  d'é2ahyle. 

Les P T H amino -acides sont séparés par ch romtç~rnph ie  

s u r  couchr mince de ge l  de s i l i c e  60 F 254 . Les chromatoplaques 

de 0,25 m d'épaisseur sont  fournies par la  firme F-ERCK. Nous avons 

u t i l i s é  deux systèrues solvant : 

Système H, (EDPL~N e t  BZG) ( 7 1  ) 

- chlorure d'éthylène bO m l  ; acide acétique 14 m l .  

Système 6 modifié (KAN e t  a l . )  ( 105 ). 

- acéta te  de butyle  '37 m i  ; eau j m i .  

Après ag i t a t i on  on l a i s s e  décanter pendant une nui t .  

La phase supérieure e s t  r e c u e i l l i e  e t  on y a jou te  4 m l  da fommide  

Q* 4 m l  d'acide propionique. 

L' ident i f ica t ion des P T R - amino - acides e s t  réz l i sée  

grâce à des témoins latéraux.  
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A - î'BTEfYLATION DdS G1,YCOPZPTDNS E!? DES OLlGOSACCHARlDES (*) . 
Au Laboratoire ,FOUNNhT ( 81 ) a f a i t  m e  étude c r i t i q u î  

des d i f f4 ren t s  procéd6s de n é t h j k t i o n .  Les méthodes de KUHN e t  al. 

(137 ) e t  de HAKOî4ORI ( 102) se sont révélées ê t r e  l e s  p las  efficace:  

L a  première, car moins drast ique,  es t  particulièrement recommmdé 

pour des oligosaccharides possédant un monosaccharide terminal 

réducteur. Pour n6 tkiyler nos glycopeptides e t  nos oligosaccharides 

qui  ne possèdent pas un t e l  groupement, nous avons u t i l i s é  l a  

technique d'BAKOMORI, quifourni t  WI rendenent plus élevé en produits 

mé thylés  . 
,.- A:.&; ::," 

i , - ,  , . ,,A.,. . , . .,- - Réaction de né thylatioxi* . ..<5:~l ?.,, L . ,  , -:. ,.....,k. :.-, . ,,. - 
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? -,u-i,T< ., . . . - .a:,-- 80 m g  d'une d i s p e r s i m  dl hydrure da sodium (**) à 50 $ 

sont s g i t é s  sous courant d'azote e t  à 20" C pendant 1 5  mn 

dans 5 m l  de diméthylsulfo~vde.  

- 10 mg de glycopeptide desséché sous vide à 40° C pendant 

24 h., préclable:.e~t dissous dans 5 0 0 p  de dioéthylsulfo- 

xyde sorit mélangés à la so lu t ion  précédente de diaéthylsul-  

f i ny l  carbanion. Après une ag i ta t ion  de 6 h. sous courant 

d'azote, on in t rodui t  500 p l d ' i o d u r e  de méthyle. La  reaction 

d ' é ther i f i ca t ion  e s t  poursuivie pendant 75 h. toujours sous 

courant d'azote. On ajoute  a l o r s  10 m l  d'eau au milieu 

&actionne1 d'où l 'on  e x t r a i t  l e  glycopeptide méthylé par 

(*) - La  akthyla t ion des oligosaccharides a é t é  r éa l i s ée  en pa r t i e  

par nous-ahes e t  en pa r t i e  par Yves LEROY, dans l e s  deux ces,  

sous l a  d i rec t ion  de Bernard POURNET. 

(**) - Llhydmre de sodium e s t  commercialisé sous forme d'un mGlange 

avec de la paraffine dans l e  rapport 1/1 ( P / ~ ) .  



5 f o i s  5 m l  de chlorofome. Les phases chloroformiques 

rassem3lées sont ensu i te  lavées par 2 f o i s  10 m l  de 

th iosu l fa te  de sodium à 1 dans l 'eau,  puis séchées par  

du su l f a t e  de sodium ar-dqdrc, La phase chlorofomique 

anhydre obtenue e û t  ~ V Z P D ~ C F ; \  SOUS courant d ' a i r  e t  mise à 

dessécher dans un excicateur.0n ïecomence ensui te  2 cycles 

iiisntiques de m6thy la t io r~  

Dans l a  cas de fra&pents oli~osaccharid.i;ques, nous 

disposions de quant i tés  beaucoup plus fa ib les .  Les r e a c t i f s  

étaient ajoutés  en excès par mpport  au nombre de ,~oi*pernents 

à mé thyler ,  5 f o i s  pour l e  méthylsulfinyl - carbanion (*) e t  

10 f o i s  pour 1' iodure de méthyle. 

2. - Hydrolyse des prodiri t s  nvrr?.é tbvléa. 

Après l e s  t r o i s  cycles  de méthylation, l e  rés idu sec  et 

r ep r i s  par quelques gouttes de méthanol, é t a i t  hydrolysé 

à 100' C pendant 4 heures par 1 m l  d'acide chlorhydrique 4 N. 

Ce dernier  é t a i t  éliminé par codistil1atio:i avec de 1 'é tf imol,  

Le residu sec  é t a i t  placé pendant 18 h. dans un dess icateur  

en présence de soude ec d'anhydride ph~si~horiqiae, Dans l e  cas 

d'oligosaccha.rides ne contenant pas de résidus de N - acétyl  - 
glucosamine l 'hydrolyse é t a i t  poursuivie pendant 1,5 h. avec 

de 1 'acide chlorhydrique 1 ,e) N. 

3.- Fractionnement des hydrolysats de? g1ycoprpt i . s .  

Les hydrolysat s des glycopep t ides  qui  coatiennent des 

résidus de glucosamine ~ G t h y l é e  sont fractionnés p r  une 

électrophorèse préparative su r  papier Whatlcan n03 à pH 3,9 

1. ./ ........................................................................ 

(*) - p r é p a é  selon l a  &thode de SANFOiID e t  CONRAD (238 ) 

rapportée par FOUR-WT ( 8 1 ) . 



du i% 
i r  ir 

i&JF$< r;t;* -- . . :.+fi,. M - L.. . , 
(MICHL) (179 ) (7  volts/cm pendant 4 heures), La révé la t ion  

de bandes l a t é r a l e s  par l e  r e z c t i f  à l l oxa l a t e  d ' an i l ine  de 

PARTF,IDG3 ( 277) e t  par l e  r é a c t i f  à l a  ninhydrine periiiet de 

l oca l i s e r  la bznde neutre des monosacch~rides neutres -O - 
néthylés e t  la bande basique des -O - méthyl - glucosamines N - 
méthylées. Ces deux bandes sont Gluées par de l ' eau  d i s t i l l é e  

additionnée de quelques gouttes c i 1  scide  acétique. Les é l u s t s  

sont évaporés à s i c c i t é  dans un évaporateur r o t a t i f  e t  l e s  

derniSres %races dteau sont éliminées dans un dess icateur .  

& A ~ + - ~ ~ + . .  c - - , . " . - v * d  

4 - Iàen t i f i za t ion  d e s  e'iherk méthyliaues (*) . 

a.- Iden t i f i ca t ion  8es éthers  méthyliques des monosaccharides 

neutres. *,.. ,S..s y.-X .,, - .+=..L?~ . .... .> ?.y&+i,AM2-- -, -T5-..,.vx - ->.. - -  ,,, . -4 ..-O .-  .l;8 
'-. 
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0,l mg de monosaccharides neutres - O - méthylés sont  

d t h y l  - glycosi lés  par 0,l m l  de méthanol chlorhydrique (1 N en 

H C ~ )  , à 1 CO0 C ,  pendant 8 heures en tube sce l lé .  La so lu t ion  

e s t  éva?orée à s i c c i t é  sous coumnt d'azote e t  l e  rés idu e s t  

r ep r i s  p r  5C de mSthan01. Les é thers  mithyliques son t  

chrom-tographiés en phase S z e u s e  sur une colonne de v e r e  

( 0 , 3  x 300 cn) renplie de chromosorb W-Qm-=DS (meçh 60 - 80) 

contenant 3 o/o de carbowax 6000, L a  température de l a  colonne 

e s t  de 180° C ,  de l ' i n j ec t eu r  200' C e t  du détecteur  210° C 

(détection à ion i ss t ion  de flamme), Le débi t  d'azote, gaz 

vecteur,  e s t  ae  20 ml/mn. Les 2, 3 ,  4 e t  3,  4, b - tri  - O - 
d t h y l  - - 2 - mannosides possident dans ces conditions - 
l e  même t e m p  de rétention.  Les deux dérivés sont  séparés SOUS 

forme de dérivés t r iméthyls i ly l  és dans l e s  conditions déc r i t e s  

(*) - L'analyse en phase gazeuse des monosaccharides méthylés a é t é  

réa l i sée  Dar Yves 1,ERCrr soiin la  d i rec t ion  de Bernrird FOiXNrir. 



par FOmET ( 81 ). Cette dernière zecnniquc p c r r - ~ t  d ' a i l l eu r s  

d'augmenter la s e n s i b i l i t é  de l 'analyse  EU dé tec teur  à ionisat ion 

de flamme. 

b - i 2en t i f i c s t i on  d e s  a6thsl-oszrqines. 

Les osamines d t h y l é e s  sont  t r imethyls i ly lées  selon l e  
' 7 8 procese ?e S S U Z L E  c t  21. (268 ).O,? mg de l a  fraction"os?aine4 

sont dissous dans 100 pl de pyridine anhydre qul l 'on  additionne 

de 30 pl d'hexanéthylùisilazane e t  de 50 p1 de t r i né thg - l c i i l o~~s i l nn !  

Le m6la:xge e s t  a g i t é  t r é s  énerziyueirient pendaEt 15  mn, puis séch6 

sous courant dlszote.  Le rés idu e s t  r ep r i s  par 1 m l  dtheptane e t  

13. so lu t ion  e s t  centrifugés.  Le surnageant e s t  séché sous courant 

d'azote. Le rés idu  sec e s t  r ep r i s  par 5 O ) ~ l  d'heptane e t  l y l d e  

l a  solut ion e s t  som.is à l a  ~ h r o m t o ~ a ~ h i e  en phase gazeuse dans 

l e s  conditions suivantes : colonne de verre de O,3 x 180 cm ; 

chronosorb WAWHIDS (mesh : 100 - 120 ) conte-mnt 3 $ de s i l i cone  

OV17 ; d6bit du gaz vecteur ( N ~ )  20 m l / m n  ; tempbxature dn four 

12O0 2, de l ' i n j ec t eu r  20S0 C e t  du détecteur 210" C -(ioriisation 

de f l a m e ) .  

GOLDSTdIN e t  al .  ( 8 7 )  ont d é c r i t  un procédé de dégradation 

de l a  f m c  tiori glycannique des giycopro t ides  appel6 e courament 

dégradation rQcurrente de SKITH. Le principe du mode op4ra t o i r e  

e s t  l e  suivant a la f r ac t i on  glucidique e s t  d'abord oxyddo par  

l ' a c ide  p c r i o d i ~ a e  qui trsnsfarme l e s  oses conjugués porteurs de 

fonctions d -glycoliques en dialdéhydes ; dans un secon2 t e ~ p s ,  

l e s  f o x t i o n s  aldéhydiques sont rédui tes  en fonctions alcooliques 

w l e  borohydrure de potassium ; dans un troisième temps, l e s  

l i a i sons  glycosidiques, l ab i l i sEes  par  la transformation des oses 

en acé t s l s  l i néa i r e s ,  sont hydrolysées en milieu acide dilué. On 

separe ensuite l e s  d i f f4 rcn t s  fragnents pour ob ten i r  l a  f rac t ion  

glucidique rion oxyrlée 1 i é e  à l a  c b î n e  peptidique. 



1.- Plodalités de l'oxydation. .g-Y ' 
-. r:t: &C**, -* . T G , ,  

: i$,21,A-; j,.r,,"' -$p4::.zk "' 
L'oxydation e s t  réa l i see  a Se C &ns une solution u,ui M 

en acide perio3ique e t  l e  rapport molaire en t re  l e  glycopeptide 

e t  l t agen t  oxydant e s t  de 100. 40 mg de glycopeptide sont dissous 

dans 80 m l  dte;7u e t  c e t t e  solut ion e s t  additionnée de 80 m l  

d tâcide  periodique 0,02 M. L'oxydation e s t  su iv i e  en mesurant 

la diminution de l a  densi tQ optique à 310 nm pendant 8 jours. 

L'acide periodique en excès e s t  d o t r u i t  par l ' add i t ion  dl1 m l  

d tme  solut ion d'éthylène glycol d i luée  au quar t . - ( la isser  30 an 

sous ag i t a t i on  à 20" c) .  

2.- Réduction du polvaldehgde. 

La so lu t ion  précédente e s t  amené doucement à pH 7 
avec de l a  soude 0,1 N. Les fonctions zldéhydiques sont rédui tes  

par l ' add i t i on  de 700 mg de borohydrure de potassium. L'ensenble 

e s t  maintenu pendant 18 h à 4 O  C. L t  exès de réducteur e s t  d é t r u i t  

en a jus tan t  l e  n i l i e u  à pH 6 avec de l ' a c i d e  acétique. %sui te ,  

par addit ion de soude 1 N l e  pH e s t  &levé à 7. 

Après concentration à l fLvaporation r o t a t i f ,  la so lu t ion  

(3 à 4 m l )  e a t  chrcmntographiée sur une colonne de S?p?adex 

G 25 (40 - 120~  ) ( 2  x 60 cm) s t a b i l i s é e  dans de l 'eau d i s t i l l é e .  

Le gljrcopeptide modifié e s t  rep6ré dans l1 élua t  par la r6ac t ion  

eu phénol - su1 furique de DUROIS e t  al, (67 ) . 
4.- Içol.en?er,t_drr la f w t i o n  .ilvco~e-otidicue non nodifiée,  

L'éluat  précédent contensnt l e  glycopeptide modifié 

é t a i t  évapo~é  à sec. Le résidu é t a i t  hydrolysé par 3O m l  de 

H 30 0,16 N pendant 15 h à 20° C. 
2 4 

L'acide sulfur ique é t a i t  6liminé en amenant l thydrolysat  

à pH 7 avec une solut ion de Ba ( 0 ~ ) ~  saturée.  L'ensemble é t a i t  

rxaintenu à 4 O  C .pendant 1 heure. Après c e ~ i t r i f u ~ t i o n ,  l e  



surnagearit é t a i t  concentré e t  chromtograshié s u r  une colonne 

de Sephadex G 15 (1 x 11 0 cm ; 40 - 120 y. ) . La f r ac t i on  g1;icopep- 

t id ique non rncdifiée (FGOP) é t a i t  repérée dans l t é l u a t  comme 

précéciem.ent par l e  r é a c t i f  de DTVBOIS e t  al. ( 67 ) . 

Ls mise au  point du ~ r o c é 2 é  d'hydraziriu~yrse - diazota t ion 

des ~li ,onaccharides l i k r ? s  e t  con jupés  a &tg r é a l i s é e  au Labomtoiro 

par BAYAIiD ( 14 ) e t  P r  BAYARD e t  MONTllimIL ( 15 ) , 

Lthydrazine einployée tout  d'abord par _IIK,9BORI e t  a l .  ( 2 ) 
e t  ensuite par 1-ICITSUSEIKA e t  FUJI1 ( 171 ) coupe spécifiquerneat 

les l i a i sons  amides. Les N - acé ty l  - glucosanines sontdésacétylét 

e t  la l i a i son  prot6ine - glycanne en t re  l 'asparagine e t  l a  N - 
acgtyl-glucosamine e s t  r o q u e .  Les osamines désacétylées sont  

a l o r s  désmi:iSen p5r 1 lac ice  nitreux.  Cette 2ksairiiizition entr.zfi,e 

une cousure spzcifique de l a  cha.Iine gluci2ique au niveau de l a  

gluconü?ine/(ii,~i~~~9~~~~ e t  FVJII (171 )/. Celle-ci est transforiGe 

en 2,5 - mhjrdro - 2 - mnnose. On obtient  par ce  proc6Ctl: de; - 
oligosaccharides ne contenant p lus  dc glucosamine e t  poss6dant 

un rés idu de 2,5 - anhydro - D - mannose en posi t ion te rn inz l r  - - 
ré duc t r i ce .  De plus, l ' a c ide  M - acé-tyl - neuraminique e s t  

désacétylé e t  désaminé en w r t i e .  

Protocole expérimental. 

700 mg de glycopeptide, désséché sous P O pendant 48 h,  2 5 
sont  ais en solut ion dans 1 ml d'hydrazine aEhydre. L1ense;llble 

e s t  porté à 100' C pendant 30 h. L'hydrazinolysat e s t  r ep r i s  par 

100 ml de toluàne e t  évaporé sous vide à 40° C. 



Lthydrazine e s t  a lo r s  entra înée par l e  toluène. Cet te  

opération e s t  répétée encore deux foiseLe résidu sec e s t  repr i s  

par 3 à 4 m l  d'une solut ion d 'acide acétique à 15 $ dont l a  tem- 

pérature a é t i  préalablesent descendue à 4O C. Lfensenble e s t  .r 

chro~atographié  sur une colonne de Sepbadex G 50 (40 - 120 ; 
3 x 100 cm) s t a b i l i s é e  à 4 O  C dans de l 'eau d. ist i l lée.  Le 

glycanne N - d é ~ z c é t y l é  e s t  récuperé e t  l e s  contaminants t i l s  

que l'hydrazine e t  l e s  hydrazides dtanino - acides sont éliminés. 

b - Désaninaticn ni t reuse ,  
;v-,+;-7.. * r  -\ - F&qdTmr--$ 

1 .4pd' -. y .,- - . - r Ik_=. 
La désaraination ni t reuse 'au  grycanne prealablernent N - 

désacétylé e s t  r é a l i s ée  selon l e  procédé de HORTON e t  al .  ( 117). 

Lté lua t  de la colonne de Sephadex G 50 contenant l e  glycanne N - 
d é s ~ ~ c é t ~ l é  e s t  évaporé à sec e t  r ep r i s  par  6 m l  d'eau d i s t i l l é e  

contenant 166,8 mg de n i t r i t e  de sodiun e t  9 0 ~ 1  d'acide acétique 

g lac ia l .  La solut ion e s t  maintenu à 4' C pendant 20 heures sous 

c - Dessa l a~e  e t  sépzration des  f ract ions  neutres e t  acldss. 

AprBs ac t ion  du n i t r i t e  de sodium, l a  solut ion e s t  chrom- 

t o p p h i é e  8 do C successivexent sur des colonnes (2 x 20 cs) 

c? 'échangeurs de cations (~owex 50 x 8 ; mesh 25 - 50 ; forme 

acide)  e t  d 'anions (~owex 1 x 4 ; mesh 200 - 400 ; forme 

formizte). Les solut ions  e f f luen tes  contiennent l e s  oligosec- 

charides neutres e t  l e s  oligosaccharides acides sont ensui te  

é lu& de l'échan-eur d'anions Dar une so lu t ion  d'zcide foraique 

& 2 $. 

d - Détermination des xapnorts molaires des o l igosacchar id~s  

e t  nonoçaccharldes ~ r z s e n t s  dans 1 ' 6 luat  neutle des 

diazota ts  des ::lycop~pti$~es. 

.,.- ~T :?Y,,:;*: 5%;:. 
La presëhce d r u ?  seu l  rés idu  de 2,5 - ankrydro - 2 - maxnose - 

en posi t ion rtiductrice teminale par  fragment glucidique permet 



d'en déterminer l e s  rapports molaires par com9tage de la radio- 

a c t i v i t é  portée par l e s  oligosacch:tricres, préalablenent rédui ts  

;rtr l e  borohydrure t r i t i é  e t  r 6 ~ a r e s  par chrom%tocraphie su r  

~ ~ p i e r .  

Mode oparatoire : 

Lté lua t  neutre des diazota ts  e s t  concentrL sous vide. On en 

prélève 20 pl conten3nt erniron 0,5 r ~ g  de ghxcides auxquels on 

ajout9 20p1c11une so lu t ion  de KOR O,OnT contanant O,?  m C i  de 

borohydr-we de sociiua tritiE ( a c t i v i t é  spécifique ?O ~ i / m  M) e t  

environ 4 6 0 ~ 1  df eau d i s t i l l é e .  LI ensemble e s t  abandonné pendant 

2 heures à 20' C. La réduction e s t  rendue t o t a l e  par addi t ion 

de quelques mg de boroliydrure de sodium froid.  Aprés 4 heures 

de réaction l e  borohydrure en excès e s t  d é t r u i t  par projection 

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

est f i l t r é e  e t  évaporée sous vide. Le rés idu sec  e s t  r e p r i s  (deux 

à t r o i s  f o i s )  par l e  mélange méthanol/acide acétique (95 : 5) e t  

év~1p016 de nouveau. La plus grande ?a r t i e  de l 'ac ide  b o r i ~ u e  est  

c o d i s t i l l é e  avec l e  néthanol. L e s  dernières t races  sont  éliminées 

par m e  6 l e ~ t r 0 p h 0 r è ~ e  préparative su r  p p i e r  dans l e  tampon de 

MICHL (179 ) à, pH 3,9.  Iles oligosscchsrides m i ~ r e n t  s2 r-ive2.u des 

oses neutres. Apres repdrage, l a  bar;de contenant ces gkicides 

rzdu i t s  e s t  éluée par de l ' eau  d i s t i l l é e .  Apsjs é lu t ion ,  l a  

so lu t ion  e s t  évaporée sous vide. L e s  ol isacchari&es terminés par 

l e  2,5 - anhydra - 2 - ciannitol a i n s i  qua l e  2,5 - anhydro - 3 - - - 
niannit01 lui-même sont ségarés par  chromatographie sur papier 

Whatman n03 h n s  l e  systène solvant : acé ta te  d'éthyle, pyridine, 

ac ide  acétique,  eau (5 : 5 ; 1 r 3 ) .  Aprbs 72 heures de migration, 

l e  chromato~ranrne, séché, e s t  découp3 en bandes (1 cm de large  e t  

5 cm de long) que 1 Ion place dans 10 m l  du mélange s c i n t i l l a n t  : 

toluène - PPO POPOP. Tous ces échanti l lons sont ensui te  passés 

dans un compteur de rad ioac t iv i t é ,  Le nombre de c.p.a, e s t  

proportionnel au nombre de moles de chaque oligosaccharide.Cn en 

déduit l eu r s  ra?ports molaires. 

, .J?*-.. -+<,pp- :*, ;*. 
'-,", .>, * , r $ Z  > ' 

.< , A'& . .A "> i. - ; t-s\: .i>- 
e - ~ % x o n n e r r e n  c[es o l i~osaccha r ide s  neutres. 

Les; oligos;zcic~wrEBc~s neatres sont fraesliosuies par chroas- 



tographie préparative s u r  papier Whatrnan n03 dans l e  système 

solvant c i t é  précédernent (p.lO5 ). Grâce au rés idu de 2,5 

anhydro - 2 - mannose en posi t ion réductr ice  ter rninale , i l s  - 
sont  révélés s o i t  par l e  &ac t i f  à l ' u rée  chhorhydrique de 

DEL)OIJDY!3 ( 60) s o i t  p r  c e l u i  de PARTRIDGE (217 ) à l t o x a l a t e  

d 'anil ine.  

La combinaison des r é s u l t z t s  obtenus après l e s  

&thylat ions ,  l 'oxydation periodique e t  dthydrazinolyse - 
diazota t ion a prouvé que, dans l e s  glycannes, l e  res idu  de 

fucose é t a i t  branchj sur une N - ace ty l  - glucosamine. Il nous 

f a l l a i t  déterminer l'emplacement de c e t t e  osamine, Il y ava i t  

de f o r t e s  présomptions pour brancher ce rés idu  de fucose s ù r  

l'osamine impliquée dans la l i a i s o n  protéine - glycanne. Le 

principe de notre nanipulation f u t  de modifier ce r j a i à u  de N - 
~ c é t y l  - glucosarnine de t e l l e  s o r t e  q u ' i l  puisse 8 t r e  dist ingué 

des au t res  rSsidus de N - ac i  t y l  - glucosanine. 

1 .- Rupture d e  l a  l i r i s c n  ~ r o t 6 l n e  - ~ l y c s n n e .  

?Tous avons s u i v i  l e  protocole préconisé par LEE e t  

SCOCCA ( 145 ) . La N - ccé t y l  - glucosamine e s t  a l o r s  t rensf  orné 

en osaminitol. 

40 mg de glyco~.ei.~tide sont dissous dans 15 r n l  ?'une 

iolution de NaCl 1 M e t  3H X 1 1.1. L'ensemble e s t  porté & 100' C 4 
pendant 6 heures puis r e f r o i d i  dans un bain de glace. L'excSs 

de borohydrure e s t  d é t r u i t  en amenant la solut ion à pH 6 par 

add i t ion  d'acide acétique. ki so lu t ion  e s t  concentrje par t i e l -  

lement e t  centrifag6e pour Bliminer la plus  grande pa r t i e  & 

borate. Le surnageant e s t  chroinato,~aphié sur uns colonne 

(2 x 60 CL?) de Sephadex G 15. Les  premières f rac t ions  ae l l é l u n  



donnant une réact ion posi t ive  au phénol - sulfur ique de DUBOIS 

e t  21. ( 67 ) é t a i en t  rassexblées, concentrées puis lyophil isées.  - 

Les N - acéty2 - glucosaminesnon réductr ices  sont 

en nia jeure p r t i e  désacétylées par l ' a c t i on  de la soude. Néanmoin 

nous avons préféré  f a i r e  ag i r ,  en  outre,  1' hybaz ine  anhydre 

suivant  l e  protocole d é c r i t  page 103. 

L'action de l ' ac ide  ni t reux nous f o u r n i t  de nouveau 

des fra-nts glucidiques portant  un résidu de 2,5 - anhydro - 
D - mannose réducteur. Mais d9apr3s EP?TDO e t  PiAT3USHIEl.4 ( 13 ) - - 
l a  g l u c o s a n i ~ ~ t ~ ~  sa transforme en quatre composés : 

2 ' \ - - \ I - - - - - ~  . L'..-$ " >! +J:;;-+Jd 

0 - l e  2 - desoxy - 2 - arabino - hexose (2 - désoxy - D - - =5 

glucose) 

- l e  2 - hydroxydthyl - 2 - d6soxy 3 - arabino - - 

qui s e  trouvent m a n t  e t  apres réauetion respectivement dans 

7 9s proportions s u i v a ~ t e s  : 4311 7/22/4 e t  5 5 / 7  4/16/4. 

Pour obtenïr  une grande proportion de 2 - d&so,xy - 
g l u c i t o l ,  nous avons r édu i t  la phase neutre obtenue après l e  

trai tement à 1' acide n i t reux  (p. 104 ) . 
3. -  Séparation des produits obtenus. 

Les produits rédu i t s  ne réagissent  plus au r éac t i f  

à l ' u rée  chlorhydrique n i  à ce lu i  l l oxa l a t e  d9an i l ine .  Nous 

avons donc opkré, dans un premier temps, une réduction au 

borohydrure de sodium t r i t i é  pour a v o i r  un moyen de repérage 

l o r s  de la  séparation des consti tuants.  Les produits  sont  

f ract ionnés  par chromatographie sur papier Whatman n03 dans l e  



système solvant c i t é  page 105. 

E - HYDROLYSES FCNZYF2iTIQUES (*) 

1 .- Action d'une neuraminidase. 

La neuraminidase de Clos tridium perf r in tyns  (E.C -3.2. t .l 

u t i l i s é e  e s t  fournie par l a  firme WOR!EIKGTON. L'hydrolyse e s t  

effectuée dans uri tampon cie pH 5,6 (acé ta te  ce sodium 0,05 M ; 

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

e t  PIERCE) (234 ). Le rapport e n z ~ ~ e / ~ l ~ c o ~ e ~ t i d e  é t n i t  Oe 1/100, 

Après 24h d'hycirolyse à 3 7 O  6, l a  so lu t ion  e s t  

chro=to~raphiée  sir une colo:?ne (1 r 110 cm) En Rio-.~el  Pi> (rieshTll 
8 7 .  

2- -. 
2C0 - 400). LIS di f fe ren t s  cons t i tuan ts  de l ' é l u a t  sont repérés par 

l e  r é a c t i f  au ghénol - sulfurique de DUBOIS e t  sl. (67 ) e t  pur  l e  

rdac t i f  à l a  diphSnylamine do P!L4ZI e t  STAT2 ( 204 ) mo6if i é s  par 

WziiuEri e t  CDfN (283 ). 

Bous avons e.ployyé la 0 - 2 - p l a c t o s i d a s e  (F.c.~ .2.1.21 - 
de F ~ V I  Jeck prG$arP,e selon l a  n6thode de L I  e t  LI ( 153). 

A 100@ d'-me s o l u t i o ~  dloligosaccharides contenant 1 F M  

de gzlactose sont  zidit ionn6s 9 0 0 ~ 1  d'im t rm~on  à pP 6 (PO Eblap 
4 

0,05 M ; acide  c i t r i que  0,05 B). On a jou te  a lo r s  40)L1 de l a  solut ion 

enzymatique. L1hydroly8e e s t  poursuivie pendant 20 h. à 3 7 O  C. 

j--) - Ces hydrolyses en2ymtiques ont  e t6  r6aliô6er &ce aux 

consei ls  du Docteur Geneviève SPIK. 



Dans l e s  mgmes conditions, 1 0 p l  de la so lu t ion  

enzym tique l i bè r en t  en 10 m 0,025 l'- de p - nitrophénol à 

p a r t i r  de l ' hé té ros ide  de synthèse du galactose s e  trouvznt pendant 

1 'hydrolyse 3, une concentration de 0,05 n M. 

L'hydrolysat e s t  drssalé  s u r  échzngeurs de cat ions  

(~owex 50 x 8 ; mesh 25 - 50 ; forme acide)  e t  d'anions ( k o l i t e  

A 102 D 8 rnesh 25 - 50 ; forriie formiate) .  L t é lua t  neutre e s t  E n -  

poré puis so~inlis à une chromstogranhie sur papier Whatran n03 dan:; 

l e  système sol- rmt  : acgtato d16thyle - pyridine - acide acStique - 
eau - (5 - 5 - : - 3 ) .  Gr5ce à des tzmoins la téraux de quanti té 

connue e t  croissante ,  l ' on  détemine la quant i té  d'ose l i bé r é  par 

?,- Action d 'me  nannosidase. 

L' a -2 - mnnosidase a é t6  i so l ée  selon l e  protocole - 
de LI et LEE ( 152 ) a p r  tir de la "BromelaiCT~ : ,. 

1;- --;-.7 

L'hydrolyse e s t  effectué3 dans un tampon A pH $,25 

( c i t r a t e  de sodiua O,O5 14) pendsnt 20 heures à 37" C. Le protocole 

e s t  i&en tiqvie c e l a i  ajpliquk l o r s  Cie 1 'hydrolyse par l a  4 - 2 
galactosidase (p. 108 ) . 

4 - &ion de la  8 - D - N - acé ty l  -  luc cos ami ni da se (EC : 1.2.f-& 
\ - 

Le 0 - 2  - glucosaminidase a é t é  préparée selon l e  prote- - 
cale de LI e t  L I  ( 9  53) à p a r t i r  de Fève Jack.. 

L'hydrolyse a é t é  poursuivie pendant 48 h à 37" C B 

p;B 5 (tampon c i t r a t e  de sodium 0,05 M) (153). Les oligosaccharides 

ou l e s  glycopeptides modifiés é t a i e n t  ensui te  i s o l é s  par chroaato- 

graphie sur une colonne de Bio-gel P2 ou P4 suivant la masse 

moléculaire de ces derniers. 



R E S U L T A T S  P E R S O N N E L S  

C H A P I T R E  1. 

............................................... 
t 

: L E S  I M M U N O G L O B U L I N E S .  a 

C e  chapitre sera divisé en cinq par t ies  : 

1 .- Isolement e t  fractionnement des immunoglobulines. 

2.- Localisation des groupements glycanniques. 

3.- Etude des modalités de la l i a i son  entre  le p o t é i n e  e t  

les glycannes . 
4.- Déterinination de l a  séquence peptidique autour du point 

d'attache protéine-glycanne. 

5.- Etude de la st ructure  des groupenents glycanniques. 



: I S O L E M E N T  ET P R A C T I  O N N E M E N T r  
: : 
r D E S  1 . M M U N O G L O B U L I N E S .  : 

Les deux ob j ec t i f s  que nous nous é t ions  f i xé s ,  à savoir  : 

- i s o l e r  rapidement e t  en  grande quanti té l e s  anticorps du l a i t  de 

Vache en vue de supplémenter l ' a l imentat ion du Nourrisson, 

- e t  é tud ie r  la s t ruc ture  des glycannes de ces immunoglobulines 

nous imsosaient, dans un premier,temps, dfune pa r t ,  de cho is i r  l e  

subs t ra t  de départ  e t  une méthode eff icace  d'isolement, e t  d'autre 

par t ,  de f ract ionner  suffisamment l e s  immunoglobulines pour obtenir  

une fami l le  homogène avant d entreprendre des études s truc tura les  . 

Pocr ob ten i r  des globulines IgG en grande quant i té ,  nous 

avons fractionné du colostrum e t  non du l a i t  de Vache pour la raison 

c i t é e  antérieurement (vo i r  p. 14 ) e t  que nous avons noue-mêmes 

v é r i f i é e  (vo i r  Tableau X V I  ;p.112). 

Rous avons employé deux techniques. Ltune s ' i d e n t i f i e  à c e l l e  

de SMITH (247) e t  u t i l i s e  l e s  e f f e t s  addi t ionnels  d'un gradient  de concen- 

t m t i o n  en su l f a t e  dtammonium e t  d'un gradient  de pH (IVIONTILFUIL e t  a l , )  (l85) 

L'autre e s t  calquée s u r  l a  méthode au rivanol de KIBYON e t  a l .  (127) 

déc r i t e  par ANTONY ( 4 ). E l l e  met à p r o f i t  la propriété précipi tante  

de l ' é thanol  s u r  l e s  protéines.  Nous discuterons la valeur de ces deux 

& thodeç . 



T A B L E A U  XVI. 

Rendement en p réc ip i t é  P 1 (vo i r  Fig. 5 !p. 21 ) 

en fonct ion de la chronologie des t r a i t e s  

exprimé en g. de p ro t é ine s / l i t r e  de colostrum 

de Vache. 

( Tra i tes  : Rendement pondéral ) 
: 
: 

1 
1 

i : 
( 5 h. après l e  vélage : 
( : 
( 10 h. après  l e  vélage : 

( t 
( 22 h. après l e  vSlage 
( : 
( 34 h. après l e  vélage : 

( : 
( 



1 .- Préparation du lactosérum. 

Pour u t i l i s e r  ce procédé au s u l f a t e  d'ammonium, il fau t  

ob ten i r  au préalable un lactoserum limpide. Le colostrum u t i l i s é  

e s t  f a i t  de la t r a i t e  qui  s u i t  de quelques heures l e  vélag;e (a). 

Ce l a i t  c o l o s t ~ l  e s t  maintenu en chambre f r o i d e  à 5O C 

pendant 24 h. avmc d 'ê t re  d é l i ~ i d d  -(16 000 t/mn ; "rotor-  

batchgt modèle SPINCO). Par c e t t e  méthode, l e  colostrum e s t  débar- 

rasé de son beurre e t  de sesggboues" (b) .  Il e s t  ensui te  décaséiné 

par l e  procédé de LIMDERSTR$PI-LGG ( 1  55 )en a c i d i f i a n t  à pH 4,6 

par l ' a c ide  chlorhydrique 0,15 M (c) .  Le p réc ip i té  des caséines 

e s t  éliminé par centr i fugzt ion ("rotor-batch" - 1600 t/mn) après 

un repos de 24 h. en chambre f roide  ( 5 " ~ ) .  Nous disposons a lo rs  

d'un lactosérum limpide que 1 soumet au  fractionnement par l e  

s u l f a t e  d'arnmoni~m. 

2.- Préc ip i ta t ion  par l e  s u l f a t e  dtmmoniu%. 

Le mode opératoi re  de ce procédé f u t  d é c r i t  en  d é t a i l  par 

ANTOiW ( 4 ) . Le s c h b a  du fractioraernent e s t  r epor té  dam l a  

f i gu re  5 (p.2t ) . 

(a) - Nous remerçions chaleureusement Mr.et Mme llENNETTE de nous 
avoir  fourni  ce colostrum avec t an t  de gen t i l l e s se  e t  de 
bonne humeur. 

(b) - Précipi té  jaunâtre t r è s  abondant dans l e  colostrum des premières 
t r a i t e s  e t  d isparaissant ,  >eu 4 peu, l e s  jours suivants. 

( c )  - Au l i e u  de d i l ue r  au 1/5 l e  l a i t  comme dans l a  méthode or iginale ,  
on a joute  un volume d'eau au colostrum délipid6 avant dlan;ener son 

pH à 4,6. Fais  comme l e  voluxe d'eau à a jou te r  au colootrum 
dél ipidé  e s t  var iable  suivant l l é chE t~ t i l l on  pour p réc ip i te r  l e s  
caséines à pIi 4,6 ,nous préférons, après avo i r  a ju s t é  l e  pH du 
colostrum dél ipidé  à 4,6, d ia lyser  l a  solution.  pendant deux ou 
t r o i s  jours avânt d té l lminer  l e s  caséines par centr i fugat ior~s .  



NOUS avons pu v é r i f i e r ,  comme ANTOMY ( 4 ) que l e s  

globulines imunes s e  trouvaient rassemblé es dans l e s  précipi tés  Pl  e t  

P4 (Fig.79 ;p., 1 if i )e t  q u ' i l s  ne contiennent pratiquement que des 

globulines imunes. En outre ,  au regard dei; r é s u l t s t s  pondéraux e t  de 

la composition des d i f f é r en t s  p réc ip i tés  ( ~ i ~  20, p.1 ? 6 )  on peut adae t t r e  

en première approximation que 95 $ de ces globulines imunes  s e  

trouvent rassemblées dans ces deux précipi tés  Pl e t  P4. 

L'immune-électrophorèse révèle  dans ces deux préc ip i tés  

quelques impure t é s  cons t i t u i  es p r  l e s  ?rot ides  suivants : o( -lactalbumine, - 
lactoglobuline,  serum albumine e t  l ac to t rans fe r r ine  ( ~ i ~ .  20 ,p. 116) 

Pour e f fec tuer  cr  fpctionnement suivant l e  mode o g r a t o i r e  

u t i l i s é  par DUQUESNE ( 6 8  ),pour i s o l e r  l e s  globulines immunes du serum 

de Boeuf nous avons p r i s  corne matériel  de départ  du colostrum délipidé.  

Les p réc ip i tés  récupérés ( P  P e t  P ) (I?ig.2t ,p. 117) 1 )  2 3 
contiennent tous du rivanol. Celui-ci e s t  bjiminé des p réc ip i tés  Pa e t  P 

J 
en dissolvant l a  poudre obtenue après lyophi l isa t ion,  dans une solut ion 

de chlorure de sodium à 5 $J à ?H 5,2 (PH a ju s t é  avec de l ' a c ide  chlorhy- 

drique concentré), Après centr i fugat ion l e  surnageant e s t  d ia lysé  contre 

de l ' eau  d i s t i l l é e  e t  l ~ o p h i l i s é .  Le produit f i n a l  e s t  pratiquement 

exempt de rivanol. Quant au p réc ip i té  Pl, il s e  pose un problème de 

redissolut ion après centrifugation.  Néanmoins, plusieurs e s sa i s  furent  

r éa l i s é s  pour t en t e r  de l e  redissoudre. Dans tous l e s  c a s , l e  r é s u l t a t  

n ' é t a i t  p s  sa t i s f a i s an t .  Cependant, on a pu r é a l i s e r  des électrophorèses 

e t  imuno-électrophorèses en gélcse sur  l a  p a r t i e  soluble (Fig. 22 ,p. 118) 

C - DISCUSSIOX ET CONCLUSION. 

Lors du fractionnement pEr l e  r ivanol ,  l e s  globulines immunes 

p réc ip i ten t  déjà aa  cours de l a  première étape. 11 é t a i t  assez d i f f i c i l e  

de quan t i f i e r  c e t t e  perte. Aussi avons-nous appliqué l e s  deux m6thodes de 



C o l  
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P3 

p4 

s4 

Figure 19. 

Rendements ponddrsux et s chéms  des électrophorèses e t  

immuno-électz-ophorèsoç des produi ts  obtenus après fractionnement 

du co lo s t rua  par l e  s u l f a t e  d'eunrnonium. 

A C t immunsérum de l a p i n  an t i -p ro té ines  co los t ra les .  



I g G  2-1- x L A  L T V  LG S A  

/ 
I g G 2 - 1  X Y IgM LTV L A  L G  S A  

Schémas des immuno-électrophorèses des précipités P2 (~ivanol) 

et P1 et P (sulfate d'ammonium) 4 

AC : immunsérum de lapin anti-gratéines c01ostrales;IgC~ ; IgG2 ; I@ r 

immunoglobulines . L W  a lactotransferrine ou "Red Protein", LA t 4 - 
lactalbumine ,LG t lactoglobuline. SA i seruzalbumine. 



Solution de c o l o s t m  dél ipidé  additionnée de t r o i s  volumes 

d'une so lu t ion  de r ivanol à 0,4 % e t  a jus tée  à pH 7,7 

- at tendre  une deini-heure 

Solution S , ,  a ju s t ée  à pH 6,8 amenée à 25 % d'éthanol 

- a t tendre  3 à 4 heures à - l O ° C  

so lu t ion  S a ju s t ée  à pH 5,8, amenée à 40 $ d'éthanol 
2 ' 

- at tendre  15  hwres .  

Solution S 3 

- d ia ly se r  

Figure 21. 

Schéma du fractionnement du colostnun 

de Vache par l e  rivanol. 



Col 

t 
dépot  

Figure 22. 

Sch6msa des électrophorèses e t  des immuno-électrophorèses des 

précipités obtenus par l e  fractionnement au rivanol. 

Pl s f - dissolution dans N a C l  à 5 $ 
2 - 9 t t  II tampon c i trate  W à pH 8,2 

3 - "  tt 19 II n II pH 7,15 e t  6 M urée 

4 - "  II  " c i trate  M 

AC t immunsérum de lapin anti-pro téines coloa tra les  . 



préc ip i ta t ion  sur un même l o t  de colostrwn. Seuls l e s  p réc ip i tés  contenant 

des globulines immunes ont  retenu notre  a t t en t i on ,  à savoi r  : l e s  p réc ip i tés  

Pl e t  P4 obtenus par l e  fractionnement au s u l f a t e  dfammoniuo e t  P2 e t  Pj 

i so l é s  par l a  méthode au rivanol. Par c e t t e  dernière  technique on constate 

une per te  t r è s  importante en globulines immunes  ableau au X V I ~ p . ~ 2 0  ). En 

outre,  lrimmuno-électrophorèse révèle plus d'impuretés dans l e  p réc ip i té  Ps 

( ~ i ~ .  20 p.116) obtenu par l e  fractionnenient au r ivanol que dans l e  

p réc ip i té  P r e c u e i l l i  par l e  procédé au su l f a t e  dtammoniwn. 1 

C'est pourquoi nous avons cho is i  pour nos études u l t é r i eu re s  l a  

technique au su l f a t e  dfamonium. En par tan t  du colostrum, nous obtenons 

par c e t t e  méthode des q w n t i t é s  importantes de globulines immunes e t  dans 

un é t a t  de pureté s a t i s f a i s an t .  

Lyhétérogén6i t é  des imnunoglo5ulines obtenues par l e s  

fractionnements au su l f a t e  d'ammonium e t  au  rivancil nous a amené à 

entreprendre l e u r  sous-fractionnement a-rant d'envisager l eurs  études struc- 

tura les .  

Nous wons cho is i  comme subs t r a t  de départ l e s  p réc ip i tés  

Pl e t  P4 /SO (NB ) 1 Malgd l a  complexité du wrécipitd PI! (hivsnol)  e t  
4 4 2  

son rendement f a i b l e ,  nous l'avons soumis à une analyse rapide. Car 

ltimmuno-électrophorèse révèle l a  présence d'un composé poss6dari.t une 

migration analogue à la "Red protein" de GROTïES ( 99 ) ( ~ i g 2 0  , p. 116). 

Pour déterminer l e s  d i f fé ren t s  groupes de globulines immunes 

nous avons employé deux types de chromatographie ! l a  chromatographie 

de tamisage moléculaire e t  l a  chromatographie sur échangeurs d'ions. 



T A B L E A U  XVII. 

Rendements comparatifs des p réc ip i tés  obtenus à p a r t i r  

d'un même l o t  de colostrum de Vache par l e s  techniques 

au s u l f a t e  dlammonium e t  au r ivanol.  

............................................................ 
( Fractionnement de 1 l i t r e  de 1 
( colostrum décaséiné 

1 
( 1 
( (exprimé en g.) 1 
(----------------------------------------------------------- 

1 \ : 
1 
1 

( Précipi tés  
. 

S04 (m4I2  
t 

1 t 
Rivano1 i 

( 
( 

a 
8 

C : 
t 

1 
a 

1 
: 1 [ Insoluble ) 

: t . 0,38 1 

1 
[ p2 

r : I P3 t 2 9 5  8 1 
1 

: 
) 

t t - 1 
[ p4 1 
( t ) 
( 

. - 
: t non récupéré 

1 
( a déna t u m  t ion  

1 
I 1 



A - STlJDE DdS PRE1;IPITSS 0BTI;TJUS PAH L.4 E1RBCTION?9!T4EIENT AU SULFATE 

1 .- Etude du p r é c i p i t é  P2. 

a)- Chromatographie sur Sephadex C.lOO. 

La chromatographie du p r é c i p i t é  P f o u r n i t  un s e u l  p i c  avec 1 
un épaulement. On a voulu p a r f a i r e  la  sépa ra t ion  en  recyclant  c e  composé 

croyant à la présence d f l g  M ( ~ i - ; . 2 3  a p.? 22). Ekis l a  f r a c t i o n  1 ( F 1) 

nous a semblé t r o p  importante. L'étude imniuno-électrophorétique donnera i t  

un r é s u l t a t  i n t e r p r é t a b l e  à l a  condit ion de sépa re r  nettement ).es f r a c t i o n s  

1 e t  II ( F 1 e t  P II. ). On a donc recy-clé deux f o i s  l , 5  g de la 

f r a c t i o n  F II. Cet é c h a n t i l l o n  a v a i t  été d i a l y s é  e t  l y o p h i l i s é  une f o h  

de p lus  que l e  p r é c i p i t é  Pl n a t i f .  On remarque dès l e  premier cycle  de la 

c h r o m a t o p g h i e  que l a  f r a c t i o n  I (FI,) é t a i t  n, e t tement  ind iv idua l i sée  

de l a  f r a c t i o n  11 (F II,) (E'ig.23 b ,p.122). On a obtenu à l a  f i n  du 

deuxième recyclage l e s  f r a c t i o n s  FI, e t  PII ,  b i en  séparées.  L1snalyse 

immuno-électrophoréticpe nontre  cue l a  f r a c t i o n  FIc possède une migrat ion de 

II  1 e t  la  fractSLo9 F I I c  une migrat ion de 2 .  Ce r 6 s u l t a t n o u s  a i n t r i s e s  2/ 
bien que t o u t  L a i s s a i t c r o i r e  à une sépa ra t ion  en deux groupes d i s t i n c t s ,  

d i f f é r e n t s  Far l e u r  masse moléculaire  ( d l a p r k  l e  pr inc ipe  de l a  f i l t r a t i o n  

s u r  gel).  De nouvsau, qous avons chromatographié la f r a c t i o n  FIE après  

l ' a v o i r  d ia lyske  e t  l yoph i l i sée .  Nous n'avons pas é t é  s u r p r i s  de v o i r  de 

nouveau a p p a r a î t r e  deux f r a c t i o n s  ( ~ Q . 2 3 ~  ~ . ? 2 2  ) . Car ce phGnomène de 

polymérisation ap rès  congéla t ion  ( l o r s  de l a  l y o p h i l i s a t i o n )  a dé jà  é t é  

s igna lé  par  HANSS ON ( 1 08) avec l e s  imunoglobul ines  humaines. 

b)- C h r ~ m a t o ~ ~ a p h i e  sur DEAS - Scahs- A - .- 

Nous avons chromntographié s u r  DUE - Sephadex A - 50 Xa 

f r a c t i o n  r' II (venact  du fract iomemeri t  du p r é c i p i t é  ?l s u r  Sephadex G 100) 

( ~ i g .  23a; p. 122)~uciuio substance n ' e s t  é luée  avec l e  tampon phosphate 0,02 K 

à pE 13 ( ~ i ~ . 2 4  p. 123). Toute 3s f r a c t i o n  &'II e s t  r6cupéréc après  l e  passage 

du d e m i è n e  tanpon. Pios r 6 s u l t a . t ~  confirriieflt ceux de i"iP1lY (1'39 ). Le 

p r é c i p i t é  Pl du lactosérum du colostrum rie c o n t i e n t  que des I& "rapides" 
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Figure 23. 

Courbe d ' élution du fractionnement sur Sephadex G .f  O0 

(a) - du précipith Pl - S04 ( I V A ~ ) ~  (b) - de la fraction F II 
(c) - de La fraction F IIc et schémas des imnunoélectrop~orèses 
du fractionnement (b) . 
A C r immunsérum de lapin anti-protéines colostrales. 

A S :  " 11 (1  rt 11 n sériques. 



Figure 24. 

Courbe d l é lu t i on  du fractionnement sur DEAE - Sephadex 

A-50 de 700 mg de la  f r ac t i on  II (P,) - Tampon phos9hate 

de sodium -Colonne : 3 x 40 cm - Débit : f 5 ml/h - 
Rendement t 79 $. 



(1g G1) mis l a  courbe d lé lu t ions  l a i s s e  apparai t re  une ce r ta ine  

héterogénéité. 

c)  - Chronatographie sur  SE - Sephadex C-50. 

La f r a c t i o n  F II a é t é  chronatographiée s u r  SE - Sephadex C-50 

On obt ient  deux groupes d l I g  G : l 'une é luée par un tampon d 'acéta te  db.. 

sodium 0,04 M à pH 5 , 5 ,  l ' au t r e ,  par un gradient  de molarité en acé t a t e  

de sodium (0,04 à 1 M) (FigS5 A ,p.325 ). Le premier groupe (1) s e  sub- 

d iv i se  en cinq f rac t ions  (a ,  b, c, d, e j  : avez l e s  tiimpons 0,02 M e t  904 M 

en acé ta te  de sodium à pH >,5  ( ~ i ~ .  25 9, p.125 ) . Nous n'avons pas essayé 

de f ract ionner  l e  groupe II qui p r a f t  néanmoins hétérogène. 

d) - Conclusions. 

Le préc ip i té  Pl ne renferme que des I g  G d i t e s  "rapides" 

(1g Cl). El les  peuvent ê t r e  divisées en deux groupes hétérogènes suivant 

l e  schéma de l a  figure 26(p.126) 

En ou t re ,  des IgM ont é t é  mises en évidence p r  immuno- 

électrophorèse. P l a i s  l e u r  taux e s t  t r è s  f a i b l e  e t ,  de ce f a i t ,  l e  p réc ip i té  

nres t pratiquement composé que d l I g  G 1 .  

2 - Etude du p réc ip i t é  P 4 

a)  - Chronatograghie sur  Sephadex G 100. 

La chromatogza~hie du préc ip i té  P4 fourn i t  un diagramme 

d té lu t ion  plus complexe que l e  précipi té  PI (Fig.2Tp.127). On obt ient  

par un découpge a r t i f i c i e l  s i x  f rac t ions .  L1imurio-électrophorèse révèle 

que l e s  f ract ions  3 e t  4 ne contiennent que des I&, La f r ac t i on  fi renferme 

un composé de migration très cathodique que nous avons appelé l a  protéine .&.. 
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Figure 25. 

03 

Courbes d'élution du fractionnement sur SE - Sephsdex C-50 

de 600 mg (A)  e t  500 mg (B) de la fraction II (P, ) - Tampon 
acétate de sodium à pH 3,5 - Colonne r 3 x 40 cm - Débit : 15 ml/h 

Rendement r 70 $. 

Gradient l inéai re  j',,/,,\ 0,o 100-100 2  * 0,o ml 4 M 0 0 4  - l M  
600-6OOml / , 

d \ 1 0 , 0 4 , ~ ~ ? 1  , \ 

+ '* 
0,02M -.*-O- .,.,* -0 ' 0  

*O 
'.-O- / - /-. . \ -0. - 
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Chromatographie sur Sephadex G-100 

Fraction II 

. IgM 

. IgG polymérisées 

. Ig G rapides = IgG, 

chromatographie sur SE-se phadex C-50 

Fractions r 

Schéma de fractionnement des imnunoglobulines du précipité 

Pl du colostrum de Vache. 



Courbe dvé lu t i on  de l a  ~hromato~yraphio sur Sephadex G-700 

du préc ip i té  P e t  schém.3~ des immunoélectrophorèses des 4 
f r ac t i ons  obtenues - Colonne : 6 x 120 cm - Tmpon : T r i s  0,1 M ; 

N a C l  1 M ; pH 8 - Débit 30 ml/h - Eckiantillon r 1 g - 
A C : imunsérum de lapin  anti-protéines co lo s t r î l e s .  



b) - Chromatographie s u r  UEAE - Sephadex A-50. 

La f r ac t i on  4 f u t  soumise à une chromatographie su r  D E A E - 
Sephadex A - 50. contrairement au précipi té  P l ,  on obt ient  une f r ac t i on  

dlIg G "lentes",  d ivisée  en deux sous-fractions,  éluée par l e  tampon 

phos pha t e  0,02 X à pH pH. Le ;'wc,?.ce du tampon phosphate 0,3 7 M à pH 4,5  

fou rn i t  une au t re  f r ac t i on  hétérogène composée dt  IgG "rapides" ( ~ i ~ .  28 , p.129. 

L'irnmuno-électrophorjse révèle  bien l a  d i f férence de migration en t re  l e s  

deux so r t e s  dl I g  G.(FAHLY e t  HORBETT) (77) ; (MTRYIIY) (1 9 ~ ) .  

c)  - Chromatographie sur S E - Sephadex C - 50. - 
Les I g  tii, ob tenus  par l e  fractionnerient sur une colonne de 

D U E  - Sephadex A - 50 d'une f r ac t i on  du préc ip i té  P4, furent  chromatographiées 

sur SE - Sephadex C - 50. Comme pour l e  p réc ip i té  P l ,  on obt ient  deux groupes 

(1 e t  II) (Fig.29 p.730) .  Le groupe I,constitiié de t r o i x  composés, e s t  é lué  

par un tampon d 'acéta te  de sodium 0,04 Pi à pH 5 $ 5  e t  l e  second par un tampon 

de force ionique plus élevée (environ 0,37 M en acé ta te  de sodium). 

Le préc ip i té  P4 contient  des I g G  l en t e s  e t  rapides. Les I@ 

rapides peuvent corrinie ce l l e s  du précipi té  Pl  se d iv i s e r  en deux groupes 

hétérogènes suivant l e  schéma de l a  f igure  30 (p. t 31 ) . Les IgG rapides du 

préc ip i té  P e t  du préc ip i té  PI possèdent presque l e  même comportement 4 
chronatographique sur SE- Sephadex C - 50. >*ais l lemploi  de l a  technique 

dlOUCHTLHLONY ( 234 ) r6vèle nCanuoins l a  présence d'un caractère antigénique 

supplémentaire dans l e s  Ig G1 clu p rsc ip i té  P l .  

Sn conclusiorm de tous ces frac.tior~nementu, on peut aff i rmer  

quo l e s  IgGl repr6çentent l a  f r ac t i on  majeure du précipi te  Pd. 



D.0 
IgG r a p i d e s  

Figure 28. 

Courbe dtélution de la chromatographie sur D E A E - Sephadex 
A - 50 des IgG du précipité P et sch6mas des immunoélectrophorèses 4 
des fractions obtenues. Colonne : 3 x 20 cm - Tampon r phosphate de 

sodium - Débit t 15 ml/h - gchantillon t 550 mg - Rendement : 78 %. 
A C : inmunséruin de lapin anti-protéines colostrales. 
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Gradient l i n é a i r e  
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Figure 29. 

Courbe d t é l u t i o n  de la chromatographie s u r  S E - Sephadex 

C - 50 des IgG "rapidesf' du p r éc ip i t é  P4. 

Colonne r 3 x 40 cm - Tampon : acéta te  de sodium à pH 5,5 - 
~ é b i t  r 15 ml/h - Echantillon : 380 mg. 

.-*. 

[ ;: , '  \,: L' '/ . -d 



Chromatogmphie s u r  Sephadex G-100 

6 1 ( ( p r o t e i n  
Lac t oglobul ine  

Chromatographie s u r  DEAE - Sephadex A-50 

IgG lentes = lgG2 

I 
IgG rapides  - IgCZ 

I 

Chromatographie sur SE-Sephadex C-50 

I 
Groupe 1 
1 

Groupe II 

Figure  30. 

Schéma de fractionnement des IgG du p r é c i p i t é  

P obtenu par  l e  fractionnement au sulfate d'amonium. 
4 



Ltixage i i n~mo-6 lec t rophorS t ique  de ce  p r é c i p i t è  Pz e s t  très 

complexe ( ~ i g . 2 0  , p.116). Be p lus ,  une prenière  étude nous a v a i t  perinis 

de montrer que c e t t e  technique au r ivanol  e n t r a i n a i t  une p e r t e  inpor t an te  en 

immu~oglobulines. A u s s i ,  avons-nous si:riplement voulu v é r i f i e r  s i  l e  compose 

possédant l a  m i , ~ a t i o n  de l a  "Red protein" de L;,SOTdidS (99 ) é t a i t  véri tablement  

la même protéine (*). 

1 ,- Chroimtor?itphie sur S e ~ h a d e x  G 100. 

Le p r é c i p i t é  P2 a é t é  chronatographik sur une colonne de 

Sephadex G - 100. L1imiuno-électrophorèse de l a  f r a c t i o n  3 révèle  l a  

présence de ce conposé ressenblant  à l a  "Red prote in"  ( A )  (Fig.37 ,p.133). 

2,- Chromato,~raphie sur S3 - Sephadex Ç - S j Q ,  

Une c h r ~ a a t o ~ a p h i e  sur m e  colonne de S E  - Sephadex C - 50 

du p réc ip i td  P2 a permis d ' i s o l e r  l e  coingosé ( A )  dans un é t a t  de pure té  

s a t i s f a i s a n t .  

L1imuno-é1ertro~:horSse de la f r a c t i o n  5 (Fig. 32;p,i34 ) , r i a l i s é e  

avec un iumunséru~ ant i -pro té ines  l a c t é e s ,  r évè le  un â r c  b ien  n e t  e t  uno 

plage foue (absorpt ion  sur l a  gélose) .  Un imnunsérurn an t i -p ro té ines  sériqiles 

ne r é a g i t  ms avec ce composé ( A ) .  

(*) - Nous remerçions vivement Konsieur GROVES pour son envoi de 

"Red protein" r e ç u  l e  20 Kai 1965., 



Figure 31. 

Courbe d l é l u t i o n  de l a  chromtographie sur Sephadex G-100 

du précipi té  P2 ( ~ i v a n o l )  e t  schémas des imunoélec trophorèses 

des f ract ions  obtenues. Colonne : 6 x 120 cm - Tampon : T r i s  0,f M ; 

Nacl 1 M ; pH 8 - Débit : 30 ml/h - Echanti l lon : 1 g. 

A C r immunsenun de l ap in  anti-protéines co los t ra les .  



Figure 32. 

Courbe d t é l u t i o n  de la  chromatographie sur S 6 - Sephadex 

C - 50 du p r k i p i t é  P2 ( ~ i v a n o l )  Colonne i j x 30 cm - Tampon r 

a c é t a t e  de sodium à pH 5,5 ; gradient  (400 - 400 m l )  0,04 à 1 M - 
ùébi t  i 10 ml/h-xchantillon : 300 mg. 

A C : immunsérum de l ap in  ant i -proté ines  co los t ra les .  



Par l a  technique d 'OUCHTERLONY ( 214 ) , nous avor?s obtenir un 

raccordenent p a r f a i t  e n t r e  l a  "Red peotein" e t  l e  composé ( A )  de couleur  rose  

Nous l ' avons  appelé  " l a c t o t r a n s f e r r i n e "  pa r  analogie  avec l e  l a i t  de Feme.  

AHONTREUIL e t  a l .  ( 184 ) ./ 

3 . - Conc lcs ion.  

S i  ce p r é c i p i t é  P2 n ' e s t  pss un s u b s t r a t  de choix pou: l ' i so lement  

des irraunoslobulines , il permet , par cont re ,  1 l obtent ion  rapide  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e .  (p. 220 ) . 

III. - CO1SLUSIONÇ. 

NOUS avons t e n t é  d 'é i iab l i r  un? r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  l e s  

d i f f é r e n t s  arcs présents  daris l e s  imnuno-électrophorégrames des p r é c i p i t é s  

Pl e t  P4 ( s a l f a t e  à l m o n i u n )  e t  l e s  d i f f é r e n t s  groupes obtenus pa r  Oes 

fractionnements chromatographiques de ces mêmes p réc ip i t é s .  

Nous avons résumé dans l a  f igu re  33 (p.136) l e s  correspondances 

1~03Sible3 

L'arc dénommé t16ft proté ine  correspond à l a  migrat ion du fragment 

5 S /F d é c r i t  p r  BUTLEB e t  liIA>TbiELL ( 37 ) . Le comsosé Y que nous 

disignons rfIgG-polyn6risées~8 a é t é  ideri t i f ' ié  ô des I&2 poly~;i5risées pa r  

ces mênes auteurs .  D'après nos r é s u l t a t s  c e t t e  polymér isa t ion  peut s ' é t endre  

aux I g  G1 ( ~ i ~ .  23 ,p. 122). L 'a rc  X correspond d ' ap rès  BUTLSR e t  ?ZiX?.JIiILL ( 37 ) 
à Itemplacement des I g  A . E t  des t r a c e s  de c e t t e  inrnunoglabuline dans l e s  

Ig G1 d~ p ~ é c  i p i  t é  Pl ( s u l f a t e  d'ammonium) e x p l i q u e r a i t  l e  ca rac tè re  e n t  igé- 

nique supplémentaire des I g  G1 ïie ce  p r é c i p i t é  par  rappor t  aux I g  G, 6u 

p r é c i p i t é  P ( s u l f a t e  dla,mmoniun). 4 

Quant a u  composé Z qui n ' e s t  révélé  que par  un imuttsérum a n t i -  

proteinea sé r iqaes  nous n'avons pu d é f i n i r  s a  na ture .  



A C +  A S  

C o l  

IgG p o l y m é r i s é e s  

Figure 33. 

Correspondance entre  l e  colostrum e t  l e s  f rac t ions  séparées 

par chromatographie des d i f fé ren t s  a r c s  présents dans l e s  \.A 

immunodlectrophoré~ammes (ne f i ~ r u r e  que la  f rac t ion  - globu- 

l in ique)  
Y 

Z r n ' e s t  révélé  que par un immunsérum anti-protdines sériques.  

A C I  immunsérum de l ap in  anti-protéines colos t r a l e s  . 
A S :  " 11 t fl 11 tt sériques.  

Col: colostrum. 



Les lg  G rapides t o t a l e s  sont analogues aux Ig G8 de .. 
KICKOFEN e t  a l .  (128). Les Ig G l en t e s  du précipi té  P4 ( s u l f a t e  

dlammonium) divisées  en f rac t ions  1 e t  2 ressemblent au Tg G 

de  type x 2 e t I (  1 obtenues par ces mêmes auteurs à prtir d'un 

sdrum de Boeuf. 

Nos divers fractionnements confirment que l e  colostrum de 

Vache cont ient  pr inciplement  des immunoglobulines de type Ig  G e t  plus 

par t i cu l ié re ren t  de mobilité électrophorétique I g  G1. 

Nous avons dosé l e s  glucides des I g  G1 pur i f i ées  s u r  D E h E - 
Sephadex à p a r t i r  des p réc ip i tés  Pl e t  I)4 ( su l f a t e  dfaminonium)  a able au XVIII, 
p. 138). Ces deux types d1 Ig Gl s e  di f férencient  lé,p;èremenr, par l eu r  taux 

en acides s ia l iques  e t  l eurs  rapports molaires en oses neutres.  Mais ces 

var ia t ions  ne sont pas s ign i f ica t ives  pour p r l e r  vgritablerlient de deux 

faniilles d i f fé ren tes  d1 Ig G1. 

Ces mêmes dosages centésimaux ont é té  effectués s u r  l e s  sots.- 

f rac t ions  d l I g  G1 obtenues par chromatographie su r  colonne de S E -Sephadex 

des I g  01 du préc ip i te  Pl ( su l f â t e  d ' a m o n i .  ) . Fais l e s  ~ou rcen t ags s  en 

oses neutres,  basiques e t  ac ides  é t a i e n t  identiques à ceux des Ig G1 t o t a l e s .  

Ceci nous i n c i t a  à entreprendre immédiatement l e s  études s t ruc tu r a l e s  su r  

l e s  f rac t ions  glycanniques de llense-ible des IgG1 du préc ip i té  Pl : 

l 'hé térogénéi té  chromatographique é t an t  due, semble-t-il, aux par t i es  

var iables  des chaînes H e t  L. 



T A B L E A U XVIII 

Conpositionscentésimale e t  molaire des IgG 1 

des p r é c i p i t é s  P1 e t  Y /SO (N'FI ) 4 4 4 2/ 
obtenues après  chromatographie sur DUE-Sephadex. 

i t 1 
Composition centés i ,mle  Rapports molaires  : --------------------------:------------------------ 

( Oses 
t 

( Pt 1 P4 1 
P 1 

: 4 ) ( .................... ---------------------------*------------------------ 

( 
: : 1 ) 

: : : ) 
( Oses neut res  
( 

: 1,32 à 1,53 : 1,28 t - t L. 1 
x t 1 

( Gai 
( 

t - I - : 2,1 (a) t 1 
: 

2 ( b )  ) 
* : 1 

( Man 
( 

- t - : 3 (a) t 1 
: : 

3 0 ) )  ) 

( Fuc 
( 

- t - i 0 ,6  (a) i 0,5 (b) 1 ) 
: t 1 

( Dlc HAc 
( 

: l , l  à 1,2 : j , t 3  : 394 : 4 1 
1 1 

( Acides s i a l i q u e s  i 0,45 à 0,50 i 
( 

0,62 : 0,8 : 1,5 1 
( 

: J ) 

( 
: f : 

( 
. t ) 

( 
: . t 1 

( 
: 1 : : 1 

(--------_---,--------I-------------1-------------:----------i------------- 
) 
) 

(a) - se lon  l e  mode opé ra to i r e  de MONTREUIL e t  a l .  (1 90 ) 

(b) - se lon  l e  procédé de SWEELEY e t  al.  ( 268)  

eus 
Ll1i.i O <..-A 



.................................................... 
: : 
z L O C A L I S A T I O N  D E S  G L U C I D E S :  
t S U R  L E S  C H A I N > ! S H *  I . : 

Nous nous sommes l i m i t é  à déterminer s i  véri tablement  l e s  

glycannes n ' é t a i e n t  l o c a l i s é s  que sur l e s  chaînes H ,En e f f e t ,  

NIEDEiI%IER e t  a l .  ( 266) ont  é tud ié  l e s  Ig G de d ive r ses  o r ig ines  

y compris c e l l e s  du sérum de Boeuf. D'après cas  au teu r s ,  l e s  

polysaccharides s e r a i e n t  r é p a r t i s  sur l e s  chaînes H e t  Le  a able au XIX, 
P. 740) 

Pour répondre à c e t t e  ques t ion ,  il f a l l a i t  préparer  des 

chaînes L en quant i t5  i m ~ o r t a n t e  pour doser  l e s  polysaccharides dans des 

condi t ions  s a t i s f a i r a n t e s .  Nous avoris u t i l i s é  deux techniques,  l a  

première (protocole nOl - p.85 ) e s t  l a  technique devenue c l a s s ique  

d é c r i t e  par FIIkXSCHIfQ3 -- e t  a l .  ( 75) )V la seconde (protocole n02 - p.86 ) 
a l ' avaa tage  de sépa re r  l e s  chafnes H e t  L avant  de bloquer l e s  groupements 

t h i o l s  /GK\NT e l  a l .  (94 )/! 

A - 1SOLkP;BIT 3r:S CHAINES S3LON L A  T3;CINIQUE DL FLEISCHi%AN e t  a l .  (79 ) . 
Le protocole  expérimental ( ~ ~ 1 )  a é t é  d é c r i t  à la  page 85.  

Il s e  résume en t r o i s  é tapes  r réduct ion  des ponts d i s u l f u r e s ,  blocage des 

groupements t h i o l s  e t  t m i s a g e  moléculaire ,  la figure 34 (p.? 41) r ep resen t s  

l a  courbe d ' é l u t i o n  de l a  colonne de Sephadex G-100. T ro i s  composés ont  étQ 



T A B L E A U  XIX. 

~omposi t ionscentés imale  e t  molaire des IgG du 

sérum de Boeuf /d'après NIEDGRIGIER e t  al.(206)/ 

7 
............................................................................... 

: : 

( 
Composition centésimale : Composition molaire t 

( 
.......................... ----------_ _---------- - - 

Oses Chaine H : Chai% L : Chaîne H T ~ J :  Chaîne L Tbr 
( t : f a 
(------------------- :--------------:------------:--------------:--------------- 

( a : : : 
t : ( Fuc 

( : 
0,19 : Os05 Osb : 0 s 06 

: 
: 0,08 os2 

t 
( Acides s i a l i q u e s  : 
( 0930 : : 0,05 

(a) - pom une m s s e  molécul-aire de 50 000 

(b) - pour une masse moléculaire  de 20 000 



Courbe d'élution do la chroimtographie sur Sephadex G - 100 

des chaînes H e t  L selon le procédé de F I I E I S C E I ~  e t  al. ( 79 )  

Colonne t 4 x 120 cm - Eluant : acide propionique N - Ddbit 14 ml/h. 



séparés .  La f r a c t i o n  n03 e s t  constitutil  d e  chaîne L, l a  f r a c t i o n  n02 

de chaînes H e t  l a  f r a c t i o n  no? d'un &lange de chaînes par t ie l lement  

séparées ( H - H ; H - H - L e t  H - L ) d 'après  ASKONAS e t  WILLIAYSON ( 8  ). 
Les t r o i s  f r a c t i o n s  ont é t é  r î p é r é e s  en lumière U.V. e t  par  l e  r é a c t i f  

au phénol-sulfurique de UUf30IS e t  a l .  ( 67 ). Seuls  l e s  f r a c t i o n s  no? e t  

n02 donnaient une r é a c t i o n  p o s i t i v e  avec ce r é a c t i f  

B - XSOI.k~I*IS?TT DdS CEA41NkiS .SELOI? LA 'LICHNIQCS DE GRAYT e t  a l .  ( 94 ). 

C ~ n t m i r e ~ e n t  a u  mode opéra to i re  précédent dans l e  protocole n02 

d é c r i t  page 86 i9 ordre des é tapes  e s t  inversé : l e  blocage des groupements 

t h i o l s  a l i e u  ap rès  l ' i so lemen t  des chaînes L. Nous avons r epor t é  dans l z  

f i g u r e  35(p.143) l e  prcjf i l  d ' é l u t i o n  de l a  chromtographie  sur Bio-gel 

P 150 du &lange des chaînes II e t  L r édu i t e s .  Comme précédemment t r o i s  

f r a c t i o n s  sont  séparées ,  e l l e s  son t  c o n p s é e s  respectivement de : 

- f r a c t i o n  no  1 : Ig G1 incomp1è:bement r é d u i t e s  

- f r a c t i o n  no 2 : Chaînes H 

- f m c t i o n  no 3 : Chzînes L. 

II... 

Nous avons sou?iis à l l é l e c t r o p h o r è s e  en ge l  d'amidon l e s  

chaînes L obtenues par l e s  deux techniques pour s ' a s s u r e r  de l f e f f i c a c i t é  

de l a  deuxième méthode. Deux types d 'é lec t rophorèse  ont  4 t é  r é a l i s & ,  

l ' u n  à pH acide  pour sépa re r  l e s  chaînes L des chaînes H e t  l ' a u t r e ,  à 

pH basique pour f r a c t i o n n e r  l e s  chalnes L. Les diagranmes de ces électropho- 

r è s e s  sont  r e p o r t é s  dans la figure 36 (p. 144 ) . D f  après  ces r é s u l t a t s  

l a  technique de FLEISCHhlSuU e t  a l .  ( 79 ) peut ê t r e  remplacée sms r i sque  

par  c e l l e  de GRANT e t  a l .  ( 94 ) , 



Figure 35. 

Courbe d 'é lut ion de l a  chromatographie sur Bio-gel P - 150 

des chaînes H e t  L selon l e  protocole de GRANT e t  9.1. (94) 

Colonne r 5 x 100 c m  - Eluant r acide fornique 0,1 N - Débit : 



Figure 36. 

Schémas des é l e ~ t r o p h o r é g r a ~ e s  des électrophorèses sur gel d'amidon. 

(a) - à pH acide - séparation des chaînes H e t  L. 

(b) - à pH basique - fractio,mement des chafnes L. 

1, i I2 ; I3 (vo i r  f igure  34 P-141) 11 (vo i r  figure 35 p.143) 5 



Nous avons e n t r e p r i s  c e t t e  (tude c r i t i q u e  des deux méthodes 

de fractionnement des  chzînes H e t  L c a r  l a  technique de FLEISCEIQWT e t  a.1. 

( 79) c o n t i e n t  une é t ape  d i f f i c i l e  : l a  chromatographie de tamisage molé- 

c u l a i r e  dans l ' a c i d e  propionique. Après t r o i s  chromatographies nos colonnes 

ne  possédaient  aucun pouvoir sépara teur  a l o r s  que l ' i so lement  des chaînes L 

avant  l e  blocage des groupements t h i o l s  ne p e r t u r b a i t  pratiquement &as ce 

même pouvoir sépara teur .  

Nous avons dosé l e s  g luc ides  dans l e s  c h i n e s  L par  l e s  

techniques colorimétr iqueç c lass iques  d é c r i t e s  à l a  page 76. La 

composition centésimale en g luc ides  e s t  l a  su ivan te  : oses neut res  : 0,38 $; 
osamines : 0,43 "/o e t  ac ides  s i s l i q u e s  :0,12 $ . Mais l e s  d ispropor t ions  e n t r e  

ons l e s  polyoaczharides e t  l a  p ro té ine  sont  s i  importantes que l e s  c o l o r a t l  

obtenues l o r s  des dosages ne possèdent pas un s p e c t r e  normal. Aussi nous 

sommes t r è s  réservés quant a f f i rmer  l ' ex i s t ence  de  polysaccharides dens 

l e s  chaînes L des Ig  G1 du colostrum de Vache. D'autant plus que l o r s  de 

l ' i so lemen t  des chaînes L nous n'avons pu mettre  en évidence d 'oses n e u t r e s  

par l a  technique de DUBOIS e t  a l .  ( 6 7 ) .  

D'après l e s  r é s u l t a t s  de NIEnkWE3IER e t  a l .  (206 ) , toutes  l e s  

chaînes L ne possèdent pas de groupements glycanniques. E t ,  s i  v é r i t a b l e -  

ment, ceux-ci e x i s t a i e n t ,  il n'y a u r a i t  qbe 10 7; de chaînes L à c o n t e n i r  

des polysaccharides. O r ,  s i  on compare l e s  r appor t s  molaires des monosac- 

charides ch able au XIX, p. 140) déterminés par ces  au teu r s  avec ceux des 

glycannes dont no% avons déterminé l a  s t ruc tu re  ( ~ i ~ .  50 ,p. 216) on e s t  

s u r p r i s  de constater q u ' i l s  sont  icientiques. Et l 'hypothèse ,  émise 

d ' a i l l e u r s  pas N 1ED'iBP;EIEEl e t  al. (206) eux-memes , d 'après l aque l l e  l e s  

chaînes L pourra ient  ê t r e  s o u i l l a e s  par des f r z c t i o n s  peptidiques 

semblables au  fragment Fc semble dPa?rès nos s tudes  s t r u c t u r a l e s  s e  

confirffier. Par conséquent, à no t re  a v i s ,  l e s  chaînes L des Ig GI du 

colostrum de Vache ne c o n t i e ~ n e n t  pas de polysaccharides. 



: E T U D E  D E S  M O D A L I T E S  D E  L A  

L I A I S O N  E N T f l E  L A  P R O T E I N E  E T  : 

Au début de not re  t r a v s i l ,  l ' i d é e  d 'en t reprendre  

l ' é tude  du po in t  d 'a t tache  protéine-glycanne d'un mélange a u s s i  

complexe de pro t6 ines  nous semblai t  voué à l 'échec.  C ' é t a i t  l ' une  des 

ra isons  qu i  nous ava ien t  o r i e n t é  vers  l e s  e s s a i s  de f r a c t i o n -  

nement de c e  groupe d l I g  GI . O r ,  l e s  études s t r u c t u r a l e s  

e n t r e p r i s e s  pa r  p lus i eu r s  auteurs  s u r  l e s  immunoglobulines 

humaines (myélomateuses) f a i s a i e n t  r e s s o r t i r  Le f a i t  que t o u t e  

chaîne H ou L possédai t  une séquence peptidique C - terminale 

constante e t  une a u t r e  N -terminale v a r i a b l e  e t  que l e s  

polysaccharides s e  t rouvaient  l i é s  à l a  f r a c t i o n  C -termin3le 

des chaînes lourdes  (H) /voir  l e s  revues g n é r a l e s  de COHEN 

e t  NILSTdTN ( 53); STX$:/O,PTH e t  PARDO3 (265) ; LEfJhTOX e t  CORN (149) ; 

PERY (220) e t  MIHAESCO ( IBO) / !  

Le mode de l i a i s o n  des groupments  glycanniques 

l d eva i t  , en p r inc ipe ,  e t r e  ident ique  daos t o u t  l e  groupe d ~ s  

IgCl du c o l o s t m  de Vache. Notre hypothise de t r a v a i l  r evena i t  

à admettre que nous é t i o n s  en présence d'an groupe complexe de 

protéines qui  pouvaient ê t r e  a s s imi lées  à un composé unique e t  

homogène. 

Pour abozder c e t t e  étude,  nous avons hydrolysé l e s  

Ig G1 par l a  pronase, mélange d'enzymes qui  possèdeune s p d c i f i c i t é  

de coupure t r è s  l a rge .  Notre choix f u t  guidé par l e  f a i t  q u ' i l  nom 

f a l l a i t  o b t e n i r  des glycopeptidrs  possèdant une chaino peptidique 

très courte  e t ,  s i  poss ib le ,  des glyco-smino-acides . 



Nous envisagerons donc successivement l e s  problènies 

su ivan t s  : 

1 .- -- Isolement e t  composition des ~ 1 g c o ~ e p t U e ~ .  

2 ,- Dé t e r n i n a t  ion  des modalités des l i a i s o n s  p~oté ine-glycanne  . 

Nous avons hydrolys j  l e s  p r é c i p i t é s  PI obtenus à 

p a r t i r  du f rac t ionnenent  par  l e  s u l f a t e  dlaraonium du colostrum 

de Vache. Ceux-ci e t a i e n t  soumis aux c r i t è r e s  de p u r r t é  é l ec t ro -  

phoré t ique  e t  immuno-élec t r o p h o r a i  que. Nous avons c h o i s i  l e s  

p r é c i p i t e s  exempts ci'1gf.I. Notre m a t i r i e l  n ' é t a i t  COPS t i t u é ,  Ue ce  

f a i t ,  que ~ I I &  mp ides  (1g G?). Les compositions c e n t e s i m l e  e t  

molaire des d i f f é r e n t s  oses c o n s t i t u a n t  l e s  g r o u p a e n t s  glycan- 

niques ont  é t é  rapportées dans l e  t ab leau  XX (p.148). 

L1hydrolysat pronasique des IgGl f o u r n i t  ir-rès p l u s i e i ~ r s  

é t aaes  de p u r i f i c a t i o n  une " f r a c t i o n  glycopeptidicpe I L I t 1  (vo i r  l e  

schém de p u r i f i c a t i o n  - Fig. 37 ;p.149). Nous avons racsenblé,  dans 

l e  t a b l e a u  X X I  ( p . 1 5 ~ )  l e s  rendements obtenus pour l e s  f r a c t i o n s  

glycopeptidiques II e t  111. 

B - COMPOSITION DES GLYCOPYPTIOES . 

Les conposi t ions  centésimale^ comparées en oses des 

f r a c t i o n s  glycopeptidiques II e t  III nontre un l é g e r  enrichissement  

en glycopeptides -('ifableau XXII , p. 150) 

L'analyse, e f f ec tuée  à 1 'aüto-amlyseur Technicon, de 

la f r a c t i o n  glycopcptidique III, hydrolysée 'par l ' a c i d e  chlorhjrclri- 

que 5,6 X ,  pmmet de d e t e r a i n e r  la conposi t ion molaire en  ac ides  



T A B L E A U  XX. 

Compositions centésimale e t  molaire en glucides 

des IgG, calculée pour une masse moléculaire 

de 332 600 déterminée par ANTONY. ( 4 ) 

( 
...................................................................... 

t Composition 
Composition 

: : 
7 

( Oses 
: centésimale t molaire 

1 
( 1 
( 2 t 
( -------------------------:-^---------------------:-------------------- 

1 
: : 

1 
( 

: : 
1 

( 
( Oses neutres t 1 r 5 3  : - ) 

: 
1 

( ) 

( Man 
( 
i FUC 
( 
( GlcNAc 
( 
( Acides s ia l iques  
( 
( 

(a) - calculés  à p a r t i r  de l a  composition centésimale. 



1 è re  hydrolyse pronasique (48 h. ) 

1 e r  surnageant alcoolique 

Préc ip i té  alcoolique nO1 - 2ème hydrolyse pronasique (48 h.) 

2ème surnageant alcoolique 

Précipi té  alcoolique n02 - 3ème hydrolyse pronasique (48 h.) 

3 ème surnageant. alcoolique 

Préc ip i té  alcoolique n03 - 4ème hydrolyse pronasique (48 h.) 

4ème surnageant alcoolique 

Précipi-tR alcoolique n04 I. so lub i l i s é  dans une so lu t ion  d'ATCA à 5 $ 

Précipi té  ATCA 

Fract ion glycopeptidique 1 

~ h r o m a t o ~ r a ~ h i e  s u r  Dowex 50 x 8 (mesh 25 - 50) 

Phase neutre - Fraction glycopeptidique II - Chromatographie sur  Sephadex G 25 + 
1 FRACTIOil GLYCOPEFTIDIQUE III 1 

Figure 37. 
Schéma de pur i f i ca t ion  des hydrolysats 

pronasiques des lgGi e t  de l a  l ac to t rans fe r r ine .  



T A B L E A U  XXI. 

Rendement des f r a c t i ons  glycopeptidiques II e t  III 

& p a r t i r  de 20 g dgIgG1 (vo i r  Fig.37 ;p.149) 

T A  B L E A  U XXII. 

Compositions centésimales comparées en oses 

L 

t 

r 

Rendement théorique en 

os es totaux uniquement 

Fract ion glycopeptidique II 
- Y 

Fract ion glycopeptidique III 

I 

des f rac t ions  g lycoppt id iques  II e t  III 

Rendements 

environ 600 mg 

553 mS; 

461 mg 

Fract ion glycopeptidique II 

Fract ion glycopeptidique III 



aminés, rapportée aux 8 résidus de N-acétyl-glucosamine pr6sent.s 

dans l a  molécule nat ive  dlIgG1 . 
Les rapports  molaires des oses neutres ont é t é  

calculés par  rapport  & 3 résidus de magnose. 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  rassenblés 

dans l e  tableau XXIII (p.152 1. 

Nous avons déterminé l a  masse moléculaire de l a  

f rac t ion  glycopeptidique III par t r o i s  n6thodes. 

1 - l a  méthode de GHUYSIB ( 86 ) au f luoro-dinitrobazène .. 

2 - en appliquant l a  l o i  de STOKES. L 'u l t racentr i fugat ion 

a é t é  r éa l i s ée  dans un tampon phosphate de force ionique 0,1 M 

à pH 6,89. Le seu l  composé décelé possède un S 0 2 0  w de 0,76. 

Le volume spécifique p a r t i e l  a é t é  calculé  d 'après l a  

composition no la i re  de l a  f rac t ion  glycopeptidique III 

( ~ s p  = 0,613). 

3 - par  tamisage mol6culaire. Pour étalonner l a  colonne de 

Bio-gel y 6 ,  nous avo-ns u t i l i s S  des glycannes branchjs rieutres 

i s o l é s  du l a i t  de Femme par GRIWIOi6mZ ( 96 ). La f r ac t i on  

glyco-ptidique III, après c h r ~ r n s t o ~ m p h i e ,  s e  fractionne 

en deux composés : l ' un  contient  de l ' a c i d e  s ia l ique  (III A ) ,  

l ' au t r e  en e s t  dépourvu (III N. ) 

Les r é s u l t a t s  sont rassenblés dans l e  tableau XXIV (p.15' 

DISCUSSION - CONCLUSIOI? . 
L'hydrolyse pronasique Ces IgG1 nous a pemis  d ' i s o l e r  

une f r ac t i on  glycopeptidique 111 t r è s  purifiGe. 



T A  B L E A  U XXIII. 

Rapports molaires des acides aminés e t  

des oses de la f r ac t i on  glycopeptidique III. 

( 
............................................................ 

( Acides aminés (a) : Oses neutres (b)  
1 

: 
(--------------------------- : ---------------------.------ 
( t t 
( Ga1 : 

1 
( AsP 7 $98 2,' 

t i 
1 

( Ser  4974 : Man : 3 
1 

( f : 
1 

( Thr : 1,2t : PUC 
( 096 

t t : 
) 

( Glu t 0,08 t t 
1 

( : : 
1 

( Gly 

. 
: 0,07 : 

) 

( : t : 
( Ala : 0,07 t 

: t 

I 
1 

( 
( Val 0,02 : 

(a) - rapportés à 8 résidus de N-acétyl-glucosamine 

(b)  - rapportés à 3 résidus de mannose. 



Nasse moléculaire des glycopeptides des IgGi 

Méthodes : Fraction glycopeptidique III 

i .......................... ..................................... . 
( f 
( - par dosage des Nil2 : 2 800 
( 
( - calculée d'après la 1 

loi de Stokes 2 550 

( - par taaisage : 
( moléculaire : 

2 800 (III A )  j 
( 2 2 500 (111 N) 

) 

( 
) 

( 
( 

) 

.................................................................... 1 



Il e x i s t e  quelques discordances quant aux taux 

des oses par r appor t  à ceux du s u b s t r a t  de dépar t  (1gG1). La 

p e r t e  d 'ac ides  s i a l i q u e s  peut provenir  de l a  f r a g i l i t é  des 

l i a i s o n s  " s i a l y l "  v i s  à v i s  des agen t s  d'hydrolyse. D'autre p a r t ,  

nous avons toujours  cons ta té  que l e s  oses neu t re s  é t a i e n t  dosés 

par  excès par  r appor t  aux osamines dans l e s  glycopeptidides,  Ce 

désaccord peut s ' exp l ique r  par  l e s  t r a c e s  de glucose que Lyon a 

pu mettre  en évidence dans l a  frac.t;ion glycoprpt idique III. 

D'après l e  pourcentage des oses dans l a  molécule 

n a t i v e  dtIgG1 (pour une masse moléculaire  de 132600 ca lcu lée  par  

ANTO~Y) ( 4 ) l a  masse glycannique r ep iésen te  4282 (oses  neu t re s  : 

2028 ; osamines r 1591 e t  ac ides  s i a l i q u e s  : 663). Les t r o i s  

méthodes u t i l i s é e s  pour déterminer l a  masse moléculaire  des 

glycopeptides b i e n  que donnant des r j s u l t a t s  d i f f é r e n t s  démontrent 

1' exis tence  d e  deux groupements glycanniques par  molécufe d '  I&I . 
On peut ,  dès à présent ,  en déduire l a  com~osi tFon molaire présrcn4e 

des deux groupes de glycopeptides (avec ou sans  a.ciàes s i a l i q u e s )  

('Tableau XXV , p. 155 ) . Le noabre de r é s idus  d lzc ides  aminés e s t  

c a l c u l é  2ar r a p p o r t  à 4 de GlcNAc, c e l u i  des oses neu t res  par 

rappor t  à 3 de mnnose  e t  c e l u i  des s c i d e s  s i a l i q u e s  e s t  à62ui t  

de l a  composition centésimale (nous nom sommes repor t é  à l a  

composition de l z  f r a c t i c n  :lycopeptidique III). La masse molécu- 

l a i r e  czlcul6e d 'après  c e t t e  composi%ion e s t  e n  accord avec l a  

masse moléculaire  déterminGe expêrimentaleaent.  

Bous pouvons donc entreprendre l ' é t u d e  de la l i a i s o n  

protéine-glycanna sur l a  f r a c t i o n  glycopepti.dique III t o t a l e .  

L'hét6rogénéité des glycopeptides r é s u l t e  principalement, dans la  

v a r i a t i o n  du t aux  de fucose e t  d 'ac ides  s i a l i q u a s .  

Après l a  r é a c t i o n  d1ED14AN ( v o i r  p.97 ) nous avons 



Composition molaire de la fraction glycopeptidique III 

déduite d'après les déterminations expérimentales de la msse 

moléculaire de cette fraction. 

Constituants 

Wbse de r é s i d  

.-- 

nrasses n o l é c u l e i ~ e s  des g?jcoceptidiqaes cziculSes : - 
- S ~ P I  A.S. : 2071 

- avec 1 résidu 6 r 9 . Ç .  r 2362 

- avec 2 résidus d1A.S.: 2653 

(a) - S.S. : -1.cidrs sialiques. 



i s o l é  dans l a  p h s e  aqueuse un PTH - amino- ac ide  - glycanne - 
dér ivé  . Lthydzolyse p a r t i e l l e  l e  cc  de rn ie r  f o u r n i t  après  

k l c c t r o ~ h o r è s e  21 pH 3 , 9  (I~~ICHL) (179 ) quatre coniposés 1-2-3-4 

38 , p.157 ) . Les s p o t s  no 1 - 2 e t  3 sont  r5vélables  par  l e  

r é a c t i f  dee PTT, - a s r i v é s  (CI-IX;~EULIEZ ___O e t  a l . )  ( 50 ). Le compose n03 

migre au  &me niveau que l e  PTE-aspartique, Le c o n s t i t u a n t  n02 possè& 

l e  Hf du PTH - a s p s r t y l  - N - acétylglucosarnine e t  l e  spo t  n o j ,  

c e l u i  du PTH - a s p a r t y l  - glücosas ine  ( v o i r  ~ .~O~~:SIGTSY)  ( 182 ) . 
Le d e r n i e r  cospos6 n 9 e s i  dsce lab le  qu'au r é a c t i f  6 l a  ninhrdrine. 

Il possède l e  même comportement é lec t rophoré t ique  que l a  glucosa- 

mine. Les cons t i tuan t s  n02 e t  3 f u r e n t  soumis à m e  électro2horkse 

prépara t ive .  I J 1 é l e c t r o ~ h o r è s e  à pH 3 ,y (ILICHL) ( 179 ) de ces  mzmes 

composés a p r j s  m e  hydrolyse ac ide  p a r t i e l l e  f o u r n i t  l e  1M?f - 
aspa r t ique  e t  l a  glucosamine, L 'acide a spa r t ique  des c o n s t i t u a n t s  

no 2 e t  j f u t  régsnéré par a c t i o n  d? l a  ~ o u d e  (p. 91 ). 11 f u t  

m i s  en évidence par  une é lec t rophorèse  à pEf 3 , 9 .  

EIYE3OLYÇd P;iRTIZI;m 34 LA FR4CTION GLYCOF2LSII)ICI III. - 

L'électrophor&se de l a  f r e c t i o n  g l y c o p e ~ t i d i q u e  1x1 

après  hydrolyse p a r t i e l l e  f o u r n i t  neuf spots .  La f r a c t i o n  n08 

a é t é  prépzré en grande quan t i t é  e t  pu r i f ike  par  uxe chromato- 

graphie p r é p ~ ï a t i v e  dans l e  système solvant  de P43TiiI13V3 (216 ). 
Cet te  f r a c t i o n ,  appelée glycopeptide I V ,  possède l a  composition 

rappor tée  dans l e  tab leau  XXVI (p .  158 ). Ce glycogept idr  1V 

n ' e s t  pas rédiicteur e t  il rie possède aucun ose  ~ e u t r e .  

Nous avons f a i t  a g i r  l a  soude en présence de boro- 

hydrure de sodium sur la f r a c t i o n  glycopeptidique III avant  e t  

ap rès  réamidation. Ariant amidation, l a  soude ne f e i c  pas v a r i e r  

la composj. ti OR peptidique. Les r é s u l t a t s  obtenus ap rès  amidation 

s o n t  rassemblés dam l e  tableau ~ ~ i d l 1 ( p , l s 8  ). 



E l e c t r o p h o r è s e  p H  3,9 
pyr id ine  7,5 
a c i d e  a c é t i q u e  25  
e a u  q s p  1 0 0 0  

1  P T H -  Asp 

3 P T H - A s p -  G l c N  

4 G l c N  

Figure 38. 

Elsctro?horégrsnme du PTR - aspartique - glycanne 
dérivé partiellement hydrolysé. 



T A B L E A U  XXVI. 

Comsosition du glycopeptide N dérivant de 

la  f r ac t i on  glycopeptidique III 

................................................................... 
: : 

( Consti tuants : 
( 

Expérience 1 : Expérience 2 
: t ( ------------------ ...................... --------------..---- 
: 

( : : . . 
1 

) 
( Olo A 
( : 1 : 

1 
( : : 1 

1 
( ASP 

: 
1 1 

t 
: 

1 
( Ser 
( 094 : 0,2 1 

: 
( : t - ( G ~ Y  t 0,14 

2 

1 
( a 
( 

: : 

( 
1 : 

( 
t : 
: 

i 
1 

t ................................................................. 

T A  B  L E A  U XXVII. 
Composition de la f r ac t i on  glycopeptidique III 

aliidé avant e t  après act ion de la soude en présence 

borohydrure de sodium. 

( 
................................................................. 

( 
: 
2 

Fraction glycopeptidique III emidée ............................................ ( Consti tuants : : 
1 

: avant ac t ion  de . après ac t i on  de I ) \ 

: 
A ~ P  1,88 1 ,Y1 

t t 
j 

( Ser  : 1 ,b4 : 1 ,b3 1 
( mr 
( 

t 1 ,O8 I O , %  L I L i i  

( elc i ( ré fé r . )  : 
( 

8 a 
: 

8 
: 

: 

K) 
) 

: 1 



D - DISCUSSIGN - CONCLUSION, 

Le r é s u l t a t  négatif  obtenu après act ion de l a  soude 

sur l a  f r ac t i on  glycopeptidique III amidée elimine 19exis tence 

d'une l i a i son  O - glycosidique entre l e  glycanne e t  l a  sérine 

ou ( e t )  l a  thréonine. 

L'isolement du PTH - aspar ty l  - N - acétylglucosarnine, 

du PTH - aspar tg l  - glucosamine e t  du glycopeptide I V  (exempt 

d'oses neutres)  implique l a  ps r t i c ipa t ion  de l a  glucoszmine e t  

de l 'ac ide  aspart ique (ou l 'asparagine) dans l a  l i a i son  protéine- 

glycanne . 
L'obtention de ce PTI! - aspar ty l  - glycanne réclame 

l a  par t i c ipa t ion  du carboxyl 0 de l ' ac ide  aspart ique dsns la .  

l i a i s c n  glycaxne - protéine. 

Le glgcopeptide I V  n ' é t a i t  pas reducteur. Le carbone 

no? de l a  glucosa..iine par t i c ipe  donc à l a  l i a i son .  

Cette l i a i son  n t  s s t  pas d:~  type es te r .  L'action de l a  

soude diluée pendant des temps t r è s  courts  (100° C - 5 à 10 m) 

s u r  l a  f rac t ion  glycoreptidique III fourn i t ,  après passage sur 

rés ine  Dowex 50 x 8, un composé identique à l a  f r ac t i on  glycop?p- 

t id ique III. Il f a z t  edmettrr une l i a i s 0 2  en t r e  l 'asparagine e t  

la glucosamine. Cet te  conclusion e s t  confirnée par  l 'obtention de 

l'asparagine en posit ion C - terminale (voir p. 177 détermina- 

t i on  de l a  séquence p e p t i d i p e ) .  

Les d i f f é r en t s  r é su l t a t s  obtenus permettent d 'af f i m e r  

l ' exis tence d'une l i a i s o n  du t j p e  1 - IT (6 - s sps r ty l )  - 1 - 2 

d i d é s o q  - 2 - acétamido - glucosylaminique. 



: E T U D E  J E  L k  S E Q U E N C E  P Z P T I B I Q U k :  : 
: : 
: A U  V O I S I M A G E  D U  P O I N T  D 9 A T T A C H E :  

t P B O T E I N E  - G L Y C A N N E  
8 : 

Pour déterminer la  séquence peptidique au voisinage 

du point d 'at tache prot6ine-glycsnne dans l e s  Ig GI  nous l e s  

avons hydrolysées par t r o i s  enzynes : l a  pronase, l a  chymotrypsine 

e t  l a  trypsine. Nous avons r é a l i s é  l e s  hydrolyses pronasiques sans 

modifications préalables de l a  f r ac t i on  peptidique. Par contre,  

avWt de f a i r e  a g i r  l a  trypsine e t  l a  chymotrypsine, nous avons 

rédu i t  l e s  "ponts" d i su l fu res  e t  bloqué les groupements t h i o l s  

par 1 lé thylène-inine ( vo i r  m i  thode p. 89 ) . Nous avons chois i  

la trypsine e t  l a  chymotrypsine ca r  ces enzymes sont  connues pour 

l e u r  specif  i c i  té r e s t r e in t e .  

Pour aborder c e t t e  é t a e  s t ruc tu r a l e ,  nous exminerons 

successivement plusieurs problènes : 

1 .- isolement e t  fractionnenent Ces g l y c o r ~ p t i d e s  

a - pronasiques 

b - chymotrypsiques 

c - trjrpsiques 

2.- conpositions centésimale e t  molaire de czs glycopeptides. 

3.-  e t  enf in ,  détermination de l eur  séquence peptidique. 

I - ISOLIPEXT ET FXkCTTON1\.!IS?TT CES GLYCOP3PTII)ES. 

Les glycopeptides pronasiques ont é té  p r é p r é s  suivant l e  



protocole d é c r i t  à la page 149. 

A v a n t  d'hydrolyser l e s  lgGl par 1' &-chymotrypsine 

bovine, l e s  "pontsl1 disulfures  é t a i en t  romjus par l e  2 - mercapto- 

éthanol e t  l e s  groupements t h io l s  l i bé r é s ,  bloqués par l 'éthylène- 

imine (voir  p. 149 ). Lihydrolysat é t a i t  olrromatographié sur un ge l  

de Sephadex G - 50 s t a b i l i s é  dans une so lu t ion  d 'acéta te  d'ammoniuin 

(0,01 M) pour éliminer, d'une par t ,  l e s  portions des IgGl incomplète- 

ment hydrolysées e t  1' d -chymotrypsine, e t  d 'autre  part, l e s  p e t i t s  

peptides e t  l e s  amino-acides l ibér6s.  Les f rac t ions  contenant l e s  

glycopeptides é t a i en t  rassemblées, lyo-hi l isées  puis ceux-ci 

é t a i en t  dessalés  sur une colonne de Sephadex G - 25. 

Rous avons d é c r i t  à la page 88 deux protocoles de rupture des 

"pontst1 d i su l fu res  désignés par rupture 1 e t  rupture II. L'ensemble 

des glycopeptides chymotrypsiques obtenus après la chromatographie 

s u r  Sephadex G - 25 se ra  dénomé 1 C ou II C suivant l e s  conditions 

de rupture des "ponts" disulfures  (vo i r  schéma de f ract iomeaef i t  - 
Fip. 39 ,p. 162). Par chromatographie prépara t i ve  su r  papier(pendm t 

8 jours)(système solvant de PARTRIEE)( 216)  des glycopeptides I C  e t  

II C nons avons obtenu t r o i s  f ract ions  pour chacun d'eux : 1 C 1 ,  

1 C 2 , 1 C 3 e t  II Cl, II C2 , II C3. Une électrophorèse analytique 

sur papier à pH 2,4 (acide acétique N) a révélé quatre ou deux sous- 

f rac t ions  ;na jeures suivant les glycopeptides ( ~ i & .  40 ,p .  163 e t  

Fig. 47 ,p. 164 ) . Celles-ci furent  préparees en grande quant i té  

par électrophorèse en ,veine l iquide (vo i r  p. 90 ) à pH 2,4. El les  

poss &dent la nomenclature suivante r 

- glycopeptide 1 C : 

1 C 1 A ( l a  plus anodique),l C 1 S,I C 1 C ,  1 C ID 

I C 2 A ( ' >  " ) , 1 C 2 B  

I C ! 3 A ( "  " " ) , I C ~ B  



Rupture 1 Rupture 11 

(8 M urée) 

I 

Hydrolyse chymotrypsique - chromatographie 
sur colonnes de Sephadex G 50 et G 25, 

Glycopeptide 1 C  Glycopeptide II C  

Chronatographie prépara tive sur papier (8 jours) 

(+) Electrophorèse en veine liquide à pH 2,4- Acide acétique N ( 0 )  

IC2B IC3B I I C t B  IICZB IIC] 

Schéma de fractionnexent des glycopepticles obtenus 

par hydrolyse chymotrypsique des Ig Gl. 



Figure 40. 

A 

Schdma du fractionnement des glycopeptides IC 1 (a) ; 

1C 2(b) et IC 3 (c) par électrophorèse en veine liquide 

pH 2,4 - dosage par ia méthode de DUBOIS et al. (67) 

D.0 

O, 5 

( c )  

IC3A I C 3 B  

./* 
b 8 

D 

10  2 O 30 nb tubes 



1 O 2 0 nb tubes 

Figure 41. 

SchBma du fractionnement des glycopeptides I I  C 1 (a) ; 

II C2 (b) e t  I I  CJ (c) par électrophorèse en veine liquide 

à pH 2,4 - dosage par la méthode de DUBOlS e t  al. (67)  



- glycopeptide II C : 

II C 1-4 ( l a  plus anodique) ,II C 1B 

I I C 2 A  ( l1 ) , 1 1 C 2 B  

11 C 3 A  ( " " ) , I I C ~ B  

Nous avons rassemblé dans l e  tableau XXVII (p.166) 

l e s  rendements des glycopeptides suivant l e  type de rupture 1 

ou II e t  l e  rapport ~ / 3  l o r s  de l 'hydrolyse enzymatique. 

On peut s 'apercevoir  que ces rendenients var ien t  avec Sa 

nature de l a  rupture 1 ou II. Lorsque l e s  IgGl sont  fortement 

dénaturées l ' a c t i on  de l a  chymotrypsine e s t  plus profonde. L'on 

obt ient  18 à 20 mg de glycopeptides par gramme dl Ig G 1  dans l e  

premier cas (rupture 1) tandis que dans l e  second ( rupture  II) 

seulenent 10 à 12 mg. Les glycopeptides des types C e t  D sont  

inex is tan t s  dans l e  cas de l a  rupture II. En outre, quand l e  

rapport  E/S diminue l a  proportion des glycopeptides des types A e t  B 

augnentr relativement à c e l l e  des types C e t  D. Nous pouvoris ?os6 

en hypothèse que l e s  giycopeptides A e t  B sont  plus accessibles 

H l 'hydrolyse que l e s  glycopeptides C e t  D. 

C e -  ISOLEl.233T ET FflACTIOFTDISTT DES GLYCOPSPSIDSS XYPSIQTJES . 

Avant d'entreprendre lshydrolyse des IgGl par l a  

trypsine ( v o i r  p. 89 ) , l e s  llponts" disulfures  avaient  é t é  rompus 

e t  l e s  groupements th io l s  bloqués par l 'éthylène-imine dans l e s  

conditions de l a  ruptnre II. Nous avons ensui te  s u i v i  l e  protocole 

u t i l i s é  l o r s  d3 l ' isolement e t  du fractionnement des glycopeptides 

chymotrypsiques (vo i r  Fig. 39 ,p. 162 ) . On eppellera II T 1 9é lua t  

de l a  colonne de Sephadex G-25; II Tl, II T2 e t  II T-j,les 3 fractio?zs 

i so lées  par chromstographie sur papier e t  l e s  sous-fractions 

obtenues à p a r t i r  de ces t r o i s  dernières par électrophorèse en 

veine l iqu ide  (voir  Fig. 42 ,p.16? ) 



Rendements en m g  des f rac t ions  glycopoptidiques obtenues 

après hydrolyse chymotrypsique des IgGI . 

i Type de rupture . 1. II. 
: : (------------------------------------ ............................... --------------- 
: : : 1 

i Additions d'enzyme E/S 
: : : : 

/ : 2 
> 
1 

$ Glycopeptides 
: 1 

: : : . ) 

: : 
: ' Hendements par g. dtIgG1 

( : 
18 mg : 23,5mg 18 mg: 11,7 mg 

: : 
: (---------------------------------------------------------" - -  1 



1 O 2 O nb t u b e s  

Figure 42. 

Sch6ma du fractionnement des glycopeptides 11 T 1 (a) ; 

II T 2 (b) e t  II T 3 (c) par électrophorèse en veine liquide 

B pH 2,4 - doaage par la méthode de DUBOIS et al. (67) - 



- II T I A  ( l a  pl-us anodique) , l l  TIB, II TIC e t  II T1D. 

- 11T2A ( I l  I l  " ) , II T2B, II T2C e t  II T2D. 

- 11 T3A ( l1 w " ), II T3B, II T3C e t  II T3D. 

Dans l a  f r ac t i on  II T3,  l e s  sous-fractions II T3A e t  

II T3B sont presqulinexistantes.  Nous avons néanmoins conservé 

l a  dénomination II T3C e t  II T3D pour garder une cer ta ine  homogé- 

né i t é  au regard de l e u r  migration électrophorétique comparée à 

c e l l e  des au t res  sous-fractions. 

Au début de notre expérimentation après l a  chromato- 

g r a ~ h i e  du glycopeptide II T s u r  papier(pendant j jours e t  non 8.) 

nous ne récupérions que l e s  glycopeptides r e s t é s  au t r a i t  de 

départ. Ils é t a i en t  ensui te  fractionnés par une électrophorèse 

p r é p r a t i v e  slu papier à pH 2,4. Par c e t t e  méthode, nous avons 

obtenu t r o i s  s ow-fract ions  que nous avons désignées II T l B ,  II T 1 C 

e t  II T ID au regard de l eu r  migration électrophorétique.  

Dans l e  tableauXXIX (p. 169 ) nous avons rassemblé 

l e s  rendements de ces f rac t ions  e t  de l eurs  sous-fractions. La 

récupération globale après toutes l e s  étapes de pur i f i ca t ion  

=présente environ 10 mg de glycopeptides par  gramme dlIgG1 

hydrolysées. Pa r  la s u i t e ,  seu l s  l e s  glycopeptides m j e u r s  II T 1C 

e t  II T 2D re t iendront  notre a t t en t ion .  

La composition centésimale de l a  f r ac t i on  glycopeptidique I I  

6tB rapportée dans l e  tableau X X I I  (p .  t50) e t  l e s  compositions 

molaires en oses e t  en acides aainés dans l e  tableau X X I I I ( ~ .  152 ). 



T A B L E A U  XXiX. 

Rendements en m g  des f rac t ions  glycopeptidiques obtenues 

après hydrolyse trypsique des lgGl -type de rupture  II. 

( 
............................................................................. 

f : S é p r a t i o n  des glycopeptides par 1 1 
2 

: électrophorèse ............................................ 
t : 

en veine l iqu ide  sur papier 
1 

: I ) 

\ : : 
( Rendement par g. d*I&l 

} 

'O mg : 10 mg. 
) 

- ( 
: : 

) 
(--------------------- - ---------------- ---------- ............................. 1 



1 .- Composition contés imale en glucides. 

Nous avons rassemblé dans l e  tableau XXX (p.171 ) 
l e s  compositions centésimales en glucides des d i f fé ren t s  glycopep- 

t ides.  La seule  différence important2 rés ide  dans l a  var ia t ion  

du taux des acides s ia l iqces .  

2.- Conposition molai-. 

a - en glucides : l e s  valeurs ( tableau XXXIp.172 ) sont  

calculées en prenant comme référence 3 résidus de 

mannose par  molécule de glycopeptide. Notre choix e s t  

basé sur la  valeur de l a  masse moléculaire que nous 

avons déterminée précédemment (?ableau XXTV,p.l53 e t X m  

p.355 ). Mous obtenons l e s  memes r é su l t a t s  avec l e s  

t r o i s  techniques ae dosage u t i l i s é e s .  

b - en acides aminés : 

Nous avons rapporté dans l e  tableau XXXII (P. 173 ) 
l e s  compositions molaires en acides aminés des d i f f é r en t s  

glycopeptides en prenant l ' ac ide  aspart ique comme référence 

3.- Discussion -  onc cl us ion. 

a - Le nombre de résidus de N - acé ty l  - glucosamine dos6 

à l ' au to  - analyseur des amino - acides e s t  toujours 

compris entre  t r o i s  e t  quatre ( tableau XXXI&p. 173 ) . La 

chromato,graphie en phase gazeuse des dérivés t r i f l u o r o  - 
acé ta te  de la N - acé ty l  - glucosamine après méthanolyse es 



T A B L E A U  m. 

Composition centésimale des glycopeptides i so l é s  

des IgGl hydrolysées par l a  chymotrypsine . 

: ( Glycopep t ides 
: Oses neutres : Osamines Acides s ia l iques  ) 

f 8 : 1 

I t i :: ; ;; 3 5 1 3  : : 2419 , 9412 i 
t 38 , l  25#4 : Traces ) ( 

/ L : t \ 



m 
'a 
rl 

Zr 
4 
m z O 

a. 
4 
Ci + 
0 
.O 
t 4 
Ci 

-@ 
'CI 

m a, 
w 9 > 
r( I 
Ci 
'a B 
'CI 

m "2 
Q r 

i - ; - - L - - - - - - - - - - - - i  
~ . . - . . . . " . . . . . . - " . . . . " " - - - l  

Ln . % r  I I l : < n 0 ri r 1 
1 1  
0 1  ; " . . " - " " " - " " " - " '  1 

ln 1 

'S. c; I 

I l I 



T A B L E . 4 U  XXXII. 

Composition molaire enacides aminés des glycopeptides i s o l é s  

des hydrolysats  chymotrypsiques des Ig G, 

ASP (*) 
Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

A l a  

Tyr 

Phe 

LYS 

Arg 

G l c m  

* Référence. 



en accord avec ce r é su l t a t .  Nais quand l a  méthanolyse 

e s t  r é a l i s ée  dans des conditions plus drast iques 

(méthanol - H C 1  1 ,5  - 48 h.) l e  nonbre de résidus de 

N - acé t y l  - glucosamine tend vers quatre  a able au XXXl 

p. 172 ) . Ce problème concernant l e  nombre de résidus 

de N - acé ty l  - glucosamine par molécule de glycopeptide 

se ra  discutée l o r s  de l 'é tude de l a  s t r uc tu r e  glucidique 

(p.205 ) 

b - Bien que l 'on s e  trouve devant un nombre assez imnortant 

de glycopeptides, il e s t  néanmoins t r è s  sim$e de l e s  

grouper en familles homogènes. Ces glycopeptides vari-ent 

s o i t  par l eur  f rac t ion  peptidique s o i t  par  l eu r  f r ac t i on  

glucidique. 

- - Varkt&on - && f r ~ c t i g n ~ e g t i ~ i ~ u g  : Nous avons deux 

groupes de glycopeptides qui  d i f f è r en t  par  l e u r  compo- 

s i t i o n  en amino-acides 1 ceux qui possèdent une charne 

peptidique courte (IC 18, I C  t B ,  I C  2B, I I C  l A ,  I I C  1B 6 

I I C  ZB) sont du type (A - B) ; ceux qui contiennent une 

chaîne peptidique longue (IC l C ,  IC I D )  son t  du type 

(C - D). Les glycopeptides obtenus à p a r t i r  dt lgt i l  ayani 

é té  soumis à l n  rupture II sont du type (A - B) e t  ceux 

obtenus dlIgG1 après l a  rupture 1 sont des deux types 

(A  - B) e t  (C - D )  . Nous s o ~ s  donc en présence de 

deux groupes de glycopeptides de par l e u r  composition 

peptidique. 

- _ _ _ _ - _ _ _ _ _ -  Variation de l a  fraction_glucisique : Les f r ac t i ons  

glucidiques d i f f è r en t  par l eurs  teneurs en fucose e t  

en acides s ia l iques ,  La var ia t ion  du taux de fucosô es t  

en r e l a t i o n  avec la  chaîne peptiAiqu8. Les glycopeptide 

6 chaîne peptidique 1ong~l.e possèdent un résiSu de fuccs 

e t  ceux % chaîre p p t i d i q u e  courte environ 0,5 rSsLdu. 

Par  contre,  l e  nonbre d'acide sialiqvre e s t  indépendant 

de l a  composition àe l a  chaîne peptidique. Les glycopeF 

t i de s  possèdent t a n t a t  un rés idu  d'acide sialiq-de type 

(A  - C) t an t8 t  aucuri,type (B - D ), 

/ 



En associant  ' e s  variat ions des f rac t ions  peptidiques 

e t  glucidiques, il apparaî t  quatre groupes de glycopeptides A , B ,  C e t  1 

Lthypoth8se que nous avions émise l o r s  de l ' isolement des glycopeptide: 

(p. 165) à savoir  que l e s  glycopeptides du type (A - B) sont plus 

bccess ibles  à l thydrolyse peut s f e b l i q u e r  par  l e  d é f i c i t  en fucose. 

c - Tandis que dans l a  com~osi t ion peptidique de ceux du t y s e ( ~  . 
un seu l  acide aminé aromatique e s t  présent ( T Y ~ ) ,  on en dose 

deux ( ~ h e  e t  ~ y r )  dans ceux du type (C - D).  Ce f a i t  e s t  

izicompatible avec l a  spéc i f i c i t é  de la  chymotrypsine. Il 

f au t  donc admettre q u ' i l  y a i t  d i f f i cu l t é  à rompre 

l a  l i a i s o n  peptidique au niveau de l a  phénylalanine. 

Pour détexminer l a  séquence peptidique au voisinage du 

point d ' a t t ache  seu l s  deux groupes de glycopeptides retienciront 

notre a t t en t i on  t l e s  types (A - B)  et(^ - D). Par contre,  pour 

connaftrc. la s t ruc ture  glucidique l e s  quatre types A ,  B,  C ,  e t  D 

seront é tcdiés  séparément. 

C - C3XPOSITIO:J D E S  S L Y C O L ~ P T I D E S  TRYPU I Q U E  . 

Mous avons rasse:nblé dans l e  tableau X X X I I I  (p.176) l e s  

compositions molaires en monosaccharides e t  en acides aminés des 

glycopeptides trypsiques majeurs : II T 1C e t  II T 23. 

Les deux glycopeptides d i f f è r en t  par la présence ou non 

d'un rés idu d'acide s ia l ique .  Par contre,  i ls  possèdent l a  &ne 

composition peptidique. 

A - I ) E _ ~ . ? ~ I ? J A T I O N  Dl3 LA SEQDENCE PTPTIDICTJh~ D a  GLYCOmP"1IT)TÇ F R I - ~ A -  

9JE-i- 

1 - Détermination des acides a ~ i n 8 3  TJ e t  C t rmineuq.  



T A B L E A U XXXIII. 

Compositions molaires en monosamharides e t  en 

acides aminés des glycopeptides t q p s i q u e s  des Ig G1 

: 
( If T 1 C  : 11 T 2U 
( 
( 

:-------r-"-w-"""'": ------------------ 
Cal (*) 2 : 

( t 2 
: 

M a n  : 3 92 3,23 
1 

( : 
00% 

: 
( Fm : t 094 

3 94 : 3 9 3  

1 
1 I -. : : 1,02 : 

: O 
1 
1 

( : : 
( t : 
(_------------b---------<C--------"------------------------------- 

1 
t : 1 

I . 
1 A ~ P  (**) : : 1 

( 
1 

: 1 
( T h r  : O,H4 o,93 1 
( Ser : oj92 1 
( 

0,94 ) , 
: : 

( G ~ U  : 2 942 . 2 975  ) 

[ TP : 0,68 
) 

0163 ) 
: : 

Phe : 09'14 z 09b 
( ( "B t 097 t O97  1 

: : ) 
( GlcN : 4,I 4 1 
( 

. 
: t 1 

( *  - pr i s  comme référence pour l e s  monosaccharides-dosage par 

chromatographie en phase gazeuse des dérivés t r i f luoroacé ta te  

après méthanolyse (méthanol - HC1 1,5 N - 48 h. 

(**) - p r i s  comme référence pour l e s  acides aminés. 



Par  l a  rd thode de dinitrophénylation,  on obt ient  detuc 

phases. E l l e s  sont évaporées à s i c c i t é ,  La phase organique e s t  

soumise à une chronatographie bidimentionnelle. Dans un premier 

temps, l a  substsnce e s t  chromtographiée dans l e  système solvant 

de BISERTE e t  OSTEUX ( 24 ) nodifiée p,r LEW ( 1 5 1  ) / toluène / 
pyridine / 2 - chloro- éthanol / ammoniaque 0,8 P9 (10 : 3 1 6 1 5 ) / .  

La deuxième migration e s t  effectuoe dans un tampon phosphate de 

sodium 1,5 M à pH 6 (EISER'TE e t  al.)( 22 ). On obt ient  une seule  

tache rcajeuro correspondant au DNP - aspart ique.  Nous n'avons pas 

effectué  une nouvelle chromatographie dans l e  tsmpon phosphate 

2,s M à pH 6 pour f ract ior t ier  le  DNP - glutamique e t  l e  DNP - 
aspart ique : l ' ac ide  glutamique é t a n t  absent de l a  f l s c t i o n  

glycopeptidique ( Tableau XXIII ,p. 152 ) 

La dégratistion récurrente d'EDMN fourn i t  l e  même 

r é s u l t a t  : l ' ac ide  aspart ique e s t  en posi t ion N - terminale. Les 

i c a t i f s .  r é s u l t a t s  rassenblés dans l e  t ab lea~MXTV(~.  178 ) sont s ign i f ,  

On c o m t a t s  une per te  t r è s  importante de  l ' a c ide  aspartique. 

Lthydrazinolyse fourn i t  deux f ract ions .  Seule l a  

f rac t ion  1 (vo i r  p.93 ) a retenu notre  a t t en t i on  vu cue l e  

carboxyl Q de l ' a c ide  aspartique é t a i t  engagé dans l a  l i a i son  

protéine - glycanne. L'analyse d i rec te  de ce l le -c i  démontre l a  

posi t ion C - terminale de l a  thréonine. On remarque également 

- l a  présence d'une quanti té mineure de sér ine .  L'analyse aprSs 

hydrolyse de c e t t e  f r ac t i on  1 (obtenue à p a r t i r  d'une au t r e  

expérience) révèle  l a  présence de l ' ac ide  aspartique. On en 

déduit donc l ' ex i s tence  d'une f r ac t i on  de &s idu  d'asparagine C - 
terminale dans la  f r ac t i on  glycopeptidique III. Les r j s u l t a t s  sont  

rassemblés dans l e  tableau XXX'.fp. 379 ) 



T A B L E A U  XXXIV. 

Compositions comparées de la  f r ac t i on  glycopeptidique III 

na t ive  e t  après l a  réact ion dlEDMAR. 

: 
Fract ion glycopep t id ique III 

: ( Constituants : 

( 
nat ive  

t 
: après la réact ion d lEDMAN 

( -------------------:-------------:----------------------------- 
1 

I 
a ( A ~ P  . I,98 : 0,35 

1 
( a 

Ser 
1 

( r 1,74 t I,35 
a 

) 

I ~ h r  1 ~ 2 1  : : I,I4 
1 

G l c N  (*) a 8 8 ( : 
: t : 
: 

1 
( t ................................................................ ) 

(*) - p r i s  comme référence 



T A B L E A U  XXXV. 

Composition de la fraction 1 obtenue après hydrazinolyse 

de la fraction glycopeptidique III 

: Fraction : Fraction 1 non : Fraction 1 hydrolysée (~onstituznts 
( 

: glycopeptidique : hydrolysée (âvcc : 
: r correction)(*) : 

(sans correct ion) 
( 

( A ~ P  1,15 t O : - 
( 

: : t 

( Ser 
: 1 ,O1 0128 t - 

( 
Z 

t : 
( Thr 

: 1 t 1 : - 
( 

t 
: t 

( n- Leu(**) 1 : 1 t - 
I : 

2 : 
( A ~ P  : 1,24 : - 0,13 
( : t 
( Ser 

: 
1,2 t - : 0,2 

( : t 
( Thr 

: 
0,9 t - : I 096 

( : : : ( n-Leu(**) : 1 : - : 1 
( t : 
( 

: 
t t 

( 
t : : 
r ................................................................................... 

(*) - Nous avons tenu compte de la destruction en réalisant deux 
expériences : la première 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. 



o- Conclusion : 

Nous avons déterminé que, s eu l , l l a c ide  aspart ique 

s e  trouve en posi t ion N - terminale. La f r ac t i on  glycopeptidique 

III obtenue de diverses hydrolyses pronasiques possè2e sensiblement 

l a  même composition. On remarque toujours une décroissance quant 

au taux des acides aminés dans l ' o rd r e  suivant : acide aspar t ique,  

sér ine  e t  thréonine. 3n outre,  nous avons prouvé que l a  thréonine 

e t  en qunt i té ;beaucoup plus f a ib l e ,  1' asparagine e t  la  sér ine  s e  

trouvaient en posi t ion C - terminale. Sachant que l lasparagine e s t  

impliquée dans l e  point-d'attache protéine - glycanne (p. 259 ) ,  ces 

r é su l t a t s  permettent de suggérer l e s  séquences suivantes : 

Asn ; Asn - Ser ; Asn - Ser - Thr. 

Détermination de l a  séquence peptidique. 

Après l a  réact ion d1?3DMAN, nous avons e x t r a i t  par l ' e a u  

les produits modifiés ( f rac t ion  A ). Une analyse d i r ec t e  à l1au to-  

analyseur des acides aminés après une hyàrolyse acide indique, comme 

nous venons de l e  montrer, que l ' ac ide  aspart ique e s t  l lamino-wide 

B - terminal ( ~ i ~ . 4 3  ,p. 181). Cette f r ac t i on  A a é t é  chromtographiée 

sur du papier Whatmn no l  dans l e  système solvant de PARTRIDGE (216 ) 

pendant 36 heures. On sépar i  a i n s i  t r o i s  corn-osés ( f ract ions  B - C - D 
( ~ i g .  43 ,p.181 ). L'un d ' en t re  eux (D)  ne migre pas e t  l u i  s e u l  es t  

révélable par l e  r éac t i f  de CHiXBULIEZ e t  a l .  ( 50 )ca rac té r i s t ique  

des PTH - amino - acide  - dérivés. Son isolenient 'révèle q u ' i l  s ' a g i t  

du IXTH aspart iqüe - glycanne dérivé (D) . Son analyse aprks hydrolyse 

acide montre que la f rac t ion  p p t i d i q u e  e s t  presqu' inexistante compari 

à l a  f r ac t i on  glycopeptique III par rapport au  taux de l a  gluco- 

samine ( ~ i ~ .  43 , p. 181 ). Toute l a  f r ac t i on  peptidique de la  

f rac t ion  glycopeptidique III s e  trouve donc rassemblée dans l e s  

f rac t ions  B e t  C . La f m c t i o n  C f u t  analysée après une hydrolyse 



I 4 

C h r o m a t o g r a p h i e  

n-butanol  

acide acétique 1 

eau 5 

.:::::.. :::::::: 
0:::: 

.::.O .*. 

.:.:O O 
0 . : :  -::. O 

.......................................................... 
: 

( : Fractions .................................................. 

( Gly : : u, O7 
5 Ala : 0907 
i : 

8 ( * )  
t 

( G l c N  : f8(*) a(*) : - . - 
/ 

B 
(*) pr i s  comme référence. 

Chromatographie de la f r ac t i on  A e t  analyse des produits obtenus. 



acide. E l le  ne contient  que de l a  se r ine  e t  de la thréonine dans 

l e  rapport 1,28/1. La f r ac t i on  B, sans hydrolyse préalable ,  f u t  

étudiée par électrochronatographie. E l le  renferme de l t a c ide  

glutamique , de la thréonine, de l a  sér ine ,  de l ' a l an ine  e t  du 

glycocolle. Mais ce t t e  f r ac t i on  représente une quanti  t é  t r è s  

mineure e t  ces anino-acides sont  présents à l ' é t a t  de traces.  

Certains peuvent provenir de l t é l u t i o n  du papier, c a r  i ls furent  

i s o l é s  par chromatographie préparative. Seule, la f r ac t i on  C a  

re tenu notre a t tent ion.  Après une nouvelle réac t ion  d*l3DIJIAN, tou te  

la  s6r ine  d i spa ra î t ,  seule,  l a  thréonine e s t  décelable.  

Ces r é s u l t a t s  sont  en faveur de la séquence peptidique 

suivante r Asn - Ser - Thr. 

Nous avons r e p r i s  l ' é tude de l a  f r ac t i on  C ca r  son 

analyse a u r a i t  di3 donner un rapport sérine/thréonine égal  à 1/1 

e t  non 1 2 8 / 1 .  Une chromate,-phie dans l e  système - solvant de 
J 

PARTRIXS (216 ) de c e t t e  f r ac t i on  C avant e t  après hydrolyse acide 

révèle  que ce t t e  f r ac t i on  C contient  un dipeptide ( ~ e r ,  ~ h r )  e t  de 

la sér ine ,  s t  que ce dipeptide e t  l a  s j r i n e  possèdent des 

migrations chromtogra2hiques présqutidentiques. Corne de l a  sé r ine  

l i b r e  e s t  l ibé rée  après la réact ion dlEDMAN, nous sommes en présence 

des deux séquences s u i v a t e s  : Asn - Ser e t  Asn - Ser  - Thr. 

3 - Conclusion. 

La déterminationk des amino-acides N e t  C terminaux e t  

l ' é tude des produits obtenus après deux cycles de l a  réact ion 

dtEDYiT démontrent q u t i l  ex i s t e  un mélange de glycopeptides possé- 

dant l e s  séquences peptidiques suivantes : $sn; Asn -S@r; Asn-Ser-Thr. 



En associant  ce r é s u l t a t  à ce lu i  obtenu l o r s  de la 

recherche de l a  nature  de l a  l i a i son  protéine - glycanne dans 

la f r ac t i on  glycopeptidique III nous démontrons sans ambiguïté 

l e s  s t ruc tures  p a r t i e l l e s  suivantes : 

Clycanne G lycanne G lycanne 
I 

Glc NAc 
1 

Glc NAc 
l 

Glc NAc 

Asn - Ser - Thr. Asn - Ser Asn 

NQanmoins, il e s t  encore impossible d 'af f i rmer  

q u ' i l  n l r x i s t e  qulu??e seule  séquence peptidique. En e f f e t ,  dans 

la molécule dlIgG;l i n i t i a l e ,  il peut e x i s t e r  d 'autres  amino-acides 

l i é s  à l 'asparagine,  à l a  s é r i ne  ou à la thréonine qui soient  

hydrolysés plus fac i lenen t  par l a  pronase. 

B - D E T ~ m ~ i N A T I O N  DE L\ SEGUZNCE PEPTIDIQUX D E S  GLYCOPEFTIDES CHY:v:O- 

1.- Détermination de l a  séquence p q t i d i q u e  des glycopeptides iiu 

type ( A  - B ) .  

Les glycopeptides de ce type (IC 1 A ,  I C  1B, I C  2B, 

11 C i A ,  II C IB, e t  II C 2 B) possèdent une composition peptidique 

simple : Asx, Ser,  l%r, Tyr dans l e  rapport 1. D'après la spéc i f i -  

c i t é  d'hydrolyse de l a  chymotrypsine la tyrosine s e  trouve en 

posi t ion C - terminale. En tenant compte des r é s u l t a t s  obtenus 

précédemment la séquence peptidique de ces glycopeptides e s t  l a  

suivante : 
.../ ................................................................... 



Glycanne 

Asn - Ser - Thr - Tyr. 
(-x) 

2.- Uétermiration de l a  s6quence peptidique des glycopeptides du 

type ( C  - D ) .  

Ces glycopeptides (IC 1C ; ICI D e t  IC 2 D )  possèdent 

deux rés idus  d'acides aminés aromatiques ( ~ h e  e t  'Yyr). Pour 

v é r i f i e r  s ' i l  e x i s t z i t  un empêchement s tér ique à l 'hydrolyse 

enzyffiatique, nous l e s  avons soumis de nouveau à l ' a c t i on  ce l a  

chymotrypsine pendant 24 h. Après une électrophorèse préparative 

sur p p i e r  à pH 3,y /NICIIL ( 179)/ nous avons i s o l é  un glycopep- 

t i d e  possédant une composition en anino-acides identique à c e l l e  

de ceux du type ( A  - B ) , c'est-à-dire : Asp, Ser, Thr e t  Tyr. 

Ces mêmes glycopeptides ont Sté s o m i s  à cleux cycles 

de l a  dégradation récurrente dfED?XN. Les acld-es aminés non 

modifiés ont é t é  dosés après hydrolyse acide à l 'auto-analyseur 

BBCiQNll (~ableauXXXV1, p. 185 ) , On v o i t  dispara? t r e  successivenen t 

une thréonine puis un2 lysine.  La  per te  en lys ine ,  dès l e  premier 

cycle, provient de l a  formation du PTH - Lys s u r  & - N Hz.  

Ces deux r é s u l t a t s  nous permettent de cho is i r  l e  schéma de 

s t ruc tu r e  suivant : ("1 
Glycanne 

I 
Thr - Lys (?ro, I;rg, Glx, Glx, ~ l x )  - Phe - Asn - Ser - Thr - Tyr 

Li3- ---+--iP- 

La  présence d'un rés idu d 'arginine nous a permis 

d ' u t i l i s e r  l a  trypsine pour obtenir  des peptides ?lus courts. .................................................................... 
(*) - . -  a déterminé par la dégradation récurrente  dlSDfidN 

-1 r déduit de la s p é c i f i c i t é  enzymatique. 



T A B L E A U  XXXVI. 

Composition en amino-acides e t  en glucosamine 

du glycopeptide I C  ID après  deux cycles de la  

dégmdation récurrente dlEDNAU. 

......................................................................... 
: : [ Constituant I C  I D  . I C  I D  ap rès  : IC I D  ap rès  ) 

\ 

i n a t i f  : l e  l e r  cycle : l e  2ème cycle 
I 

( ----------------- : --------------:----------------- 8 ---------------- ) 

( t 
) 

( : 8 f ) 

A ~ P  (*) t 1 : 1 : 1 ) 

l y s  
( 
( Arg 

( Glc N 4 05 492  
( : : 401 

(*) - pr i s  comme référence. 



Après l 'hydrolyse  t rypsique (4  m l  d 'eau contenant  10  mg de I C  I D  

e t  160 p g 6 e  t ryps ine ,  a j u s t k s  à pH 8,5 - hy3rolyse pendant 18 h.) 

l e s  cons t i t w n t s  f.ilre n t  séparés par  une é lec t rophorèse  prépara t ive  

sur papier  M N 261 à PI! ~,~/(MIcEL ( 179)/. 

On a obtenu s i x  f r a c t i o n s  numérotées de 1 ( l a  plus 

cathodique) à 6 (la plu3 .modique). Les compositions en ac ides  

aminés sont  rasseill,blées dar is  l e  t ab leau  X X X V I I  ( p . 1 8 7 ) ~ r  f r a c t i o n  n06 

é t a i t  récupérse en quan t i t é  t r o p  f a i b l e  pour ê t r e  étudike.  Les 

rendements de c h a p e  f r a c t i o n  ont é t é  ca lcu lés  par  rappor t  à 

l l a r g i n i n e  poul- l e s  t r o i s  premihres e t  pour l e s  deux suivantes  pa r  

rappor t  l ' a c i d e  a spa r t ique  p r i s  comme ré fé rence  en admettant une 

hydrolyse t ry-sique complète. La t ryps ine  sc inde  l e  glycopeptide 

I C  I D  en deux p a r t i e s ,  l ' u n e  uniquenent peptidique ( f m c t i o r s n O l ,  2 

e t  3 )  e t  l ' a u t r e  glycopeptidique ( f r a c t i o n s  n04 e t  5 ) .  En prenant 

en cons idéra t ion  l e s  r é s u l t a t s  précédents (p. 184 ) a i n s i  que l a  

s p é c i f i c i t é  de rup tu re  enzymatique l a  f r a c t i o n  n02 majeüre possède 

la séquence peptidique suivante.  (*) 

Thr - Lys - Pro - 4rg ---+ u 
Par déduction,  l lanch&înenent  des m i n o  - acides  de 

la  f r a c t i o n  glycopeptidique e s t  l a  su ivante  : 

Glycanne 
I 

Glx - Glx - Glx - Phe - Asn - S e r  ,- mr - Tyr -+ --C ---b --C u 

La p o s i t i o n  des t r o i s  r é s idus  deGlx s e r a  confirmée 

l o r s  de l ' é t u d e  des glycopeptides t rypsiques.  

................................................................... 
( *  - - : déterminé par  la dégra8at ion r scu r ren te  dlDI\iCIX 

8-4: dédui t  de la s p é c i f i c i t é  enzymatique. 



T A  B L E  A U XXXVII. 

Composition en amino-acides e t  en glucosmine des 

peptides e t  glycopeptides fractionnés par 

électrophorèse sur papier à p a r t i r  d'un 

hydrolysat trypsique du glycopeptide I C I D  

i 
( 

Ser 

( ~h r 
( 
( 

Glu 

i Phe 

( Rendement en 
( 
( % 
( 
( 

i*) - pris comme référence 



C - D%TERi.iINAIION DE L4 S&JJTJCZ PEITIDII2JJ 1; DES GLYCOPZPTIDES 

TRY PSIQUdS . 

Nous avons s o m i s  ces glycopeptides (II TIC e t  II T ~ D )  

à la dégradcttion récurrente d1EDf.5AN. Après chaque cycle,  nous 

avons successivement i d e n t i f i é  l e s  - amino- acides suivants : 

Clu,Glu e t  Gln. 

Vu la spéc i f i c i t é  de la t rypsine , ce r é s u l t a t  associé à ceux 

obtenus precédemment (p. 186 ) ,  nous pouvons conclure que l e s  

glycopeptides trypsiques possèdent la  s t ruc ture  peptidique 

suivante r 

Glycanne 
I 
I 

Glu - Glu - Gln - Phe - Asn - Ser - Thr - Tyr - Arg 
ad/ + c 9  

IV..- D I S C U S S I O N  - CONCLUSION. 

A p a r t i r  des glycope-tides i so lés  des hydrolysats 

pronasiques,chynotrj.psiques e t  trypsiques, nous avons dé temicé  

l a  séquence peptidique au voisinage du point-d'attache protéine- 

glycanne. Celle-ci  e s t  en accord e t  complète c e l l e  déterninés 

par NOLAN e t  SMITH ( 209 ) ( Tableau XXXVIII, p.189) 

La s imil i tude des séquences pestidiques au  voisinage 

de l a  l i a i son  protéine - glycanne dans des IgG de d i f fé ren tes  

or igines  ( T ~ ~ ~ ~ ~ u x x x I X , ~ .  190 ) pose immédiatement l a  questio?. 

du r ô l e  de la  chaîne pep+idfque dans l a  biosynthèse du g l y a m e  

Nous retrouvons la  présence du t r i p l e t  : Asn - X - Thr (ou ~ e r )  

rencontri. dans d i f fé ren tes  glycoprotéines réper tor iées  par EiU?TII e t  

DAYHOFF ( 121) .  11 s e r a i t  l e  code de reconnaissance pour l e  

branchement de la première N - scé ty l  - glucosamine. En outre,  on 



T A B L E A U  XXXVIII. 

Séquence peptidique au voisinage du point d 'at tache 

protéine-glycanne dans l e s  IgGq du 

colostrum de Vache. 

Glycanne 

I 
Lys - Pro - Arg - Glu - Glu - Gln - Phe - Asx 

Résul ta ts  personnels t 

r 

NOL4N e t  SMITH (209) 

Glycanne 
I 

GlcNAc 
C Thr - Lys - Pro - Arg - Glu - Glu - Gln - Phe - Asn Ser  - Thr - y'yr - Arg 

I f 

t. 



T A B L E A U  XXXIX. 

Séquences peptidiques comparées au vsisi-mge 

du point d f àt tache protéine-glycanne dans des 

Ig G dgorigine d i f fé ren te .  

Lapin (APPELA e t  a l )  ( 5 ) e t  (HILL e t  a l . )  (112 ) 

G1. canne 1 Pro - Pro - Leu - Arg - Glu - Gln - Gln - Phe - Asx - Ser - Thr-Ileu - &! - - - - - - - -  

Eu humaines (RUTISIIAUSER e t  al .  ) (235) 
Glycanne 

1 

Sérurn de Vache (UUQUZSNE e t  a l . )  ( 68 ) 
Glycanne 

I 
Asn - Ser - Thr. - - -  

Sérum de Vache (HOJ~HLL e t  al.) ( 119) G lycanne 

- - I 
G l x - G l x - G l x -  Phe - & - = - ~ - ~ y r - a  

Colostrum de Vache ( ~ é s u l t a t s  personnels) 
Glycanne 

Sérums de babouin, de s inge,  de porc ,  de chien e t  de chat  (HWELL - e t  

G? ycanne 
I ( ~ l x ,  Glx, Glx, Yha, &, E, E, ) - Arg. 



constate que l a  f rac t ion  peptidique constante des chaînes H dsns 

l e s  IgG conserve c e t t e  homogénéité au cours de l ' évolut ion.  Le 

glycanne possèderai t - i l  une t e l l e  importance q u ' i l  en t r a îne ra i t ,  

par f i n a l i t é ,  une chaîne peptidique constante . 



( 1 ( ETnDs DE LA STHUC1WE DKS FFULCTIONS ) 

( GLYCANNIQUXS DdS IgGl DU COLOSTHUM 1 
( 

Di3 VACHE. 
1 

( 1 _---_--_---------_-------------------------- 

Les glycannes des lg G 1  c o n s t i t u e n t  une f a i b l e  f r a c t i o n  ce  l a  

moiécule, environ 3 70. Ilans un premier temps, il f a l l a i t  o b t e n i r  m e  

f r a c t i o n  très e n r i c h i e  en monosaccharides. Les ~ l y c o p e p t i d e s  représentent  

donc l e s  s u b s t r a t s  de dépa r t  de choix Four aborder c e t t e  i tude .  XGUS 

avons c h o i s i  l e s  glycopr2t ides chymotrypaique A ,  B ,  C e t  D c a r  l e u r s  

eompositions en monoszcchariàes s o n t  légèrement d i f f 4 r e n t e s  quant aux 

pomcentages du fucose e t  des ac ides  s i a l i q u s s .  

En ou t re ,  il semblai t  y avo i r  une r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  l e  

taux de fucose e t  l a  présence d tu?  r é s i d u  de phénylalanine dans l a  chaîne 

peptidique. Nous savons d é j à  que ce r é s i d u  d 'acide amin6 s e  trouve pr&s 

de l ' a s p r a g i n ?  du ?oint-d 'at tache proté ine  - glgcanne : c e c i  s e r a i t  

s a f f i s a c t  ;cur expl iquer  l ' a c t i o n  incomplète de l a  ch~motryps ine  due 

à un empêchenent s t é r ique .  Pa i s  l a  prCsence éventuel le  du fucose 

près de ce r é s idu  de phGnylalanine pour ra i t  auginenter c e t  encombremrnt 

s t é r i q u e  dfi a i l  glycanne. En cho i s i s san t  ces g l y c o p p t i d e s  chymotrypsiques, 

nous pensiom pouvoir expl iquer  l a  r a i son  pour l aque l l e  la  chymotrypsine 

é t a i t  irihibée dans son a c t i o 2  hydrolyt ique.  

Il nous f a l l a i t  résoudre t r o i s  problèmes, à s a v o i r ,  

déterminer  : 

- l 'enchaînement des monosaccharides , 
- l e s  types de l i a i s o n  (1-2; 1-3 ; 1-4; 1 4 1 ,  

- e t  l e s  anornéries, a ou B , des l i a i s o n s .  



Pour aborder  l e s  deux ,pre%iers, nous avons considéré 

que l e s  f m c t i o n s  glycnnniques pouvaient Stre d i v i s é e s  en t r o i s  p a r t i e s  r 

- l ' ex t r émi té  r c l i e e  à l a  chaîne peptidique,  

- l e  cent re  de l ' é d i f i c e  nol6cula i re ,  

- e t  l e s  ext rémi tés  externes.  

C 'es t  pourquoi, nous avons ~ i t i l i s é  l e s  t r o i s  techniques 

su ivantes  : 

- l a  méthylatioïl d i r e c t e  des glycopeptides q u i  nous renseigne 

s u r  l a  p o s i t i o n  externe ou i n t e r n e  d.es monosaccharides e t  

sur l e u r  degré de s u b s t i t u t i o n .  

- 1' oxydation Periodique qui  permet d ' i s o l e r  l a  f r a c t i o n  

glycannique proche du point-d a t t ache  pro téine-glycanne (*) . 

- 1' hgdrazinolyse s u i v i e  dlu.ie d i azo ta t ion  q u i  f o u r n i t  des 

fragiients te,-ninGs par  un ré s idu  de c h i t o s e  venant de l a  

modif icat ion de l a  glucosamine. 

Après 1 ' oxydation periodique e t  1 'hyàrazinolyse -d iazo ta t i cn  

nous avons analysé l e s  produi ts  obtenus après méthylat ion des d i f f c r e n t s  

f r a g m e n t s  pour dhterminer l e s  types de l i a i s o n s .  

Pour l o c a l i s e r  avec p réc i s ion  l e  r é s i d u  éventuel  de fucose,  

dans c e r t a i n e s  expGrienzes, nous avons d'abord rorn2u l a  l i a i s o n  proteine- 

glycanne par  l a  souide en mi l ieu  réducteur  avant de r é a l i s e r  une hydra- 

z inolyse  - diazota t ion .  LI  anomérie des l i a i s o n s  a é t é  déterminée 

par  l ' a c t i o n  d'snzymes spéc i f iques  s o i t  s u r  l e s  glycopeptides n a t i f s  

s o i t  s u r  c e r t a i n s  de l e u r s  frzgments que nous avons i s o l é s .  

En ou t re ,  l e  point  de branchement du r é s i d u  d 'ac ide  N-acétyl 

neuraminique présent  dans l e s  glycopeptides a c i d e s  a é t é  préc isé  grilce 3 

l ' a n a l y s e  des produi ts  obtenus après  la méthylat ion des glycaneptides 

pa r t i e l l emen t  hydrolysés p a r  des g l y c o s i d a s , ~ ~  spéci f iques .  . . ./ ......................................................................... 
(*) - Cet te  t e c h i q u e  s e r a i t  sans i n t é r ê t  s i  l e s  monosaccharidea 

près du poin t -d 'a t tache  possédaient des fonct ions"  a-glycol"  

l i b r e s .  



Les compositions molaires en monosaceharides des quatre 

types de glycopeptides 'ont  é t é  rapportées dans l e  tablezu XMI( p. 172) 

II .- F3THYLATIO'J DIRgZTE DSS GLYCOPEPTLDES. 

Les r é s u l t a t s  de l a  méthylation (P. 98 ) des glycopep- 

t i d e s  I C  1 A  ; I C  1B ; I C  IC ; I C  I D  ; IC 2A e t  I C  2B sont  résumés 

dans l e  tableau XL (p. 195 ) . 

Le seu l  dérivé du fucose présect  sur l e s  diagrammes de l a  

chromatographie en phase gazeuse é t a i t  l e  2 ,T94  - tri- 2 - méthyl - 
L - fucoside. 
I 

Les deux dérivés du galactose sont l e  2>3,4>6 - t é t r a  - 2 - 
méthyl e t  l e  2,3,4 - ' t r i  - - O - d t h y l  - D - galactoside. Leur rapport  - - 
molaire a é t é  calculé par rapport aux 2 résidus de galactose présehts 

dans l e s  glycopeptides na t i f s .  

Les deux dérivgs majeurs du mnnose sont l e  2, 4 - d i  - - O - 
méthyl e t  l e  3, 4, 6 - tri - - O - méthyl - - - D mannoside. Les dérivés 3 ,  4 

d i  - 2 - d t h y l  e t  J , 6 - d i  - 2 - méthyl - g - - mannoside proviennent 

d'une méthylation incomplète dtz 3 ,  4, 6 - tri - 2 - méthyl - 2 - 
mannoside. En e f f e t ,  en prenant conme base de ca lcu l  1 résidu de 2 ,  4 - 
d i  - Q - méthyl - g - - mannoside on retrouve l e s  J résidus de mannose 

présents dzns l e s  glycopeptides . 
Les rapports  molaires des dérivés de l a  glucosamine différem- 

ment méthylés sont calculés  par rapport  aux 4 résidus présents dans 

l e s  glycopeptides n a t i f s .  Les dérivés 3 ,  6 - d i  - 2 - néthyl e t  3 - 
mono - Q-méthyl représentent  presque la t o t a l i t é  des 4 résidus. 





Conclusion : 

A l a  lumière de ces r é s u l t a t s ,  nous pouvons f a i r e  l e s  

remarques suivantes : 

- l e  fucose s e  trouve toujours en posit ion externe. 

- l e s  sialo-glycopeptides possèdent 1 seu l  des deux r é s i h s  

du galactose en posit ion externe, e t  l e s  asialo-glycopeptides 

l e s  2. Ceci nous amène à brancher l e  rés idu  de l ' a c ide  

N - acé ty l  - neurarninique sur un résidu de galactose.  

- tous l e s  glycopeptides possèdent 2 résidus de mannose mono- 

subs t i tués  en C2 e t  1 rés idu  bi-substi tué en C e t  Cg. Ces 
3 

t r o i s  résidus se  trouvent donc en posit ion in te rne  dans 

l ' é d i f i c e  glycannique. 

- l 'un  des quatre résidus de l a  glucosamine e s t  bi-substi tué 

en C e t  Cg. Les au t res  sont morio-substitués en C La f a i b l e  
4 4 

quant i té  du dérivé triméthylé pourrait  s 'expl iquer  par une 

hydrolyse t rès  p a r t i e l l e  des glycopeptides l o r s  de l a  méthyla - 
tion. Les résidus de N - acé ty l  - glucosamine ne  s e  trouvent 

donc pas à la périphérique des glycannes. 

- l e s  dérivés de l t a c i d e  N - acé ty l  - neuraminique n ton t  pas é t é  

analysSs car  i ls sont d é t r u i t s  après l a  méthylation par 

l 'hydrolyse acide. 

Dès maintenant, nous pouvons poser en hypothèse que t ous  

l e s  glycopeptides possèdent la même s t ruc ture  ca r  nous obtenons toujours 

l e s  mêmes dérivés mé thylé S. 

III. - OXYDATIOX PLRIODIQUY DSS GLYCOPEPTIDPS. 

L'oxydation a é tS r éa l i s ée  selon l e  protocole déc r i t  page 101 

Après ce l le -c i ,  nous avons i s o l é  l a  f r ac t i on  glycopeptidique non 

modifiée (~'GoP), Cette dernière f u t  sour ise  à une analyse de ses 

consti tuants.  Le dosage,après hydrolyse chlorhydrique à l 'auto- 

analyseur des acides aminés (p. 78 ) nous donne l e  rapport  ex i s tan t  



en t re  l s a c i d e  aspart ique e t  l a  glucosamine. Une analyse des 

monosaccharides selon l a  technique de ZAHETTA e t  sl. ( 288) nous 

renseigne su r  l a  nature des oses r é s i s t an t s  à l toxydzt ion pcriodique 

e t  s u r  l e u r  rasport  molaire. & associant  ces deux r é s u l t a t s  rassem- 

b l é s  dans l e  tableau XLI (p. 198 ) , nous avons pu donner l a  composition 

molaire de c e t t e  f n c t i o n  glycopeptidique ( ~ s p  : 1 ; GlchT : 2 ; Yhn r i )  

Celle-ci f u t  soumise A une sé thy ia t ion  t o t a l e  selon l e  

procédé d é c r i t  page 98. Les é thers  méthyliques fu ren t  analysés en 

chromatographie en phase gizeusv (p. 100). Le seld dérivé de la 

glucosamine e s t  l a  3,6 - d i  - 2 - méthyl. A c8té du 2,3,4,6 - t é t r a  - 
O - néthyl - 2 - mannoside, dér ivé  majeur du mannose, zious avons - - 
constaté la présence du 3,4,6 - tr i  - - O - mkthyl - 2 - mannoside, - 
Ce dernier  dériv6 provient d'une n é t h y l a t i o ~  incomplète. 

Conclusion : 

Seul un résidu de mannose a r é s i s t é  à l toxydat ion 

periodique. Ce r é s u l t a t  e s t  en p a r f a i t  accord avec ceux obtenus 

l o r s  de la méthylation t o t a l e  des glycopeptides n a t i f s  ( p . 1 ~  ). 
En outre,  ce residu s e  trouve en posi t ion externe, ca r  nous avons 

m i s  en évidence l e  2,3,4,6 - t é t r a  - 2 - méthgl - 2 - mannose dans 

l e s  produits de l a  m5thylation de l a  f r ac t i on  glycannique r é s i s t a n t  

à 1 'oxydation periodique . (FGOP) . 
Nous avons démontré précédernent (p. 159) que l ' un  des 

quatre rés idus  de M - acétyl  - glucosamine contenus dans l e s  

glycopeptides n a t i f s  e s t  l i é  à l 'asparagine,  Aprjs méthylation, 

l a  FGOP ne contient  que l e  dérive 3,6 - d i  - 2 - méthyl - glucosamine. 

D'après ces r é su l t a t s ,  nous pouvons déduire l a  s t r uc tu r e  suivante a 

Man -(1+4)- GlcNAc -(1+4)- GlcNAc - 6 -(1 j ) - ~ s n .  

Dès l o r s ,  nous savons que l e s  deux au t res  residus de 



T A B L E A U  XLI. 

Conpos i t i o n  mlilaire de l a  f rac t ion  glycopeptidique 

non modifiée (FGOP) après oxydation des glj-copep t i de s  

chymatrypsiques des I g  Gt . 

: : ( Constituants l è r e  expérience r 2ème expérience 
( ) 
(----------------:---------------------*--------------------- 

: : 
) 

I t : 
) 

: 1 : 1 
) 

I (*) t 1 

1 
: : 

) 
( 
( Glc N t 2,25 I 2918 
( t : 
( : : 

: 0,89 : O, 95 

i 
) 1 " "  t t : : 1 

: : ( 1 .............................................................. 

(*) - p r i s  comme référence égal  à l ' un i t é  

( l e s  autres  acides  aminés n'ont pas é t é  dosés). 



glucosamine contenus dans l e s  glycopeptides n a t i f s  ne sont  pas 

branchés à ce mzinnose. En outre,  conmr dans les asialo-glycopeptides, 

l e s  deux molécules de galactose s e  trouvent en posit ion externe, 

l e s  deux au t res  résidus de mnnose doivent ê t r e  r e l i é s  au mannose 

de l a  FGOP. 

IV. - HY7??ALI?TOLYS 1 1:T 314'%OTkTION 

Lthydrazinolyse su iv ie  d'une diazota t ion (p. 103 ) a é t é  

r é a l i s é e  sur l e s  s i a l o  e t  asialo-glycopeptides I C  1 A  e t  I C  ID. Nous 

avons chois i  l e  I C  19 pour son t a u  élevé en fucose. 

A - LES OLIGOSACCHARIDESN XJ'n?E'S IS3LYS DSS SLYCQPXFSILSS IC 1 A  &T IC ID. 

1.- Fractionnenerît e t  comeoîition des olirosaccharides neutres. a 
Les oligosaccharides neutres terminés par l e  2,5 - anhydro - 

D - mannose ont é té  séparés par chromatographie s u r  papier. Nous avons - - 
obtenu 4 f rac t ions  majeures (Fig. 44 ,p. 200 ) :  l e s  conposés 1, II, 

III e t  V,  r év j l é s  par l e  r éac t i f  à l ' u r ée  chlorhydrique de DEDONDER ( 60)  

e t  présents dans l e s  diazotats des deux glycopeptides I C  ? A  e t  I C  IDo 

e t  t r o i s  f rac t ions  mineures (Fig. 44 ,p. 200 ) : l e s  composés I V ,  V I ,  

e t  V I 1  faiblement révélés par l e  r é a c t i f  à l ' oxa la te  d 'ani l ine  de 

PâRTRIDGli ( 2 1 7 ) .  

Les d i f f é r en t s  composés ont é t é  i so l é s  par chromatographie 

préparative s u r  papier e t  rédui ts  par l e  borohydrure de potassium. 

Ils ont é t é  méthanolysé~ e t  analysés en chromatographie en phase 

gazeuse selon l e  protocole de ZAN3TTA e t  a l .  ( 288 ) . Les r é su l t a t s  

sont  repor tés  dans l e  tableau XLII (p.201) 

a - discussion t 

Le composé 1 contient  de l a  N - acé ty l  - glucosamine r il 

représente l a  f n c t i o n  glycannique qui a é t é  incomplètement modifiée 

par l 'hyàrazinolyse - diazotation.  



* 

I C 1 A  I C 1 D  Témoins 

ir O - -  -1-1 0 4-1- O - 0  of-1- - - - -  
........o. ........m. 

I I  

111 , 

I v 

V Ga1 

v 1 Man  

Fuc 

v I I  

Figure 44. 

Schéma de la séparation chromatographique de la f r ac t i on  neutre 

des d iazo ta t s  des glycoseptides IC t A  et  IC 1D (papier Llhatrztétn 

nu 3 ; système solvant : acé t a t e  d96thyle, pyridine,  acide acé t i -  

que, eau, 5 r 5 r 1 : 3 ) 



T A B L E A U  XLII. 

Composition des composés i so l é s  de la  f r a c t i o n  

neutre des diazota ts  des glycopeptides I C  1 A  e t  I C  1D 

---------------i---------------------------------------------------------------- 

: : : : 
:2,5 -anhydre: : N - acétyl  ) 

( D-~anni to l  : , Mannose : Galactose : Fucose : . . - _ , glucosamine ) 
( (*> ' (---------------:------------:------------:------------:------------:------------ 

) 

: ( : 
(~ lycopep t ide  : 

1 
: : : 1 

( IC1A : 
( 

t 
: 

1 
( 

: 
: : : 

( 
: 

: ( Composés r 1 . + + + + : + : 

( 
: : : 

II : 1 2,7 : O s 5  : - - 
( 

: 
: 

I 
1 

( III t 1 : t r aces  : 1 : - - . . 1 
( 

: : 
1 I V  : I : os73 : 0 171 - ) 

( 
: 

: 
1 

( v ;  + + + t L. . - . 
( 

: : 

( 
t : . 

: 

1 
(-_-------------1--------------------------t---t--ttttt-ttt-----t----tt-t-t-tt-tt 

( 
: : : 

: 
( Glycopep t i d e  : ' : 

: : : 

I* 1- 

( 
: 

IC 1D : : 
1 . 

( : : : 
1 

( 
: . : 

) 

+ + ( composés r I t + : + + 
1 

( : : - 1 
( II ,. 1 3 9 2  os7 : -. 

( I I p  1: 1 3 0,l  ; - - 
( 

: 
: 

1 
( III 8 : t r aces  a 1 : - : - 

: 

I 
( 

: 
1 1,45 1.29 

: 
I V  t : 0,50 : : (I 

( 
: 

( IV b' 0,50 0,50 - : 1 : - 
: : 

I 1 
. 

0150 1 I V  a: 0369 : - : - ) 

I : 
: : 

1 
( : 

+ + + 1 . 
( V I  : + + : + + 
( 

: 
V I 1  ' - : - : - 

( 
+ 

: : : r 
( 

: 
: t : : 

(*) - Nous remerpions vivement l e  Docteur BAYARD de nous a v o i r  

f o u r n i  l e  témoin 2,5- anhydro - 2 - - m m i t o l .  



Le composé II renferme 3 r é s idus  de mannose pour 1 de 

2 ,5  -anhydre - - D - m n n i t o l .  Pour nous a s s u r e r  de ce rzppor t  molaire ,  - 
nous a v ~ n s  chromato,";raphié s u r  une c o l o ~ n e  de Sephadex G 15 (1,5 x lOOcn 

s t a b i l i s é e  d a m  l ' e a u  l e s  composés II de I C  1 A  e t  I C  1 3  ( ~ i ~ .  45 ,p. 203: 

Nous avons récupéré une f r a c t i o n  II p ( p u r i f i é e )  représentant  environ 

80 $ du composé II. Cel le-c i  é t a i t  cons t i tuée  de 3 r é s idus  de 

mnnose  e t  C,1 de ga lac tose  pour 1 de 2,5 -a.nhydro-2 - mannitol. - 

Le composé III ne renferme que du ga lac tose  e t  du 2,5 - 
anhydro - - D - mannitol dans l e  rappor t  1 : 1. - 

Le composé V con t i en t  du 2,5 - anhyCro - 2 - rrannitol,  

mis a u s s i  en plus p e t i t e  quaiztité deux substances qui  possèdent des 

temps de r é t e n t i o n  er, chromatographie en ?hase gareuse égaux à ceux 

du mnnose e t  du ga lac tose ,  O r  c e l l e s - c i  no m eu vent ê t r e  cons t i tu6es  

de ces deux nonOsaccharides pour deux ra i sons  t 

- s i  l e u r s  migrations chromatographiques sur papier  correspondent 

i peu près à c e l l e s  du mnnose e t  du ga lac tose ,  nous au r ions  

dQ v o i r  a p p a r a î t r e  du mannitol e t  du g a l a c t i t o l  puisque l e s  

f r a c t i o n s  sont  r édu i t e s  avant  d ' ê t r e  analysses en chromtogra-  

phie en phase gazeuse. 

- il r e s t e  l a  p o s s i b i l i t é  de l ' e x i s t e n c e  do doux disacchar ides  

e t  d'un t r i s a c c h a r i d e  compos6s de : galac tose  - 2,5 - anhydre - 
D - wnnose;  mannose - 2,5 - anhydro - 2 - mannose ; gz lac tose  - - - - 
mnnose - 2,5  - ~ n h y d r o  - 2 - Fannose, D ~ i s  de t e l s  composés - 
posséderzient  une migration ~ h r o m t o ~ a p h i q u e  sur p p i r r  plus 

f a i b l e  que l e  2 , 5  - anhydro - 2 - mnnose. - 

En ou t re ,  on ne retrouve pas l e s  rappor ts  normaux e x i s t a n t  

e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  isomères du mnnose ou du ga lac tose  quand ils sont  

ax i lysés  en c l ~ r o m a t o ~ a p h i e  en phase zdzeusr . L3. s e u l e  h y ~ o t h è s e  va lable  

e s t  d'admettre qu'un r é s i d u  de N - acÉty1 - glucosamine p a r t i c u l i e r  

puisse  s e  t ransformer en 2,5 -anhydre - 2 - a a m o s e  e t  en d ' au t re s  - 
comsosés dont l a  n s t u r e  pour ra i t  ê t r e  dé temin6  en spoctographie de 

nasse. 



F i w e  45. 
Chromatographie sur une colonne (1,5 x 100 cm) de Sephadex G 7 5  

du composé II i s o l é  de la f r ac t i on  neutre des d iazo ta t s  des 

glycopeptides I C  18 e t  iC ID - Repérage au r éac t i f  de DUBOIS e t  a l .  (67) 

Figure 46. 

Chromatographie sur une coionrie (0,7 x 80 cm) de Biogel Ps (200 - 400 mesh) 

du compoaé IV i s o l é  de l a  f r ac t i on  neutre des diazota ts  du glycopeptide 

I C  1D - Repémge a u  r éac t i f  de 1)ITBOIS e t  al. (67) 



Les composés mineurs IV, V I  e t  V I 1  contiennent tous du 

fucose. Seul i e  composé V I 1  n ' e s t  consti tué que iie fucose, mais 

ce lu i -c i  ne s e  révèle fortement au r éac t i f  à l l o x a l a t e  d 'ani l ine  

qu'après hydrolyse acide,  c 'est-à-dire après l i bé r a t i on  de sa 

fonction réduc t r i c e .  Nous n'avons pu f a i r e  une analyse approfondie 

du composé V I  VJ sa  quanti té t rop  fa ib le .  

Le composé IV possède une migration chromtosa-hique 

s u r  papier d'un disaccharide m i s  il e s t  constizué de galactose, 

mannose, fucose e t  de 2,5 -anhydre - g - mannitol. Nous l'avons - 
fractionné sur  une colonne (0,7 x 80 cm) de Bio-gel Pz (200 - ~00mesh)  

s t a b i l i s e e  d a s  1' eau ( ~ i ~ .  46 ,p. 203 ) . Nous avons rjcupéré t r o i s  

f rac t ions  : I V  a ,  I V  b e t  I V  c. Seules l e s  f rac t ions  I V  b e t  I V  c ont 

pu être analysées car  e l l e s  représentent  environ 90 du coqosé  I V  

n a t i f .  D ~ i s  l e s  deux, nous avons retrouvé l e  fucose e t  l e  2,5 -sLnhydm 

D - sannose. La f r ac t i on  I V  b contenait  e3  plus une substance cossjdant - - 
l e  t rzps  de ré ten t ion  du mannoae e t  l a  f r ac t i on  I V  c ,  une au t re  

possédant c e l u i  du galactose. Ces deux substances resçerriblenU euxcons- . 
t i t u a n t s  que nous nt avons pu i d e n t i f i e r  avec c s r t i i ude  dans l e  composé 

V. Le con?osé I V  contiendrait  donc l e  disaccharide : fucose - 2,5 - 
mhydro - 2 - mnni to l .  - 

Nous avons dézontré l a  présence dans l e s  glycopeptides 

dlIgG1 d9un té trasaccharide composé de mannose e t  de N - acé ty l  - 
glucosamine dans l e  rapport  3/l e t  d'un disaccharide consti tué de 

@lactose  e t  de N - acé ty l  - glucosamine. Les divers r é su l t a t s  sont  

en faveur d t n  branchement du fucose sur un rés idu de N - acétyl  - 
glucosamine. 

2.- Déterxina.Çion des ra9port.s molaires des o l i co  e t  rnono2accha- 

r ides  présents dans l e s  é lua t s  neutres des diazota ts  des 

Les rapports molaires des d i f fh ren t s  fragments glucidiques 



cnt é t é  déteminés  ?ar l e  comptage de l a  rad ioac t iv i t é  portée par l e  

rés idu  de 2,5 - anhydro - 2 - mannitol prboent dans chaque oligosac- - 
charide a p r 9  réduction par l e  borohydrure t r i t i é  e t  séparation 

chromatographique s u r  papier (p.  104 ) . Les dia,~ariines obtenus sont 

rasseriblés dam l a  figure 47 (p. 206 ) e t  l e s  r é s u l t a t s  du comptage 

des di f férentes  f rac t ions  obtenues dans l e  tablesu X L I I I  (p.207 ). 

Discussion - Conclusion : 

Les rapports  molaires des composés II e t  III déaontrent 

q u ' i l  ex i s te  dans l e s  glycopeptides n a t i f s  2 chaînes disaccharidiques 

( ~ a l - - + ~ l c ~ ~ c )  pour un seu l  té  trasaccharidique (pan -+ G ~ C N A C )  . 5 
Les proportions en t re  l e s  conposés V e t  II, obtenus a pr t i r  du 

glyc0pesti.de I C  1A confirment l ' ex i s tence  de deux rSsidus de 

N - acé ty l  - glucosamine en tandem au niveau de l e  l i a i son  protéinr-  

glycanne, démontrée précédemment par l e s  r é s u l t a t s  de l 'oxydation 

pr iod ique .  Le  f a i b l e  rendenent du composé V e t  l l a p p s r i t i o n  du composé 

V I 1  dans l e  cas du glycopeptide I C  13 r i che  en fucose sont en faveur 

du branchement du rés id.^ de fucose sur  l a  N - ~ c é t y l  - glucosaaine 

impliquee dans l a  l i a i s o n  protéine-glgcanne. Nous expliquons l a  

présence du composj V pâr l e  f a i t  que l a  l i a i s o n  fucosyl e s t  connue 

pour ê t r e  t r è s  l ab i le .  E l le  s e r a i t  part iel lement rom3e l o r s  des 

réact ions  d'hydrazinolyse - cliazotation. 

3.- Y6th;ylation des comnos6s II e t  III. 

Après réduction par l e  borohydrure de potass iun, les  oligo- 

saccharides ont é t4  perméthylés. Llhydrolysat du cornpos6 II méthylé 

contenait  l e  2,4 - d i  - 2 - méthyl - 2 - mnnose, l e  2,3,4,6 - tétra - - 
O - méthyl - 2 - mnnose e t  l e  t93 ,6  - tri - 2- méthyl - 2,5 - anhydro - - - 
D - mannitol, e t  c e lu i  du composé III, l e  2,3,4,6 - t é t r a  - 2 - inéthyl - - - 
D - galactose e t  l e  1,3,6 - tri - 2 - méthyl - 2,5 - anhydro - 2 - - - - 
mannitol. 

conclusion t 

Ces r é su l t a t s  sont en accord avec ceux obtenus après la 



Figure 47. 

Diagrammes du conptage de la md ioac t i v i t é  des oligosaccharides 

r édu i t s  des diazota ts  des glycopeptidos chymotrypsiques (IC 1A e t  

IC 1 D ) après s é p r a t i o n  chromatographique sur papier  dans l e  

système solvant t pyridine, a cé t a t e  d 'éthyle,  acide acétique,  

eau- ( 5  : 5  x ?  : 3  ). 



T A B L E A U  XLIII. 

Rapports molairrs des const i tuants  de l a  f r ac t i on  

r 
neutre des diazota ts  des glycopeptides I C  ? A  e t  I C  ID. 

Con~os i t ion 
.------------------------------------ 

mélange de monossccharides 

( ~ h l ) ~  ; (2 ,5  - anhydro - 2 - - 
mannitol) 1 

 a al) ; (2,5 - anhydro - 2 - - 
mannitol) 1 

Fuc ; 2,5  - anhydro - 2 - mannitol - 

2,5 - anhydro - 2 - mannitol - 

Fuc. 

( . 

Glycopeptides 1 
\ 

(*) - pr i s  corne référence égal  à 1. 



mGthylatlor, t o t a l e  des glycopeptides n h t i f s  e t  démontrent l a  

s t r u c t u r e  du t é t r a sacchar ide  e t  des deux d isacchar ides  ident iques  
1 

e x i s t a n t s  dans l e s  ~ l y c a n n e s  n a t i f s ,  à s a v o i r  : 

Comme l e s  r é s idus  de N - acétjrl-glucosamine c e  sont  pas 

s u b s t i t u é s  en C6 l e  fucose e s t  donc branché en ~6 s u r  l e  4ème r 6 s i d u  

de N - scé tyl-glucosamjne s i t u 6  au niveau du po in t -d ' a t  tsche avec l a  

protéine.  

4.- D E t ~ r x i n a t i o n  du branc!enrnt du fuccs? dsns l e  

glycoprpt ide I C  ?D. 

Pour démontrer, sansambigui t6 ,  l e  branchenent du fucose 

sur l a  M - ucé ty l  - glucosamine impliquée dsns l a  l i a i s o n  protéine-  

glycanne, nous âvons rompue c e l l e - c i  par  l a  soude en mil ieu  réducteur  

(p. 306 ) . AprSs hydrazinolyso e t  d i azo ta t ion  l e  glucosaminitol  e s t  

transformé er, 2 - dgsoxy - 2 - gluccjse e t  l e s  a u t r e s  r é s idus  de - 
glucosarnine en 2,5 - anhydro - 2 - mnnose. No-.LS avons r é d u i t  a u  - 
borohydrure t r i t i é  l e c  produi ts  obtenus avant  de l e s  sépa re r  par  

chromatographie sur papier.  Le diagramme du comptage de l a  r a d i o a c t i v i t é  

e s t  r epor t é  dans l a  f igu re  48 (p. 209 ). Le conposé II correspond a u  

td t r a sacchar ide  : (iyian)j - 2 ,5  - anhydro - 2 - mannitol,  l e  composé III, - 
a u  d isacchar ide  : Ga1 - 2,5 - ar-hydro - 2 - mannfiol. Le composé I V  - 
con t i en t  du fucose,  dU 2 ,5  - anhydro - 2 - mannitol e t  l e  2 - désoxy - - 
g l u c i t n l  d " ~  l e s  rappor ts  : 1 : 0,47 : 0,49. 

Discussion - Conclusion : 

Cet te  expérimentation pernet  d ' a f f i rmer  que l e  fucose e s t  

b i e n  branché sur la N - a c é t y l  - glucosamine p a r t i c i p a n t  à l a  l i a i s o n  

proté ine  - glycanne se lon  l e  schéma su ivan t  : 



Figure 48. 

Diagramme de l a  mesure de la  radioactivité des oligosaccharides 

rédui ts  du diazotat  du glycopeptide I C  1D préalablement soumis à 

l ' a c t ion  de l a  soude en milieu réducteur. Séparation chromatographique 

sur papier Wbtman nv3 dans l e  systEme solvant r pyridine, acétate 

d'éthyle, acide acétique, eau. ( 5  r 5 t 1 : 3 ) .  



Ue ce f a i t ,  l e s  d ivers  composés inconnus présents dans l e s  d iazota ts  

des glycopeptides I C  1A e t  IC l n  (non soumis B l ' a c t i o n  de l a  soude 

en milieu r é d ~ c t e u r )  proviennent bien d'une dégradation p a r t i e l l e  de 

ce t t e  N - acétyl  - glucosaline. 

1 . - Fractionnement e t  composition. 

Après l ' a c t i on  du n i t r i t e  de sodi;ini l a  f r ac t i on  acide 

des d iazo ts t s  r e s t e  f ixPe su r  l a  colonne de Dowex 1 x 4 l o r s  du dessa- 

lage (p.  104 ) . Nous zvons Glué ce t  échangeur d ' ions par une solut ion 

d1aci?o formique 2 $. Les quatre f ra - t ions  col lectées  ont é té  

regérées par lc r5ac t i f  à l a  diphénylanine de N I A Z I  e t  STATZ ( 204) 

modifié psr  WEK?ER e t  ODIN ( 283). Le diagramme du fractionnenent 

e s t  repor té  dans l a  f i g r e  49(p.271 ). Nous evons rassemblé l a  

composition de ces f rac t ions  dans l e  tableau XLIV (p.212). Le prenier  

composé (1) élué cont ient  de l a  N - acétyb - glucosaiiine e t  un taux 

élevé en mannose : il représente la f rac t ion  incomplStement modifiée 

p r  hydrozinolyae - diazotation.  Les t r o i s  au t res  sont const i t&s 

de galactose,  de 2,5  - anhydro - 2 - wnnose e t  d 'ac ide  N - acé ty l  - 
neuraninique n a t i f  ou rcodifié. En comprant l e s  temys de ré tent ion 

en chromatogra2hie en phase gazeuse de l ' a c i d e  N - acé-tyl - neurami- 

nique e t  de ses  dér ivés  avec ceux de l a  N - acé ty l  - glucosamine, 

de l a  glucosanine e t  du glucose, deterninés par  ZANETTA e t  a l .  ( 288), 
nous avons conclu que l e s  dérivSs de l ' a c ide  N - acé ty l  - neuraminique 

é t a i en t  l ' ac ide  neuraminique lui-même e t  l ' a c ide  dérivant de ce lu i -c i  

après djsamination ni t reuse .  

Ce raisonnement e s t  en accord avec l ' o rdre  d lé lu t ion  des 

f rac t ions  II, III, I V  de l a  colonne d'échangeur d'anions e t  avec l e u r  

migration électrophoré t ique  à pH 3,9  / 1v:ICHL (179 )/ : l e  composé II 

possède ce l l e  d'une substance neutre e t  l e s  composés III e t  N c e l l e  



Figure 49. 

Diagraime d 'é lu t ion  de la colonne de Dowex 1 x 4 (200 - 400 mcsh) 

par une so lu t ion  d'acide fornique à 2 $J. Repérage par l e  r é a c t i f  

de WERNER e t  UDIN. (283) 





de l ' ac ide  N - acé ty l  - neuraminique. 

2.- Méthylations. 

Les composés II e t  I V  ont é t é  méthylés selon l e  procédé dé- 

c r i t  page 98. Leurs hydrolysats chlorhydriques contenaient l e  

1 , j ,6  - tri - 2 - Gtkiyl  - 2,5 - anhydro - - D - mannitol, l e  2 , j , 4  - tri - - 
O - méthyl - 2 - galactose e t  l e  2, 3 ,  4, 6 - t é t r a  - 2 - néthyl - 2 ;l - - 
galactose. 

Conclus ion : 

Les f rac t ions  II, III e t  I V  dér ivent  d 'un seul e t  m&me 

t r isacchar ide  n a t i f  consti tué dt,;cide N - acé ty l  - neuraminique, de 

@lactose  e t  de N - acé ty l  - glucosamine. . 
Les r e s u l t a t s  de la méthylation confirment l'enchaînement 

présumé (p. 196) suivant : ANAN -(2 j 6 ) -  Ga1 -(1*4)- GlcNAc. 

La présence du t é t r a  - méthyl - 2 - galactose e s t  logique compte - 
tenu de l a  f r a g i l i t é  de l a  l i a i son  "s ia lyl" .  

V.- l l3?LlBMINATIOX LTD L'AXOYhXi13 3ES LIAISONS. 

Nous avons déterminé l e s  anornéries de cinq types de 

l i a i son  : ANAN -(2*6)- Ga1 ; G a 1  -(1+ 4)- GlcNAc ; F I  - (1- 3)- 
Man Fan - (-1-6) - &n e t  Glc NAc - ( 1 4 2 )  - Fm. 

1 

A - ACTION DE LA NEXRAMINIDASE IJ~ CLOSTIIID1E.I PEIIFRIHGENS. 

L'hydrolyse enzymatique a é t é  effectuée s u r  l e  glycopeptide 

I C  1C selon l e  protocole déc r i t  page 108. Les produit3 de la réac t ion  

ont été f ract ionnés  s u r  une colonne de Bio-gel Pz (200 - 400 mesh): 

La prenière f r ac t i on  éluée é t a i t  repérée par l e  r é a c t i f  de DUBOIS 

e t  ai. ( 67 ) e t  contenait  l e  glycopeptide sans zcide sinlique.  La 

seconde donnait des réactions négatives avec l e  r é a c t i f  précédent 

e t  posi t ive  avec l e  r é a c t i f  de N I A A I  e t  STATi3 ( 204). L'obtention d'un 



glycopeptide dépourvu d'acide sialique après action de la neuramini- 

dase de Clostridium ~erfrin~ens ddmontre l'existence d'une liaison 

dtanomérie "4 

B - ACTION DS LA (j 2 - GALACTOSIDASE DI Fhm JACK. - 

La détermination de llanomérie tu tt OU 'tP a et4 réalis6e 

par lat - g - ghlactosidase de Fève Jack sur la disaccharide r - 

Cal - (144)- 2,5 - anhydro - 2 - mannitol, obtenu à partir - 
des diazotats des glycopeptides IC 18 et IC 1Do Après 20 h. d'hydrolyse, 

les produits ont été dessalés sur échangeurs dliona (p.108 ). La 
fraction neutre a été chromatographiée sur papier dans le système solvant 

pyridine/acétate dléthjle/acide acétique/eau (5 t 5 t 1 : 3). Le chroma- 

togramme a été révélé par le réactif de PBRTRDGE ( 217) à ltoxalate 

d'aniline. Environ 80 % du galactose présent dans le disacchride ont 
été libérés par 1' enzyme. Ltanom6rie de la liaison est donc du type ''(3 ". 
C - ACTION DE ~ ' o (  -1VLWNOSIDASE DE "BRO123LAIHn 

L'd+ - mannosidase de la f'Brsmelainn (p.109 ) a libéré - 
environ 1,5 P M  de mannose à partir do 1 FM du té trasaccharide r 

+ 2,5 - anhydro - 2 - mannitol. Les deux liaisons, Pan -(l+j) - - 
man et 1;- -(1+6) - Kan, possèdent de ce fait la même anornérie "O(". 

D - ACTION DE LA (3- D - GLUCOSAMINIDASE DE FZVE JACK. 
L 

Les résidus de galactose du glycopeptide 1 C 1 B ont Bté 

détachés par action de hg- 2 - Belactosidase de Fèvé. Jack. Le - I 

glycopeptide modifié, purifié par chromatographie sur Bio-gel P2, a ét6 
soumis à 1' action de la (j - 2 - glucosaminidase (p.109 ) . Le nouveau - 
glycopeptide a été isolé par chromatographie sur Bio-gel P2. Son analyse 

montre que le nombre de résidus de glucosamine libérés est fonction du 

taux d'hydrolyse du galactose lors de l'action de la(3- - galactosidase. - 
Ce résultat démontre que les liaisons des deux résidus externes de gluco- 

samine branchés sur le noyau trimannosidique po~sédent 1 ' anornérie lt(j ". 



VI.- DET-ERMl2?ATIO?? DU POINT DE BRA?TCEZi'?ENT DE L'ACIDE B - A C E ~ L  

La présence d'un seul  dérivé d'acide N - acétyl  - 
neuraminique posait l e  problème de savoir s ' i l  é t a i t  indifférem- 

ment branché sur  l 'un  ou l ' au t r e  des deux résidus de galactose. 

Pour l e  résoudre, nous avons f a i t  a g i r  successivement l a  fi - 2 - 
. - 

galactosidase e t  l a  @ - 2 - glucosaminidase de Fève Jack e t  1' d - - 
D - mannosidase de "Bromelainw sur  l e  glycopeptide I C  18. Ce - - 
glycopeptide modifié é t a i t  purif ié  par chromatograp3ie su r  Bio-gel 

P4 e t  Pz, p u i s  mé thylé, Le nouveau dérivé méthyl6 du mannose qui 

e s t  epparu e s t  l e  2, 3, 4 - tri - 2 - méthyl - 2 - mannoside, Ceci - 
implique que l e  résidu d'acide N - acdtyl - neuraminique e s t  branchd 

sur l e  bras l i é  au mnnose central  par une l i a i son  ( 1 ,-> 6) 
(l?ig. 50, p.2t6) 

VI10 - C O f ? C E ~ S I  ONS . 

D'après l e s  r s su l t a t s  obtenus en appliquant l e s  

quatre techniques suivantes : la mé thylation, 1' oxydation 

périodique, lfhydrazinolyse - diszotation e t  l e s  hyàrolyses 

enzymtiques, nous pouvons en dciduire la s t ructure des glycames 

des Ig G1 du colostrum de Vache qui rkpond au schéma de l a  figure 50 

(p.2t6 ). 

Cette structure e s t  identique à ce l l e  des glycannes 

de l t IgE  (SAZNZIG~@ e t  a l .  ( 10 ) ) e t  des IgG humaines 

(KORNFELD e t  a l .  ( 136 ) ). 



Figure 50. 

Schéma de la structure des glycannes des 

IgG du colostrum de Vache. 



Bous retrouvons le noyau mannotriosique dont un résidu de 2 - mannose, - 
substitué en j et 6 constitue le point de ramification du glycanne, 
Cet oligosacchsride est commun à l~ovomucollde, la fétuine, l'orosomu- 

coide, la séro- et la lactotransferrine bumaines (BAYARD) ( 14 ) et 

aux Ig M (HICKHAN et al. (Ill ) ). Cette analogie de structure entre 

les glycannes de diverses glycoprot6ines fut posée en hypothèse, 

dbs 1962, par MONTB3JIL  et al. ( 186). 

LI encombrement s térique dû au risidu de fucose branché 

sur la N - acétyl - elucosamine liée à l'asparagine explique lthydro- 

lyse incomplète des glycopeptides par la chpotrypsine. 

La position de ce résidu de fucose est identique à celle déqontr6e 

par XOIDA et P'I(;TRAMATSU ( 134) dans les IL& sérique de Vache et par 
BAENZIGEX et al.( 10 ) dans les IgE hnnaines. Les preuiiers ont 

isolé le glycopeptide Fuc-wGlcNAc+ peptide grâce à l'utilisation 

d'une endo - N - acétyl - glucosainidase et les seconds l'oligosac- 
charide 

Man -* GlcNAc - GlcNAc itol 

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 g G l c N A c  

natif ou modifié, L'obtention de 0,5 résidu de N - acétyl - glucosamini- 
tol après oxydation periodique leur permet d'en deduire le branchement 

du fucose. 

Par contre, le lieu de branchenient du résidu d'acide N - 
acétyl - neuraminique est différent de celui déterminé par BBZIGEB 
et al. ( 10 ) dans les glycannes des I@. No3re résultat est en accord 

avec les travaux récents de TAI et al. ( 272) sur les glycannes 
partiellenent galactosidés des IgG sériques de Vache. 



C H A P I T R E  II. 

.................................................. 
: 

: . 
: : . L A  L A C T O T R A N S F E R R I N E .  
: : 

: .................................................. 



Les étucles que nous avons e n t r e p r i s e s  s= l a  l ac to t r ans -  

f e r r i n e  c?u l a i t  de Vache (ou "Re2 prote in"  de C ~ O V E S )  ( 98 ) avrrient 

pour but  de résoudre t r o i s  problèmes : 

1 - son  is olerrient rapide ,  

2 - l ' i s o l z c a n t  r t  l e  f r zc t iomeme2t  d o  ses glycopeptides 

pcur l e s  c o n p r e r  5 c e - a  de l a  l a ~ t o t ~ r s f e r r i c e  du 

l û i t  6e Fema ,  

3 - v é r i f i e r  son  desr4 de r é s i s t e n c e  &-LX ~~~~~~s I r o t ~ o l y t i q u e s  

du t r z c t - a  diges5if  du 3cur r i s son  co- t~prke  ii c e l l e  Zn 12 

I c t ~ t m n s f e r r i ~ ~  h i ~ x i n ~  ( 6  t-it5iée pzr >:,3,2P.33 - ~ T . L ~ : s )  

( 1 7 3 ) .  

Ces t r o i s  d i r ec t ions  de recher:?he correspondent 53. un 

o b j e c t i f  b i e n  prÉcis : s z b s t i t u e r  6nnr l ' a l i n e n t a t i o n  da Ysiirriçson 

l a  l a c t o t r ô n s f e r r i n e  du l a i t  de Femroe par c e l l e  du l a i t  de Vache. 

Ce chap i t r e  se ra  donc d i v i s é  en t r o i s  p a r t i e s  répondant 

aux t r o i s  thènes de recherche que nous nous é t ions  f i x é s .  

DL: LA 

A p r i o r i ,  voulo i r  mettre  au point  lm nouveau procédé 

d'isolemerit de ce '1 t2  g l y c o p o t é i n e  a p p û r a i s s z i t  i n u t i l e  vu que 

p lus i eu r s  EG thodes ex i s  t s i e i l t  dÉ, j5 (P. 62,63,64 e t  65) (G~QVES >(99 ) ; 
(S JUCIET - D?~.FCI~'IIT) ( 2 6 9  ) ; ( 0 : ~  e t  RFITP.) ( 212). lkis ces 

techniques de prépûrat ion é t a i e n t  inappl icables  à we production 

i z d u s t r i e l l e .  



L9Qtude du p r e c i p i t é  P obtenu par l e  fractionnement 
2 

au r ivano l  (p. 134) du colos  trun de Vache nous i-ricits à mettre 

a u  poin t  m e  nouvelle  nét5ode basée sur c e t t e  chromtographie  

d16change de ca t ions  (S E - Sephadex C - 50). Les s e u l s  prcblèmes 

q u i  nous r e s t a i e n t  à résoudre é t a i e n t  : 

- d ' j v i t e r  l 'k t spe  Ou fractionnement eu  r ivano l ,  

- de rechercher  l e  s u b s t r a t  de depar t  e t  l e s  con3i t ions  

op4ra to i r e s  qai nouy permettraient d ' ob ten i r  l e s  m i l l e u r s  

zendements, 

- C'appliquer no t re  t e c h i q u e  2 l ' é c h e l l e  i ~ c ? ü s t r i e l l e  s u r  

UFI s u b s t r a t  i s s u  des f roriageries. 

Pour é v i t e r  l ' é t a p e  du fract ionnemest  au  r ivano l ,  nous 

a v ~ ~ ~ s  p r i s  comme s u b s t r a t  de dépar t  l e  lectoserum présaré se lon  

l a  technique d é c r i t e  page 113. 

Dans une première s é r i e  d 'expér ience ,  nous avions 

s t a b i l i s é  l e s  co lomes  fie S E - Sephadex C - 50 /ou S P - 
Sephadex C - 50 (*)/ deci  l u  t s ~ p o n  i~ t i l i s j  l o r s  du f rzc t iomement  

des I@I (p. 125 ) . 

Très rapidement, nous nous sommes aperçus que l a  y lupa r t  

des pro té ides  du l ac tose rua  hormis l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  l a  

lactoperoxydase é t c t i e n t  Gluées de llécI.mngeur de ca t ions  pour 

m e  coilcentrat ion d t a c é t 2 t e  de sodiun égale à 0,22 M ( p ~  5,5). 
Motre a i s e  a u  poin t  f u t  f a c i l i t é e  pa r  la connaissance du p9i 

de ces deux glycoprotéines.  GI?G?rTS ( 9 8  1 donne une valeur  de 8 

pour l a  l a c t o t r a n s f e m i n e  e t  POLISH e t  SHNüKLEE ( 225 ) de 9,6 

(*) - La firine Pharmcia  ayant  remplacé sa production de S E - 
S e ~ h a d e x  par  18 S P - Sephzdex. 



pour l a  lactoperoxydase. Corne l a  c l u p a r t  des  p r o t e i d e s  sossèdent  

m pHi i n f é r i e u r  à 6 ,  nous avons amel16 la  c o ? z e n t r û t i o ~  du 

lactoserun: à 0,22 E\: e n  a c é t a t e  de sodium sans  2 j u s t e r  l e  pH q u i  

s e  t r o u v a i t  a l o r s  é g a l  à en-Jiron 6,4* Notre proc6d6 (F'ig.51 ;p.222) 

c o n s i s t e  â c h r o ~ a t o g r a p h i e r  du l a c t o s e m i  a l n s i  p r6s s ré  Susqulà 

ce 212 19 c o l o w e  de S E - Sephsdex G - y@ s o i t  s e t u r é e  en l s c t o -  

t r a n s f  e r r i n e .  Ensui te  , nous éluons 1 1éch2ngelur d ' i ons  avec uqe 

s o l u t i o n  Z ' acé t a t e  de s o à i - a  0,265 Pl. L 3  luctoperoxydase s e  

re t rouve  dans l l é l u a t .  Puis ,  ?tir l e  passsge d'une s o l u t i o n  

molaire  d tac6  t s t e  de s cdiirm, nous r e c u ~ i l l o n s  l a  l a c t o t r ô n s f e r -  

r i n e .  C c n e  nous evons c h r o z a t o g r a ~ h i é  m e  cl?;-nti t é  inpor tzn te  

de l a c  t o s e r m  ( p a r f o i s  l é  cèrezent  t roub l r  ) nous v h r o s : t o g ~ ~ ~ h i o n s  

de nouvnau c e t t e  s o l u t i o n  iie l a c t o t ~ n s f e r r i n e  inp- re  s .2  

coloirne d e  S E - Seshadex C - 50 dzm l e s  nêsrs ccri?i$ionç. &is, 

l ' é l u t i o n  e s t  rCa l i s ée  p r  gra.$ient c?isccntinil  ex a c z t a t e  de 

so2iüm de rnolarit6 e t  de  pH c r o i s s ~ n t s .  'Tous o b t e ~ o n s  a l o r s  une 

p répa ra t ion  ,de lac to t rcznsfer r ine  , é l u s e  pour uqo ccncen+ra$ion 

de 0,5 $1, p - s e  en é l e c t r o ~ h o r è s e  s i n  bade d l ?cS ta t e  Zr ce l l i l l o se  

e t  en gé lose  a i n s i  qut en im.unoélectrophorèse. 

Pour chroza tographicr  svx une colonne dtéchzngeur d ' ions  

une aranàe q u a n t i t j  de s o l u t i o n ,  il f a u t  que c a l l e - c i  s o i t  

l impide pour é v i t e r  ui c o l m t a ~ e ,  A u s s i ,  nous avions reaz.rqué 

que l a  p r g c i p i t a t i ~ n  de 1.i cas s ine  é t a i t  p r f z i t e ,  l o r s q u t  ap re s  

a v o i r  a j u s t é  l e  pH d'un l a i t  dClipid6 k 4,6 ( H C ~  4 N )  nous l e  

so'ariettions à -me d i a l y s e  de t r o i s  jours  c o n t r e  de l ' e a u  

d i s t i l l d e ,  renmrvelée chaque jour.  E t  corme l e s  n i c e l l e s  de 

casé ine  s o n t  n i in ten i les  en suspension en p a r t i e  pa r  l e s  i o n s  

calcium, pour accen tue r  l a  p r é c i p i t ~ t i o n ,  nous avons pcu r su iv i  

la d i a l y s e  pendant 5 jours .  Grâce L c e t t e  modi f ica t ion ,  nous âvons 



Lactoserum, amené à une concentration de 0,22 M en' acé ta te  de 

sodium, chromatopap3ié s u r  une colonne de S E - Sephadex C - 50 

s t a b i l i s é e  dans l a  même solut ion (0,22 l? en acé ta te  de sodium). 

La colonne e s t  lavée avec une solut ion d ' acé ta te  

de sodium 0,265 M. 

Elut ion par une solut ion d 'acétate 

Solution de l ac to t rans fe r r ine  ixpire. 

Dialysée puis lyophi l isée  Diluée pour obtenir  concentration 

en acé t a t e  de sodium de 0,22 M. 

Chronntographie sur une colonne de s 6 -Sephadex C - 50 

s t a b i l i s é e  dans une solut ion d l s c é t s t e  de sodium 0,22 M. 

Lamges successifs  avec des solutions d ' acéta te  de sodium 

de n o l z r i t é  croissante (0,265 ; O,3 M ; 0,4 M) Elut ion par 

so lu t ion  O , 5  M. 

~ i g u m  51 . 
Isolernent de la lac to t rans fe r r i2e  du l a i t  de Vache 

(procédé génkral) 



dcublé l e  renzscect en i ~ c t o  tr- n s f e ~ r i n e .  ?ar 1â dialyse,  ~ o u s  

extrayons une par t i e  de i.2 ï a ~ t o t ~ n s f e r r i n e  contenue dans l a  

f r ac t i on  caséinique d'où GROVES ( 98 ) l ' a v a i t  ex t r z i t e  pour 

la prenière fo i s .  

2.- Influence ùe l a  sa tu ra t iox  en f e r  de l a  l ac to t rans fe r r ine .  

La l ~ c t o t ~ n s f e r r i n e  obtenue par no t r -  procédé e s t  ya r t~e l lement  

sa tu rée  en fe r .  l k i s  nous avions reaarqué q u ' i l  y ava i t  un 

paUien t  de coloration (rouge) décroissznt 2e l a  par t ie  

supérieure vers la p r t i e  in fé r ieure  Ze ilos colonnes de S E - 
Se?hadex C - 50. 

La lac to t rans fe r r ine  s a t u x e  en f e r  p o s s é k i t  une 

a f f i n i t é  plus granze pozr l ' é c h a ~ g e u r  2e cstlorLs. :E ce f s i t ,  

nous avons a jou te r  de 4 h 10 zl de liL solut ion de chlorure 

fe r r ique  de AZARI e t  BAUGH ( 9 ) psr l i t r e  de lactoserum. Kotre 

rendement en kc to t r âns f e r r i r i e  a é td  aumenté de 20 $. 

D'après l a  cinétique de l a c t e i i on  (p. 69 ) , l e  taux de 

l a c to tmns fe r r i ne  var ie  t r è s  fortement s u i m n t  que l 'on  t r a i t e  

l e  co lo s t rm ,  l e  l a i t  s t a b i l i s é  ou l a  sécrét ion sèche. 

No-AS wons donc chois i  c o n ~ e  subs t rz t  de départ ,  du colostrum 

e t  du lait de Vache en f i n  de lacta t ion.  D a n s  l e  colostrwn 

des p re r ie r s  jours aprks l e  vela5-, nous avons constaté que 

l e  taux de l a c  to t rans fe r r ine  diminuait t r i s  n ~ i d e m e ~ t  e t  

devenait égal  à ce lu i  d'un l a i t  s t a b i l i s é  dès l e  5ème jour. 

Le s r e x i e r  jour, nous en avons e x t r a i t  ,300 rrig/l, 1 2  second, 

foi; mg/l e t50  mg/ l  l e  t ro i s iène  e t  l e  quatriène jour. 

Par contre,  nous avons pu i s o l e r  des quanti tés comprises en t r e  

209 e t  500 mg par l i t r e  p a r t i r  d'un l a i t  d'une Vache en f i n  

de l a c t s t i on .  Ce rEsul tz t  confirne l e s  expériences de SKITH et 
a l .  ( 249 ) (p. 69 ) . Les a e i l l e u r s  renc'eaents 5 ta ien t  obtenus - 
avec des Vaches qui ne fournissaient  que 2 à A l i t r e s  de l a i t  

pas jour. 



Le l a c t o s e r m  que i-ious avons t r a i t é  nous a é t é  f o u r n i  

pzr  la frorragerie STENVAL (*) . Le s e u l  t r a i t e r i en t  physique 

s u b i  par l e  l a i t  é t a i t  un chsuiffage 7 5 O  C pendant 30 secondes. 

Le 1actoseru.n récupérê après  essorage du f ronsge  qui con tena i t  

l e s  eaux ?e l<+vzge (1 300 1 dl csu ?:;LU: 6000 1 2e l a i t  zu 222art)  

é t a i t  ee nouveau (?Slipid6 'illusine. Znsui tz ,  ap rès  l ' a v o i r  

al ldi t iorzk d f e c é t a t e  de sodim (0 ,22  Y), il 6 t ~ i t  c k ï o x . t o ~ m -  

phi6 directement sur mie colome 5.c S 3 - Seyha2ex C - 50. 

Mo-~zç appliquons ensu i t e  l e  protocole & n é r a l  d é c r i t  précéderment. 

( ~ i ~ .  51 2.222 ) 

., La sr<vonce de p r 5 i c u l e u  de cessine en suçprr~s io?  &in? 

l o  l z c t o ~ e r l u n  nous a posS un p o b l é n e  2e z l a ~ i f i c a t i o n .  Nous 

avons e s s ~ y é  p lus i eu r s  systèmes de f i l t r ~ t i o n  (**). ?";ais l e s  

f i l t r e s  s r  c o l m t z i e n t  t ï k s  rapidenerit. Lorsque n3m r éuss i s -  

s ions  3, obtenir  un 1actoseru.n l i a p i s e ,  nous ne r é c ~ p 6 r i o n s  

p r ~ t i q u e x e n t  p lus  de l a ~ t o t ~ n s f e r r i n e .  Le  veule technique qu i  

nous a i t  dom: s a t i s f a c t i o n  se résume en une f i l t r z t i o n  rapide  

sur @?ie r  Whstmn n03. Le l a c t o s e r u  obtenu é t a i t  encore t r è s  

t rou5le  mais cela ne gêna i t  en r i e n  l a  chro-.atographie ~ o u r v u  

que l e  coloruie de S E - Sephadex s o i t  sontée  avec de l a  l a i n e  

de v e r r e  e t  ne contienne pzs de p p i e r  f i l t r e  ( 2 0 - a  -maintenir 

1' échangeur d l i  ons ) . 
Pour 50 1. 6e l s c t o s e r a ~ ,  nous avons u t i l i s é  : 

- 6 f i l t r e s  de p - i e r  Wha t~zn  n03 (0,37 m2), 

- environ 2 kg d ' a c é t a t e  de sodium, 

. . ./ 
(*) - Nous rezerç ions  clnleureuserient ?4onsieuï J:SOSKY e t  s e s  

col lûbora teurs  par t icu l iè rement  Yonsieur EOWOST) de 

nons 2voir  fcur i i l  ce 1dctmeru.m W ~ C  tafit d e  s e n t i l l e s s e .  



- une colorme de 15 x 20 c:n de S E - Se-adex 

C - 5C (r6cusérable).  

Nous mons récupéré, après a r c  nouvelle chromtogmphie 

sur  S E - Sephadex C - 50 ( ~ i ~ . 5 1  p. 222), 572 de lacto- 

t rans fe r r ine  pure en Électrophorèse s u r  bande d ' acé ta te  dr  

ce l lu lose  e t  en gslose e t  en immanoéleetrophorèee, s o i t  un 

rendesent de 11,5 rnz P r  l i t r e  de l sc toserm.  Ce taux de récu- 

pération peut e t r e  zugmenté de 7 mg par l i t r e  >sr u recyclage 

du laetoserun siir m e  nouvelle co1or;ne de S E - Sep'nadex C - 50. 

Ce rendeqent e s t  augmenté de 20  72 s i  l ' on  s e  réfSre à un 

l a c  tosemn non dilu5 par l o s  eeux Zr lavace. 31 P Sf i n i  t l v s  , 
nous pouvons ex t r a i r e  25 n; de lac to t r -ns fe r r i re  pure 2 pr t i r  

d'un l i t r e  de l-ctoseriix non ililu4, I:i outre,  l c  r?l i taFil i tC 

de l a  mzthode peut ê t r e  au-enté? p-r l e  f z i t  que n v 2 é  calonne 

de S E - Sephadex C - 50 é t a i t  l o i n  d ' ê t r e  sa turée  e t  qu 'e l l e  

n ' i t a i t  nu l l e i ez t  colmzt6e. Eien entendu, nous pourrions 

obtenir  UT? rendeuient plus ileve ?n sa turant  1s l ac to t rans fe r r i -  

ne en f e r ,  mis nous savons (p.70 ) q u f e l l e  perdra i t  son 

pouvoir bactériostat ique.  

PR3P31~5?%S - W S  ICO - C3IYIQLTS. 

Le? ;ropriétSs phpiques  e t  chimiques de l a  lec tot rans-  

f e r r i n e  de Vache ont dtS bien é tuàiées  par J3OVEU ( 98 ) ; SZUCHET - 
DE?SCHiX e t  JGZIUQT ( 270) ; C,GT:LLZfJO e t  al. ( 45 ) e t  2ernièrezient 

par BROIS e t  PA-RRY ( 37 ). Ces fierniers auteurs  démontrent d'une 

pa r t ,  que l e  trypto2hame n t  i n t e rv i en t  ps d i r ec tmen t  dâns l a  

l i a i s o n  protéins-fer  a lo rs  que c e t t e  l i a i s o n  e s t  probâble avec l e s  

résidus de tyrosine ,  e t  d ' au t re  p r t ,  que l e s  atones de f e r  s t a b i l i -  

sen t  l a  conformation de la molécule d e  l a  l ac to t rans fe r r ine  native. 

En conséquence, no t re  étude des pr0pr iSt .é~ physico- 

chimiques n t  a eu coxrae oh j e c t i f  qxe de ditom.iner l e  degré de pureté 

de nos ?réparations e t  sur tout  de déf i n i r  avec précision un subs t ra t  



de dDpert e : ~ t r e p e n d r c  des  é tudes  s t,uc t ü r a i c s  . 

A - PROPRISTSS PHYSIQUES. 

1 .- hhcse m o l 6 c u l ~ i r z .  

La masse moléculaire  o s c i l l e  e n t r e  95000 e t  760CO su ivan t  

l a  méthode u t i l i s é e .  Xoç résu14&tç r e  r a p ~ r o c h e n t  de ceux de 

CASTELLINO e t  al.  ( 45 ) mis sléloi :nent  de ceux de GECIVES 

( 98) e t  63 SUUCHET - DERECEIJ e t  JORXSON ( 270) dé able au 
XLV ) (P .  227 ). 

2. - I,e roii.:t i s o é l e c t r i q u e .  (yig. 52 ; p.228) 

S o m  3vons recherchk l e  pHi pzr électrc-f o ~ a l i s a  t i o n  (p. 

80 ). Les v a l e u r s  que ncus avors d i Z u i t e s  de l a  

courbe des pH v a r i e n t  e n t r e  8 ,  5 e t  5 ,  9, Ce r o s u l t a t  

e s t  en dSsaccord avec l a  va l eu r  de 8 dé teminSe  pa r  

CBOVZS ( 98 ). Nais,  dan.== n o t r e  cas  p a r t i c u l i e r ,  la 

t e c h i q u e  que nous avons ernployée e s  t c r i t i q u a b l e .  

Par  i r rm~mo-électrophorise ,  nous alror,s p-J c o n s t a t e r  que 

l a  migrat ion é l ec t rophoré t ique  de l a  l z c t o t r a n s f e r r i n e  

t.âri;it avec son  degré de pureté .  A ins i ,  dans l e  

lactosérum, s a  n i g r a t i o n  e s t  ~ ~ E U C G U ~   pl^^ anodique (à 

pF? a ,?)  que pure en s o l u t i o  . 3 l l e  porsè5e uce t r è s  

grînce a f f i n i t é  pour l e s  su5stances a c i d e s .  O r ,  dans l a  

t e c h n i q ~ e  d l é l e c t r o - f o c a l i s a t i o n ,  l e  211 e s t  é t a b l i  p a r  

d e s  s ~ i b s t s n c e s  anphotères  dont c e r t a i n e s  possSdent 

obl i* toirement  un ca rac tS re  zc i2e .  D e  ce f a i t ,  en se 

combinant à ces  subs tances ,  l a  l ü c t o  t n n s f e r r i n e  a c q u i e r t  

un pRi plus ctcide. 

'1 * -  Cm;;os i t io i~  en g luc ides  : ('i'ableau XLVI ; p.229) 

Le pourcentage d 'oses  x e u t r ~ s  que nous avons d é t e r r i n é  
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A-A pH 

a-. A 2 5 4  nm 

0--0 A 280 nm 

- 
Fractions 

/--- Figure 52. 

Diagramme dtQlectro-focalis2tion de la lactotransferrine 

de Vache. 



T A B L E A U  XLVI. 

Compositiom centésimale e t  no la i re  en glucides des 

lactotmnsfei-rines du lait Rumin e t  du l a i t  de Vache. 

lac tot ransf  e r r i ne  de : l ac to t rans fe r r ine  ( Composition c c n t é s i w l e  
, 

vache. humaine. 

( 
b. : C. : a* : : h, : d. : f .  : g. . 

:' : ( - Oses neiitrcs 
( ; 4,73 . 596 : 5,6 ; 5957 . 389 

: : ' - Osainines 
5 

( : 2 2 8  
- 2s7 ; 2 ~ 7 5  f 294 f 2,43 2 

/ 

: 

( - Acides s ia l iques  
t i 

( i 0,3 : : 0,6 : 0,66 : 0,87 1,22 f 1,22 { i 
- 

: ( Campos i t i o n  nolaire . . 
( : 

(a) GROVES (98 )  

(b) CASTELLINO e t  a l .  (45) 
(c )  Résultats personnels (à m r t i r  de l a i t  f r a i s )  (pour une masse molé- 

cu l a i r e  de 77 000) 

(d )  Résul ta ts  personnels (à pr t i r  de lactosaruin de fromagerie) (POU?? 

une irasse mo1c;culaire de 77 000) 

(e) pr i s  conme référence.  

( f )  MON=IL e t  a l .  (191) e t  WOIi!I'EIEUIL e t  a l .  (184)pour une masse molé- 
cu l a i r e  de 90 000. 

(g) SPlK (2551) pour urie masse moléculaire de 76 000, 

(h) DfBRAY - VANDBSYPPE (59) 



e s t  ident ique  à c e l u i  donné par  CASTELLmO e t  al.  ( 45 ). 
Par cont re ,  l a  ~ o m ~ ~ o s i t i o n  molaire des oses neut res  

rapportées pa r  CASSSLLT??O e t  a l .  ( 45 ) ne concorde pas 

avec c e l l e  que nou*s trouvons. Cet au teur  p réc i se  q u ' i l  y 

a 5 & 6 r é s idus  de g s l s c t o s e  par  molécule. O r ,  par  doux 

techniques d i f f é r e n t e s  (p. 76 ) rious n 'en  avons m i s  e n  

évidence qu'un s e u l  rt'çidu. Nous ne nola expliquons pss ce 

désaccord, na i s  nous devons néanmoins s i g m l e r  que l 1 5 t a p e  

de désa tu ra t ion  e s t  inyor tznte .  ;<ri e f f e t ,  quand ?eus désa- 

tu r ions  la l e c t o t r a n s f e r r i n e  par  la méthode c lass ique  d é c r i t e  

par  SPIK ( 2 5 9  ) nos p r ipz ra t ions  cc r i t emien t  6 à 7 rés idus  

de glucose par  :nolécule. t e  glucose e s t  él i rnir~é quand n o Y s  

dészturons l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  par  chromtographie  sur 

une colorne de Bio-gs1 ? 150 s t a b i l i s é e  dans l ' a c i d e  

formique 0,l N ("/ pH 2,4) 

La présence de l a  galactosamine, dzns nos diagrci--mes 

de dosage des oses ,  s e lon  la technique de ZAJETT-4 e t  el.  (288) 

nous a intris&. A u s s i ,  nous l t avons  reclierch6 en r,spliquar,t 

.:rois m'thodes : 

- procSdé de SAXDELL e t  21. ( 84 ) (p77 ) bzsé s u r  l a  mise 

en évidence du lyxosr  après désôiliiraticn par  1s ninhydri- 

ne. 

- procédé de GAE,i)RLL ( 83 ) (p.  77 ) d m s  l eque l  l a  gluco- 

sauine e t  l a  ~ a l a c t o s z ~ i n e  sont  séparées  par  chronato- 

graphie ( ~ i g .  53 p. 231 ) s u r  une c o l o r i e  dtéchsngrur 

d' ions.  

- dosage à l ' au to-analyseur  des amino-acides des ~ l y c o p e ï -  

t i d e s  (p. '18 ) . 

Les t r o i s  techniques nsus on$ 3onnZ Lin r é s u l t a t  posi";if 

e t  p r  l a  deuxikme, ncw avors obtenu un ra-port  ~ lcf~/ /Zs l?T 

@ a l  à 6,4. 



Figure 53. 

Chromatographie d'un hydrolysat ( H C ~  4 N) de 100 mg de 
lactotransferrine sur une colonne (0,5 x 70 cm) de iiowex 

50 x 8 (20u - 400 mesh) - Débit 2 ml/h - Fraction de O,92 ml. 



Les ac ides  a ~ i n 4 s  N e t  C - ter.linaiix. 

L1 acide  as in6  N - te r :~Lnal  f u t  déteminé par deux 

xiéthoces : c e l l e  d9ED?in?T e t  c e l l e  de GELY e t  IUFTLE (S. 95,9, 

Dans chaque cas,  nous n t  avons r e  trou;.& en accord âvec 

CASTELLD?O e t  a l .  (45  ) que l ' a l a n i n e .  

L'acide m i n é  C - ternin.1 f u t  i s o l é  pa r  l a  iriithoi?e 

à l i h y d r a z i n e  31A'KAA-3C21 e t  al .  ( 2 ) (p. 93 ) à l a  r e i r l e  di f  

f ë rence  que les h j d r s  : i k s  éz;irrit e x t r s i t s  yar l a  benzal- 
\ déhyde se lon  l a  teclinique de ??IU e t  Pl.AZTI3L - CDZ34Y (208 , 

A l ' a u t o - s m i y s e u r  de; amino-acides, nous avons dosé 0,9 

r e s i d u  de thréonine e t  0,4 r é s i d u  de val ine.  Ce r e s u l t â t  

e s t  à cons idérer  avec circonspectiofl c a r  La rnGthode u t i l i u 6 e  

ôst t r è s  dé l i ca te .  D 1 a i l l a m s ,  1s r é p é t i t i o n  de  l tex?6r ience  

nous a toujours  f o u r x i  des r 6 ç n l t z t s  i n i n t e r p r é t a b l e s .  

3 ,- Dosage des a i n o - a c i d e s .  

D a n s  la dt5teminat ion  Ca nonibre de r é s i d u s  cilacides 

a.r.ings, nous avcss t e n ~  coEpse de l a  des t ruc t ion  (ï'hr,~~~) 
, / e t  4e l l hydso iyse  inconpl; t e  àe ce r tx ins  ac ides  c x n i n ~ s  i I i e u ,  

Leil, Tai). 30s r t s u l x a t ç  ont  6 t é  rasse-.blGs dans l e  tab ieûu 

XLVII (p. 253 ) 2.1 c o n s r â i s o n  avec ceux de BmTC e t  a l .  ( 27 ) ; 
GORDON e t  a l .  ( 89 ) e t  CBSTELLIXO e t  a l .  ( 45 ) . 

Le p r o f i l  d t é l u t i o n  B 254 an ( A )  l o r s  de  l a  Zeuxiè-e 

chrozzto,rra?hie s u r  S E - Sepbdex  C - 50 ( ~ i ~ .  51 ;p. 222 

ne donne p s  un p i c  s p é t r i q c e .  Cet te  hz té rogéné i t é  3 é t é  

si ,palée par GPOV'3S e t  al .  ( 100 ) qui  h z i r e n t  en Évidence 

,mr é lec t rophorsse  en g e l  de polyacrjr lz~=idz L p3 9. Nous 

avons donc m t r z p r i s  3e t e n t e r  de r j soud ie  ce probleme. 

AprGs p l u s i e ~ r s  sss?&is, nous ~i-.~ons c h o i s i  de s t z b i l i -  



T A B L E A U  XLVII. 

Cainposition en acides aminés (exprimée en nombre 6e rgs idw 

d'acides a ~ i n é s  Tour 10 000 g de glyvoprotéiac) dce 

lac tot r - lnsferr ines  des  laits de Feme e+, de Vwlie. 

: 1 1sctotr;znsferrine de l a c  totransf erri~e ( 
Acides vache. hum i ne 

(--------.----------------------------.L------------------- 

amin6 s 
a : b. : c .  : d. : e. : f. 1 

------------------- --------:--------:--------:---------:--------:---------- 
: . 

A ~ P  : 8,5 : 7,4 : 9,2 : 8,5 : 9,2 : 
) 

: t 
Glu : 983 . 787 984 : 9,3 10  

) 
: 795 ) 

Arg 499 8 
1 - : 4 $ I  : 4$5 : 6 : 4 y 9  , 

: 
H i 3  2 1,4 : 1 , 2  1 1 ~ 2  : 1935 : A P L ? .  : Y j 
LYS : 715 : 597 : 594 : 6,6 : 694 : 592 1 ) 

Ala : 8 0 3  i 79" 7 ~ 6  : 8,8 : 892 6 2  ) 
Cys SH : 4 > 3  : 4 , 2 : 3 , 6  : 4 : 3,6 : 

: 
) 

G ~ Y  : 653 : 596 5 9 5  . 694 . 7 9 5  6,4 

I leu f 1,8 : l , 9  : 2,; : 1,6 : 2,3 : t ,8 ) 
I 

Leu : 8 7,2 : 719 , 8,8 . 795 
) 

: 693 ) 
M e t  f 0,37 : ? , 5 8 :  OY52 : 0,4 : 0,68 :  0939 1 
Phe t 3,8 : 3 : 3 0 2  1 394 

1 
3 9 2  ) f 4'2 j 

Pr O i 494 : : 9 7  : 4 : 3 $ 9  : 4,8 : j ~ 8  1 1 
Ser : 5 9 5  : 315 1 598 . 792 : 519 . ' 5 1 
Thr i 495 i 3,9 : 5 : 4,9 : 4 : 398 1 ) 

T ~ P  : 1,9 : 1,7 f q s l  : 2 : o, l j  : 0,75 ) . 
Tyr 1 3 9 5  ; 2 ~ 3  : 294 . 2,6 : 3,2 : 293 ) 

V a l  
1 

: 494 j : 501 : 5Y1 : 505 : 5,7 : 5 9 7  , 
: 

........................................................................ 
(a) - ELAXC e t  a l .  (27) (d) - Résul t s t s  pezsom:els. 

(b)- SC3308 e t  z1.(89) (e )  - BLSTC e t  al.  (27) 

(c) - C-LSTELLIXO et a?. (45) (f) .- SPIK (259 ) .  



s e r  l e s  colonnes (5  x 20 cm) de D 3 -4 E - Çepbdex A - 50 &-:ns 

un tam:>on gl ris - R C 1  - 0,01 1.1) 2 pH 9,3 pendant 3 j o w s ,  c? 

qui  correspond au passage d 'environ 18 l i t r e s  de tampon. 

W s u i t e ,  nous in jec tons  l ' é c h a n t i l l o n  dont nous avons, a u  

p réa lâb le ,  a j u s t é  l e  pli à 9,5 e t  que nous avons dialysé 

pendant 3 jours  contre l e  tam2on de s t a b i l i s a t i o n .  Puis ,  ncus 

Gluons l e s  colonnes pa r  cies tangons ta ris - H C 1  - 0,015 11) de 

pH déc ro i s san t  : 9,3 ; 9,155 8,75 e t  8,35,Nouç avons r epor t é  

deux p r o f i l s  d l é l u t i o n  dzns 1% f i g ~ r e  54 (p.235) 

-. 
Nous a.vons dosé l e s  g luc iues  Gnris l e s  deux f r a c t i o n s  

majecres 1 e t  II (~i;.. 54; p.235  ableau au XLVIII; p. 236) 

On cons ta t e  que ces 6eux cor,;osés s e  d i f f é r e n c i e n t  par  l e u r  

taux d'acides s i z l i q u e s  e t  dlosr ,cines.  Cztte  v a r i a t i o n  s e  

t r a d u i t  égzlement au  niveau de l a  coapos i t ioq  no la i r e .  La 

f r a c t i o n  1 e s t  dépourwe de @lac tose ,  de fucose e t  d l & c i d e s  

s i a l  i ques . 

Mous avons nis i , ~ i  po iy t  ur, procadé de prepzra t icn  

rapide  de l a  l a ~ t o t ~ n s f e r r i n e  du l a i t  de Vachr. E t ,  en 

nodif iarlt l e s  d i f  f é r e n t e s  é tapes ,  nous x o ~ s  doublé l e  

rendement hab i tue l .  

Les t e n t a t i v e s  du frzctionncxen: de c - t t e  plyccsrct5ino 

nous condtlisent à penser qulu-ie p r e ~ i S r e  hStérog6néit5 e x i s t ?  

a u  nive:iu des groupenents gly~canni-,ues. Ceci expl i -ers i t  

l e s  r é s u l t a t s  de dasage de CÏF,0TE3S ( 98 ) ( ~ a o l e a u  XLVI ; p. 229) 

qui i s o l e  la  l a c t o t r a n s f e r r i n e  pa r  chr~inato~vraphie s u r  

D E A E - Cellulose.  

Xotre r& thode, a.pplicp4e :'L u n  lactoserum de Îrorr;agerie, 

f o u r n i t  une prépara t ion  de  l z c t o  tz3.nsferrin- q l ~ i  possG?e 1û 

:fiCnlc? com:;osition ( ~ a b l e a u ~ ~ ~ ~ p .  229 ) que c e l l e  i s o l é 2  d ' m  

l a i t  f m i s  . 



Echantil lon : 1,5 g 

T r i s  0015M 
pH 8,35 

Echantil lon : 1,5 g 

Chroimtopphie sur D E A E - Sephadex de 

la lactotransferrine de Vache. 

414mg 

4 6 8 m g  

Tris /-'\ 
0,015M i 
pH 8,75 1 

- 1  1 
i 
1 ,  

.J 
O, 8 2 ,8  l i t res  

Tris 0015M 
pH  8,35 

\ .-. 
\ 
\ 

a i 5 1" mg 

i 
t I \. 

1 
a- *~r . r  

II *,a 1 1 1 
4crl 
I b 

IV 



T A B L E A U  X L V I I I .  

CompoaieJion en glucides des detuc f rac t ions  m~jeu re s  

(FI e t  F * ~ )  (FQ. 54 ;p. 235 ) obtenues après chrom- 

t ogaph ie  de la  lac to t rans fe r r ine  s u i  D E A E-Sephadex A - 50 

( Lactotransferrine : 
Composition centésimale : Fract ion . Fraction 1 

I nat ive. I. 
1 

( *Io 1 
( ............................. :-----------------------:-------------:------------ 

( 
) 

( Oses neutres 5 96 : 504 : 595 
( : 
( Osaniines 2 t7  2,37 : 

i 

i Acfdes s ia l iques  O96 0,22 : O s 7 4  
( 
( 

1 2'75 .; 
1 
) 

i -------------------------------:-----------------------:-------------:------------ 
( Conpoa i ti on mlaire . : 
( : 
I \-------------------------------:-----------------------:-------------:------------ 

( t : 
1 

( Man (*) 24 : 2 4 : 24 
1 

( $ 

( ~2.1 1,75 : t r aces  197  
1 

( 
) 

( FUC N.D. : t m c e s  
1 

0838 1 
( 
( GldtAc : 6975 : 

1 
5998 : 7,44 1 

( I 

( Gd.NAc 
1 

7 $15 0,?9 2 7 9 4 1  1 
( : 

t 0,66 0 
1 

( mm 
( . : 

0996 1 
? 

: (------------------------------- L ------------------------------------.- i ------------ ) 

(*) - p i s  corae référence 

N.D. - non dos&. 



Nom pourrions,  p.;ut-&tre, r e n t a b i l i s e r  no t re  tec;iL'~ique, 

en  a j u s  t x ~ t  simple-lent l e  pE de3 l ~ c t o s e m ~ s  ü 6 ,/f s3n.: 

a j o u t e r  d11c6tûte Y 2  soIJi-a? e t  22 supsrifi~,r:t l a  f i l t r a t i m  

p e r  .me c e n t r i f ~ l ~ ~ t i o n  en co2.tinu . 

Enfin,  23'r- srocédé a S t é  appliqué 3vec S U C C ~ S  > 
l l i s o l e i . e n t  2 ;  l a  lac to-cransfer r ine  htmii,ine (LZJX) ( 147 ) ; 
(DEB~.IY - VA~ERSYPPE) (59  ) . 

............................... 
LES "JYCCP"TI:?RS 37ii L4 

Cette reckzrche v i s a i t  t r o i s  o b j r c t i f s ,  à savoir, 

d o t e m i n e r  : 

t - l e  noiibrs Uo croupenents g ld rcann ipes  par  rrioléc1lle, 

2 - l a  s t r u c h r e  peptidique L l e u r  vois inage ,  

3 - l e u r  stmcti:re i l u c i d i j e .  

LI &tude de l a  s j r u c t c r e  glycanniqi~e n 'r ,  pz:: erlcoro 

é t é  abordée jusqulS  @sent .  

Comme d.ns l e  cas des IgG1, Four résoudre les  deux 
n premiers problèncs,  nous avons i s o l é  des g l : rco~ept ides .  rour  ~ $ 1 2 ,  

nous .ivoris utF'Lisé t r o i s  er,z;mes : la proriase, la ehymotr;..psine e2 

l a  t ryps ine .  Le premi;re devz i t  n o s  r e n s e i g x r  sur l a  n jzure  de 

1 le?ino-acide imlliquci (?am 1 i l i a i s o n  z)rotL-ine-~lycanne e t  les 'PU 

a u t r z s ,  n m s  y n e t t r e  dt6tiidi-sr l a  çénuence ~e : . t i d ique  3e ce 

po in t  d l a t t a s h n .  



La l a c t o t r a m f e r r i n e  é t a i t ,  dsns un p rex ie r  temps, 

désa turée  pa r  chroniato,sraphie sur Bio-gel P 150 (p. 2 3 0 ) . ~ ~ r & s  

qw t 2 2  b d r o l y s e s  par  l a  pronase, l e s  glycopep t i d e s  é t a i e n t  

p u r i f i 6 s  se lon  13 nc5tiiode schén9t isée  dzns la f i g u r e  37 (p. 149). 

NOU? s2pel le rons  glyco2eptides P, l e  mélange des g l y c o ~ e 2 t i d e s  

r4cu2 i r t a  après  l a  chromatographie sur  Sephadex G - 25 ( f i n e )  

Ces glyco?e?ti6es P ont  Qt.5 f r a c t i o  !nés, d f ~ _ r , -  ~ r t ,  

par  é lec t ro?horèr r  pr ipr? . t ive  r -u pepier  à, FFI 2,4 ( x i d c  

ec6tic;;le 3) e t  . ' ifautre p r t ,  lpr c h r o r a t o g r ~ p h i e ,  sur  S~p?~aà- .x  

G - 50 ( f i n e ) ,  Dsns l e  o r e d e r  cas ,  nous avons i s o l é s  9 f ~ c t i o n s  

(pl p9) ( ~ i ~ .  55 p. 239 ), d z ~ s  l e  second, 3 f a c t i o n s  (pz Ù 

( F ~ O .  56 2.239 ). oc> -" 

N G U ~  avonC: xzsse~1b1S dsns l e  tabl-:au XIL (?, 240), 

;es c o z ~ o s i t i o n s  en 3cides amines i e s  f r î c t i o n s  P, à P,, Xoüs 
, 

zvons p r i s  l ' a c i d e  a spa r t ique  c c m r  rgférvnce e t  cous pciivscs 

en conclure qu- l a  n a j o r i t a  2es g1ycan;res s o c t  r e l i S s  ii ia 

pro té ine  par  c e t  i c i d e  z rLné. 

,-, An ana lyszc t  l e s  dosages des g luc ides  des f r a z t i o r s  

Pb e t  Pc ( ~ a b l e z u  L p. 24?), nous cons t a tons  que nous ne 

re t ro~lvons  pns l e s  r r r p o r t s  molaires déter.'o,inSs d a m  13. 

molScule na t ive .  Nous wons i s o l 6  Far ce procici6 un tyse <a 

zlycope-tide p r t i c u l i e r  ?lils e c c e s s i b l e  à l 'hJTCrolyçe en;y:--ti- 

GU?. Cc f a i t  scm ccnfirmé, l o r s  de 1 'é tud?  des ~ l y c ? p z p : i ~ ? r  

chyrnotry2siquon (P. 242 ) 

Nom avons rou3i.s l e  s lycopept ide  Pc à l a  dégj.ra&tiol: 



DépÔ t 

T h r  

1 4 6 8  2 2 8 < 1 

Figure 55. 

Electrophorèse préparative des g lycopp t ide s  P 

sur papier à p?3 2,4 (acide acétique N )  

Figure 56. 

Fractionnement des glycopeptides P sus me colonne 

(2 x 120 cm) ds Sephadex G - 50 (f ine) .  Repérage par 

la méthode de DUBOIS s t  al. ( 6 7 )  



T A B L E A U  X I L  

Composition des glycopeptides P i so lés  par 

Qlectrophorèse sur papier  ( ~ i g .  55 ;p, 2 3 9 )  

........................................... 
: : 

: P > 
--:-----:------:------:'-------:------:------ 

) '  
( Asp (*) f i f  I f  i f 1  1 :  1 ;  1 1 1  

: 
) 

( 
: 

1 
( Shr i 0 ,44 j  - i - - - - - - 

t : : : 
) 

( 
: 

- 
( Ser  f 0,20f - i - - - - - - 

: 1 
1 

: '  1 
( Glu 0,30: 0,72 1 0,54f  ~ ~ 2 2 1  0,87: 0,58 : : 0,59 1 0,44f  O,& 1 

1 i 
il) 

: - : O,?:: - - - - - - 
I 

: -  > 
G,, 

( c t70 ;  2978 j 392 j 3 ~ 3 9 :  : 3 4  4 : 3147 j 3989; 4#91 1 
( oam t 

( : - f 0 ,48 f 0,521 O,$ i ,16  f O ,% . @,gc 
: 8 I : : 

( : : 
( : 

c 
( : : 
I : : '---,,--------,--,-----:-----:------:-----:--------------------------!------:------ 

(*) - pr i s  conne référence. 



T A B L E A U  L 

Composition des glycopep t i d e s  ? i s o l é s  par  

c h r o ~ a t o g r a p h i e  sur Sephadex G - 50 

T 
........................................................................... 

Composi t l o n  
T 

( . 1 
( 
( en ac ides  amin6 s 

'a Pc 1 1 
( 
(-----------------------------:--------------:--------------:--------------- 

1 
) 

I : : 
1 

( 1-SP ("1 1 1 1 
( : 
( Thr 0,34 os17 : O,i4 

: 

i 
1 

( 
Uer 0125 - - 1 

( 
( : : 
( Glu O,?j Os69 O s 4 5  

1 
1 

( - " 
1 

( C ~ Y  0,32 ) 
( f 

Ala : 0,26 - - ) 
( 

: 
) 

( 
GlcN 

1 
( : 554 ) 
( ', 
( GalN : 4,16 0, 73 : 0,59 

: 
5 

I : t 

) 

(-----------------------------:--------------:--------------:--------------- 
1 
1 

( 1 
( Composition en 

X.D. : 
) 

( 
gluc ides .  

1 
( 

: 
) 

( 
(-----------------------------:--------------:--------------:---------------, 

1 

( 
( Fuc - 

O, 54 
( 

os31 

Ga1 4 - : 1132 : 1 6 4  

i 
1 

( 
( 
( Man : 4927 E J $\ S - 
( . 
( 

L,, ~ i .  
GlcNhc (**) : - : h y...- 

( : : 
( GalNllc t 1 ,O? 1 - 0 , 81 

1 
( 
( LN AN 0,3 oof 5 - 
(------------,--,-,----------- I -------------- i --------- -----A---------------  

(*) e t  (**) p r i s  comme rd fe rence  ; N,Do : no:¶ $.os:. 

J 



r é c u r r e n t e  d1ED1W?. Nous a ions  dosé ap rè s  hydrolyse ac ide ,  

l e s  a c i d e s  an in6s  non modif iés  e t  i d e n t i f i a  l e s  PTII - a c i d e s  

anines formés ('?ableau LI ,p.243 ) 

Vu l e s  r é s u l t a t s ,  la séquence des deux ac ides  

m i n é s  e s t  l a  su ivan te  : 

Glycarine 

I 
ASX - Gln 

Avsnt d 'hydro lyser  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  pa r  l e s  

enzymes (p. 89 ) n m s  aaions 2)zborC désa tu ré  (p.230 ) la 

g lycopro te ine  e t  r m p u  l e s  ponts  d i s u l f u r o s  s e l o n  l e  ? r o t a c o l e  

d é c r i t  pzge 88. Les , ~ o u g e r ~ e n t s  t h i o l s  s o n t  d o r s  b l o q u ~ ' ~  p a r  

l ' é thglSnr  -icii2s. 

NoT* wons  s c 5 é z a t i s 6  6sns 1â f i u ~ ï e  57 (I--.244 

l e  p r o t o c c l r  ospérimental  q l x  nous 2vons suivi.A ;srtir de 

2 , 5  g de 1âctotr . -nsferr in;  n s t i v e ,  nous ~ V O Y ~  isolZ 382. 

é l ec t rophorèse  e n  veine  l i q i ~ i a o  ( ~ i ; .  58 p.245 ) t r o i s  f r ac t i sn , ?  

- C 1 (8 ,4  ng) ; C II (22,4 sig) e t  C III (25,2 mg). 

Les conpositLons de ces  gl;yrcopeptideu s c a t  rapportée:  

bris l e  t a b l e a u  LI1 (p.246 ) .  Nvus zvons r i z l i s é  5es h;rdroly- 

s e s  de 24 e t  80 h ,  c a r  lz coapos i t i on  f a i s :%i t  a -pa ra î t r e  m e  

f o r t e  p ropor t ion  dl ~ c i d v s  a ~ i n L s  hydrophobes ( ~ l e u , ~ e u , ~ s l ) ,  

DfaprZs nos r é s u l t c i t s ,  l ~ i s o l e u c i n î  e t  l a  v a l i n e  f o n t  .réri+&- 

blen:er,t r a r t i e  i n t r g r z n t e  des  z lyco2ept idas  con t r e i r exen t  ?i l c r  

l euc ina .  

Mous avons, e n  o u t r e ,  c,.ns t a t é  quc, s e u l ,  I r  glycil>;e; 

t i d e  C III c o n t e n a i t  L? ac ide  aifiin4 aromatique e t  q1~e l e s  g1;/c3- 



T A B L E A U  L I  

Analyse des ac ides  ar,in&s non modifiés de l a  f r a c t i o n  P 
C 

s o m i s  à 2 cycles  de la dégradat ion r écur ren te  dlEDiz?AX e t  

i d e n t i f i c a t i o n  des PTH - ac ides  aminés formés. 

.............................................................................. 
( . I 

Pc après  : Pc après  
1 

( 
( : 

Pc 
t 

( : n a t i f .  
1 

: l e  l e r  cycle : l e  2 è ~ e  cycle ) 
( 
(------------------------------:---------------:---------------:--------------- 
( 
( 

1 : os45 0,33 1 
I 
1 

t Asp 
( Thr 

1 
OP 14 0,15 os15 

: 
1 

( 
0,62 

1 

I 0945 O, 36 1 
( GlcE (*) 1-1 1 0 3,3L : 1 

( ( --""--'-"""'-'"-------'- --------------- .............................. 
j 

: 
) 

( : 
( 
( 

PTLT - cc ide  acicg - aucii?l : . G1:1 (*y) 
i ) 

( 
( : : 

) 

( 
1 
) 
\ 

(------------------- * ---------- I --------------- 

(*) - p r i s  come  rLfXrcnce. 

(**) - en q w l ~ t i t é  t r è s  f a i b l e  mais ne t t enen t  ide r i t i f i a3 le .  



- désaturée par chromatographie sur Rio-gel P 150 

- groupements t 3 i o l s  bloqués p r  lgéthyleno-imine. 

- hydrolyse par l a  chymotrypsinv pendant 24 h. 

Chromatographie sur Sephadex 6-25 

C h r o r n a t ~ ~ ~ a p h i e  sur Sephadex G-50 

Electrophorèse en veine l iqu ide  

( ~ l p h o r  Vap - acide acétique N - pH 2,4) 

Chro.mtogaphie sur papier 

Figure 57. 

Schéra d ' i soleaent  Cies glycapeptides 

chymotrypsiques de le l ac to t r a r s f e r r i ne  de Vache, 





T A B L E A U  L I 1  

Comsosition des glycoreptides chpo t ryps iques  

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache. 

( 
..................................................................................... 

Glycopep t i d e s  : C I  C II : C III 
1 

(-------------------------------- ---------: .................... ..................... 
: 

1 
( 
( Hydrolyse : 24 h. : 24 h. : 80 h. : 24 h. : 90 h. ) 

A ~ P  (*) 

Th r 

S e r  

Glu 

G ~ Y  

Val 

I l e u  

L etl 

Lys 

: 
1 1 

0972 : 0976 : 
: 

1*01 : 1 

1,32 : 6 : 

O g 7 1  : 0,72 : 

0,55 : 0,64 : 
: 

t r a c e s :  O p 1 4  : 

t r a c e s :  t r aces  : 

- - 
- - 
.. - 

: 2,45 : 

O,23 : 0,23 : 

1 

0,18 : 

0,57 2 

0930 2 

0,2t : . 
O g 1 6  : 

t r a c e s  : 

t r a c e s  : 

oY17 : 

Oy38 : 
: 

Pr4 sent : 

0,11 : 

: 

1 

OY22 

0055 

O f 3 5  

0,22 

0923 

t r a c e s  

t r aces  

0,20 

9336 

- 
1945 

O,12 

(---------------------------------------------------- 
-----------.---------------------:---------:--------- 

( 
: : I C a l  : 0,89 2 0,86 

( : 
( Man : 3 9 9  : 7,5 : 
( : 
( G l a A c  (*) 
( 
( GaiNAc : 0051 : Op39 
( 
( ANALW : 0,32 : O g 3 5  
(-----------,----,,-------------- L --------- 1 --------- 

(*) - p r i s  corne référence .  
(**) - n i s e  en évidence par hydrolyse pt'r 11ac i3e  par~toliibne sul.conique 

/ LIU e t  CEXJG ( 158 )/. 



peptides C 1 e t  C II possédaient la  môme composition en 

acides  aminés. 

La composition molaire en glucides e s t  en accord 

avec c e l l e  de la glycoprotéine native. NO- retrouvons l e  

taux élevé de mannos e . 
B - FRACTIOX'?rE4~XS ET STRUCTURE PEPTIDZQOE DES GLYCOPZPTIDES C II 

zl' c III. 
1 .- Fractionnement e t  com~oei t ion.  

Nous avons f ract ionné l e s  glycopeptides C II e t  C III 

sur une colonne (1 x 110 cm) de Bio-gel Pb s t a b i l i s é e  dans une 

so lu t ion  de chlorure de sodium (0,14 M.) Da,ns l e s  deux cas, 

nous avone obtenu deux sous-fractions : C I I A ,  C IIB e t  C IIIA 

C IIiB ( ~ i g .  59 p. 249.  Celles-ci furent  ensui t e  dessalées par 

chromstoga;.hie su r  une colonne ( 1 x 110 cm)de Bio-gel Pz. 

Nous avons déterminé leur composition e t  l e s  r é s u l t a t s  

sont rassemblés ddns l e  tableau Li11 (p.249). Le sous-fraction- 

nenent de C II ne fait appara î t re  aucune di f férence quant à 

la composition des acides  aminés, seule  la  composition en 

glucides va r i e  dans dt? largen proportions. La galactosmine 

a totalement disparue de la sous-frac t ion  C II B. A partir 

de l a  f r ac t i on  C III nous iaoTons un g lycopp t ide  C IIIB poly- 

mannosidique. Là auss i ,  la  gaiactosanine e s t  absente. 

2.- St ructure  peptidiaue. 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenu sont  encore 

fragmentaires. Hotre étude a porté sur l e s  glycopeptides C II5 

(Tableau LIV p.250 ) e t  C I I IB ('Tableau LV p.251 ). Nous 

avons, à la f o i s ,  i d e n t i f i é  l e s  PTII - amino-acides dérivés 

e t  dosés l e s  amino-acides non modifiés après  l a  ré-ction 

d'EDPIAN. En outre,  nous avons f a i t  a g i r  la carboxypeptidose A 



Fractiomement des glycopeptides C II et  C III 

sur Bio-gel Y6 - Repérage au réactif  de DUBOIS 

et al. (67) - 



T A B L E A U  LI1 1  

Composition du  glycogeptiùe T, e t  des glgcopeptides 

i s o l é s  par fract ionnement des glycopeptides C  II e t  C III. 

( Glycopeo t i d e s  

( 
: C I I A  f C I 1 4  C I I I A  j C I I I B :  Tl 1 

) 
(---------------------:----------:----------:----------:----------:--------- 
( 

j 

( A ~ P  (*) 1 1 1 : 2 : 2 
1 

: 
1 1 Thr : 0,83 : 0,68 : 0,26 : - : - ) 
) . 

( S e r  
1 

: 1,03 : 0,99 : 0,69 : 0,84 :1,04 ) 
( 
( Glu : 1,18 : *  1,18 : 0,64 : - . - ) 

( : 
) 

( Gly : 0,79 : 0,62 : 0,4? : - : - 
) 

( : 
) 

( val  : 0,5 : 0,60 : 0,25 : - : - 1 
( 

) 
* 

( I leu : O,14 : 0,04 : t r a c e s  : - : - 1 
( 

1 
'  ru - - - - 1 
i :?,O2 ) 

Lis : O,?? : - 0,29 : - : - ) 

I : : 
) 

( k r g  : 0,lO : - 0,21 : 0,69 : 0,8 
1 

( 
( ~ r p  - - - :??&sent : O 

1 

) Man : 5,55 9,85 : 993 : 20 
: 

: 18 . 
( ( C a l  : 1,23 : O : traces : O : O 

i 
\Is 

( GlcXAc (*) 
0 

: 
\ 

( GaLUXc 
( 

0,64 : O : t r a c e s  0 : O 
: 5 

( AOTAN : 0,65 . O : t r a c e s  O : O ) 
( : 1 
(---,,---------------- i ---...------ f ----------i ---------- i ----: ----.----- ) 

(*) - pris coxrne r6férance .  



T A B L E A U  LIV 

Dosage des acides aminés non modifiés après la 

réact ion d'EDYa e t  i den t i f i c a t i on  des PTH - acides 

aminés formes à p a r t i r  du glycopeptide C II B. 

i Cycles de 1 
( dégradation 

7511-2 1 
( : 

i 
( A ~ P  
( 
( Thr 

( Glu 

( Gly : 0,7f : 0,74: 0,71: 0,69 : 0,66: 
( 
( Val 
( 
( I I ~ U  : - :trace: - :  - : - :  - :  - : - ) 
( : 

: 294 : 294 : 234 : 294 : 2,4 
) 

( Glc I.4 (*) : 2,4 : 2,4 : 2 9 4  ) 
( 
(--------------------------:-----:-----:-----:------:-----:-----:------:------ 

1 
) 

( 
( ?TH - dérivés : va l  f Cln : - :Jleu : - ( 
( (**) ( ~ l n )  

- 
: ( 

(*) - pris comme &ference. 

(**) - : PTH - dérivé majeur. 
( ) :  en qusntité t rès  fa ib le .  



T A B L E A U  LV. 

Dosage des acides aminés non nodifiSs aprSs l a  réact ion 

d'EDE4.N e t  i den t i f i c a t i on  des PTH - acides aainas formés 

à p a r t i r  du glycopeptide C III B. 

................................................................................. 
: 1 

t 
1 . 

,,,es de . 
( : O l é r e  2ème : 3ème . 

: 
4 &me 

( dégradation 
1 

( 
1 

( 
1 . 

(---------------------:-----------+-----------:-----------:-----------:----------- 
( i 
( : 

) 

( ( A ~ P  0,49 : 0,57 1 1 
( Ser 
( O 9 7 7  ; : 0,91 10,7'1 j 0972 

( : : 
( A% : 0,63 : 0,80 . 0,83 0,72 i 0,ijg i 
( 

1 
( T r ~  1 présent : N .Do N.D. : Y.D. 

( cita(*) : 2 : 2 : 2 f e : 2 1 ( 
( : 

1 

I 
( 1 
( : 
( 

P!i'H - dér ivé  
: 

( (**) 
- Rien . (AS ri) RLen : Qien 1 

I . 
: 
8 

( 
--------------.-------------------------------------------------------------- 

i 
(*) - p r i s  conime référence. 

N.D.- non dosé (pos i t ion  C - terminale) 

(**) - ( ) mise en évidence m s i s  en quant i té  trks fa ib le .  



III - 

(p. 93 ) SUT l e  glycopeptidlr C ID. Les seuls  acides aminés 

l i b é r é s  sont dans l q o r d r e  d 'appar i t ion la  thr6onine e t  la 

valine.  Aprcs 5 h. d'hydrolyse enzymatique, seule la thréanine 

peut ê t r e  dosée, ce n ' e s t  qu'après 24 h qu'apparaît la  valine.  

On obt ient  a l o r s  un rapport ~ ' h r / ~ a l  égal à 2,85. La posi%ion 

C - terminale de la thréonine confirme l e  r e s u l t a t  obtenu sur 

La l ac to t rans fe r r ine  native (P. 232 ) . 

Pour i s o l e r  e t  f ract ionner  l e s  g l y c o i ~ p t i d e s  tqrpsiques, 

nous avons s u i v i  l e  protocole expérimental u t i l i s é  précédemment 

l o r s  de l ' isolenient l e s  glycopeptidc s chymotrypsiques. 

Nous obtenons aeux types de g lycopp t ide s  : l'uni (y1 ) 

possède un acide  anin6 basique dans sa séquence peptidiquc, e t  

l ' au t r e  ( T ~ )  en e s t  dépourvu. Ce r é s u l t a t  confirme bien que l l m  

des glycannes so t r o w e  en posit ion C - trmina1r.Nou.s n lavms  

étudié que le. proaier  glÿcopeutide c a r  sa compositiori en acides 

aminés e t  en glucides é t A t  sirnple e t  faci1me:lt in te r@ table.  

 a able au LIICI ; p. 249). 

L'application de la d é p & t i o n  récurrente d 131)14A.?J noizs 

indique que la leucine s e  tsouv- en posit ion N - terminale. 

Dès à présent,  ;a niveau da3 l i a i sons  protéine -glycanne, 

nous pouvons, à ~ r t i r  des hydrolysats pronasiques,chpotrypsiques 

e t  trypsiques, ébaucher l e s  schémas de s t ruc tu r e  peptidique 

suivants  t (*) 

Asx - Asn -Ssr - Arg - Trp 

(*) - - 6  : sp6c i f ie i tB  enzymatique. 

: dégradation récurrente  d'iDIIAM. 



Glycanne 

f 
I l e u  - V a l  - Gln Asx - Gln - Ser - Gly - Ta1 - Tfir - - - -  - - -  * (*> 

Nous obtenons de ce f a i t  un glyco?eptide qui s e  trouve 

ê t r e  dans la par t i e  C - tera inale  de La glycoprotéine. 3 t  vu 

l e s  dosages des  acides aminss, il apparart  que l a  variance 

dans l e s  glycannes se s i t u e  au niveau de ce groupement glycan- 

nique en posi t ion C - t e r i n i~~a l e .  En outre ,  la  présence ou 

l 'absence de la galactosamine semble zus s i  ê t r e  l i é e  à la  

var ia t ion  de composition de ce glycvnne C - tericinal. 

En associant  nos d i f fé ren t s  r é s u l t a t s ,  nous pouvons 

donner un schéma &néra l  dc s t ruc ture  de la lac to t rans fe r r ine .  

(W. 60 , ~ - 2 5 4  1. 

...................................................... 
: RESISTmC;l: DE LA LYCTO'I'iVmSFBRR?E IE VACHE 

I 

: 
: AUX ENZEiES DIGESTIVZS IIU NOULIG31SSOii. : . : ------------------------------------------------------ 

Dans notre revue générale (p. h g ) ,  nous avions 

démontré que 1' a c t i v i t j  biologique ( i n  v i s ro)  de l a  hc to tmns fe :* r ln~  

du l a i t  de Vache é t a i t  compmable à ce l l e  du l a i t  de Femme. Le 

seu l  problème r é s i d a i t  dans l e  comporte~ent de l a  l ac to t rans fe r r ine  

de Vache vis-à-vis des enzymes protéolytiques du t r ac tus  i n t e s t i n a l  

du Nourrisson. Nous avom donc supplérnenté l t a l imenta t ion  a r t i f i c i e l -  

le du Notlrrisson avec de l a  l ac to t rans fe r r ine  du l a i t  de Vache. Des 

études erntérieures, r ea l i sées  par i.LC1ZUHIfiR - DZXAIN3, ( 175) avaient  

(*) - b-4 : s p é c i f i c i t é  enzymtique 

: dégradation récurrente df GC;GH 

, , , , : d<iduit en se  ré fé ran t  au code de branchement 
de la l è r e  glcKAe 08) e t  en constatant  l a  

l i bé r a t i on  incomplète du glycocolle lors des  hydrolyses ac ides  



Glycarme 1 (A) 

- Asn - Ser - Arg - Trp 

Schénia &néral  de s t ruc ture  de la  

lac to t rans fe r r ine  de Vache. 

(*) Glycanm 1 : de composition constante. 

Glycanne II : de composition variable. 



démontré que l e s  s e l l e s  des Bourrissons alimentés au l a i t  de Vache 

ayant subi  des traitements i ndus t r i e l s  ne contenaient pas de 

l ac to t rans fe r r ine .  

L'expérimentation a é t 6  r éa l i s ée  sur deux Nourrissons : 

l ' un ,  âgé de 2 mois e t  demi e t  l ' a u t r e  dr 3 seinaines. Pend-nt t r o i s  

jours consécutifs ,  nous avons suppléaente l ' a l imentat ion a r t i f i c i e l -  

l e  en l a c t o t r a s f e r r i n e  de Vache à raison de 1 g par jour dans l e  

p rea ie r  ce8 e t  de 0,8 g par jour dans l c  second. Nous avons récupéré 

l e s  s e l l e s  pendant 7 jours (2 jours avant e t  2 jours après  l 'expé- 

rimentation) . 
Le traitement des s e l l e s  a é t é  déc r i t  par FALTRIZB - 

DZEAI13E ( 773). 11 si) résume en une mise en suspension dans 20 f o i s  

l e u r  poias d'eau, su iv ie  d'une a g i t a t i o n  à 4 O  C e t  d'une f i l t r a t i o n  

sur  pasier  W h a t w  nu3. Ensuite, l e  f i l t r a t  e s t  d i a ly sé  pendant 

3 jours à 4' C pais lyophi l isé .  

Nous avons effectué  no8 dosages par immunodiffuion radia- 

l e  selon la méthode de FANCINI ( 163 ). Les r é s u l t a t s  démontrent 

 ableau au^^^; p. 256 ) qu'une f r ac t i on  importante de l a  lac tot ransfer-  

r i ne  e s t  r a j e t é e  dans l e s  s e l l e s .  

Nous avons chromatopaphié l e s  s e l l e s  sur colonne (2 x 

120 c m )  de Sepharose 6 B, s t a b i l i s é e  dans un tampon à pH 8   ris - 
HCl 0, l  M - NaCl 0,5 bl) ( ~ i g .  61 ; p. 257 ), La l a c to t r ans f e r r i n s  

r e j e t é e  dans l e s  s e l l e s  possède un volume d161ution plus élevé 

que l a  l a c t o  t rans fe r r ine  native. D'après l e  principe du tamisago 

mol6culaire, c e t t e  l a c to tmns fe r r i ne  posshde une nasse moléculaire 

plus  f a i b l e ,  

En outre ,  noua avons chromtographié l e s  s e l l o s  8xr me 



T A B L E A U  LVI. 

--~------------------ 
C o n c ~ ~ i t r s t i o n  de la 

s o l u t i o n  lors 

d1.1 6orcige. 

Récusération de 1s l a c t o  transferri i  
r e j e t &  

e n  poias  (ng): en ;t = 
. , ,  I n p r e e  

Jou r s  de 

I Cas ?JO 1 (1 g/ j 

i c m  N o  13 ( 0 , ~  g/ jour) 
( 



Figure 61. 

Chromatographie sur colonne (2 ri 120 cm) de 

Sepharose b B stabiliséedans un tampon à pH 8 c?'~'. 
\\iLC 

se ris - WC1 ; 0,1 M ; N a C l  : O,? PI) O 
A : mélange T&f (10 ag) + lac tot r - insferr ine  nat ive  (10 mg) 

B t mélange selles (10 mg) + l ac to t r sns fe r r ine  nat ive  (5  ing) 

C : selles (10 mg de 54) 



colonne de S E - Sephadex C - 50 dans l e s  conditions décr i t es  

précédemnient (p. 222) .~ucune  substance contenx~e dans l e s  s e l l e s  

n ' es t  f i xée  s u r  l 'échangeur d'ions. Ce comporteaent ch roma top -  

phique e s t  en accord avec la  migration électrophorétique sur  

bande d 'acéta te  de ce l lu lose  ( ~ i ~ .  62 p.259 ) 

Nous avons dér?ont,r6 que la lac to t rans fe r r ine  de Vache 

n ' é t a i t  qufên par t i e  hydrolysée par  l e s  enzymes protéolytiques 

du PJourrisson. 

Conme la masse moléculaire e t  l e  pEi de c e t t e  lactotrans- 

f e r r i ne  modifiée sont plus f a ib l e s ,  l e  r é s u l t a t  de notre dosage 

e s t  critiquable.Car notre g a z e  é ta lon de référence e s t  réa l i sée  

avec des solut ions  de concentration croissantes  de l ac to t rans fe r -  

r ine  native.  Ndanmoins, l 'hydrolyse de l a  lactot;i%nsferrine 

r e j e t ée  n ' e s t  que p r t i e l l e  vu qu 'e l l e  p réc ip i te  encore avec l c s  

anticorps.  Zn outre ,  MA~iJJI-33 - DkXAIEiE ( 173) a d6montré nue 

l a  l ac to t rans fe r r ine  h u i n e  é t a i t  igalement a l t a r é e  par l e s  

enzymes digest ives  du Nourrisson. D 'a i l l eurs ,  l e  taux de 

récupération de la l a c  to t rans fe r r ine  hurraine modifiée e s t  

beaucoup plus f a i b l e  (2 à 4 $) que ce lu i  de l a  l a c t o t n n s f e r r i n e  

de Vache. Cette d i f férence e s t  d ' a i l l eu r s  confirmée Br l e s  

hydrolyses pronasiques i n  v i t r o ,  SPIK (259 ) a i so l é ,  par c e t t e  

hydrolyse, l e s  deux giycopé?ptic?es de l a  l a c to t r sne fe r r i~ i e  hunaine 

a lo r s  que, noun-&mes, n'avons pu obtenir  que l e  glycopeptide en 

posi t ion C - terminale s u r  la  glycoprotéine. 

Nous pouvons donc admettre que l a  l ac to t rans fe r r ine  de 

Vache puisse jouer un rô le  bsc tQr ios ta t iqus  dano l e  t ractus  

i n t e s t  i n a l  du Nourrisson av=t d ' ê t r e  compl&"senent ddgradce. 



Figure 62. 

Schéma des électrophorès-s su r  balides d 'acétate 

de ce l lu lose  de l n  lactotxansferri i ie  native ( A )  

e t  de l a  l ac to t rzns fe r r ine  r e j e t é e  dans les  

s e l l e s  (B). 



La ieaternisation du l a i t  de Vache réclame, dans un premier 

temps, une connaissance parfai te  de la composition des l a i t s  de Vache 

e t  de Femme e t  des ac t iv i t é s  biologiqges porbées par le3 diverses 

substances contenues dans ces deux Laits. Celle-ci e s t  lo in  d t ê t r e  

acquise, aussi  avons-nous l imité  notre étude à un seul thème de 

recherche : l'immunité e t  plus précisément l a  defense locale de 

1' i n h  8 t in  du ro ourrisson. 

Dans notre revue générale, nous avons démontré que lea 

anticorps e t  les lactotmnsferr ines  des deux l a i t s  possédaient des 

ac t iv i t é s  complémentaires dans cet te  protectian de l ' i n t e s t in .  C'est 

pourquoi nous avons entrepris simultanément I t6tude de ces deux 

groupes de substsnces du lait de Vache comparativement à ce l les  du 

la i t  de Femme étudi6es au Laboratoire par G. SPIK. 

Les r é su l t a t s  que nous avons obtenus s e  résumgnt de la 

façon suivante : 

1 - LES IWNOGLOBULINES .................... 
A.- ISOLEvBNT ET ??IUCTICNNEMEXT. 

1. - Nous avons c o m ~ r é  deux méthodes d' isolement des globulines 

immunes du colostrum de Vache. 

a - l e  procédé de relargage par l e  su l fa te  dfammonium. 

b - l e  procédé de fractionnemrnt par l e  rivanol. 

Le premier permet d ' i so ler  des globulines IgC avec un 

rendement p lus  6levé e t  dana un état  de p m t é  plus sa t fe fa isanl ,  

. . O /  



2.- L'Qtude des précipités Pq e t  P4 (obtenus par des concentra- 

t ions en su l f a t e  d'ammonium respectivement au t i e r s  e t  à demi 

saturation) riches en globulines IgG démontre que l e  colostrum 

renferme 97 % de globulines IgG rapides (1gG1) e t  moins de 3 $ 

de globulines IgC: lentes (1gG2), 

3.- La chromatographie sur SE - Sephadex permet de fractionner 

l e s  globulines IgCl en deux groupes bien d i s t inc t s  dont chacun 

res te  toutefois très hé térogène . 
4.- L'absence de glucides sur l e s  chaînes L des IgGlnous perifiet 

d'affirmer que seules l e s  chaînes H possèdent des groupements 

glycanniques . 

B e -  ETUDE STRUCTURALE* 

1.- La masse moléculaire des glycopeptides correspond à la  moitié 

de la fract ion glycannique de l a  molécule aes globulines Ig61. 

Cette constatstion implique l 'exis tence de deux unités glycan- 

niques. 

2.- L'étude de l a  nature du point d'attache protéine-glycanne 

dam l e s  globulines IgG1 du précipité Pl (snlfate d'amonium) 

permet d'affirmer que la l ia i son  e s t  du type 1 - Pi - ( -aspartY1) 

- 1 ,  2 - didésoxy - 2 - acétamido - glucosylaminique. 

3.- La séquence peptidique que nous avons déterminée au niveau 

du point d'attache protéine - glycanne e s t  l a  suivante : 

Thr - Lya - Pro - Arg - Glu - Glu - Gln - Phe - Asn -Ser - Thr - Tyr.- Arg 

Nos ré su l t a t s  sont en accord avec l e s  séquences par t ie l les  

publie es par NOLXN e t  SIiiITR (2 09 ) . 



En comparant cette séquence peptidique avec celle des 

IgG Eu (RUTISHAUSXR et al. ) ( 235 ) dont la structure peptidique 

complète a été dStelpminée et avec la composition en amino-acides 

des glyco~eptides isolés dlIgG de babouin, de singe, de porc, de 

chien. et de chat (HWELL et al. ) ( If 9 ) , noua sommes en droit 
d'affirmer qu'il existe une très grande similitude eritre les 

glycopeptides d'origines différentes. Et nous pouvons conclure 

que les groupments glycanniques dano les IgG1 du colostrum de 

Vache sont en position intracaténaire comme dans les IgG Eu. 

4.- Grâce à l'application de procédés tels que la méthylation, 

l'oxydation periodique, lthydrazinolyse - diazotation et les 
hydrolyses enzymatiques, nous avons pu déterminer la 

structure des groupements glycanniques. 

d-2t6 6-194 @ -* ,2 
(ANAI?)- Ga1 ---a GlcNAc - Man 

1-0 

194 (1 -1 G 1cNAc -- G lcNAc - Asn 
(Fuc) 1-0 

La présence du motif central pentasaccharidique 

(trimannosido - di - P - acétyl chitobiose) lié à l'asparagine 

semble se généraliser B plusieurs glycoprotéines. Nous ne citerons, 

comme exemple, que les glycannes de 1 ' I@ (BAENZIGXF~ et al. ) ( f O ) , 
des IgG humines (KORNFELD et al.) ( 1'36 ) et des IgG sériques de 

Vache (TAI et al.) ( 272).(*) 

Cette analogie de structure entre les glycannes de 

diverses origines confirme l'hypothèse de MONTKEUIL W. (186 )p 

(*) - Ce travail n'a paa été citQ d8328 notre chapitre cansacré aux 

gén&ralités, car il a 4té publié a ~ è s  notre rédaction. 



émise d8s 1962. 

La connaissance de ce t te  structure nous pr inet  de compren- 

dre l 'act ion incomplète de l a  chyniotrypsine due à l a  présence du 

fueose sur l e  résidu de N - acétyl glucosamine impliqué dam l a  

l i a i son  protéine - glycanne. 

1,- Nous avons amélioré l e  rendement de la préparation de l a  

lactotransferr ine psr la mise au point d'un procédé origirial 

rapide. 

2.- Ce procédé a é t é  appXiqu6 avec succès a l ' isolement de l a  

lactotransferr ine à p a r t i r  d'un lactosérum de l a i  te r ie .  

3.- Notre methode pemet également de préparer rapidement 

k lactotransferr ine humine. 

4.- Une première approche de fractionnement de l a  lactotrans- 

fe r r ine  de Vache nous pcrnot de prouver que les différentes 

fract ions obtenues en p r t i e  par leur  portion 

glucidique. 

B .- ETRDE STRUCrnALE. 

1.- L'isolement des glycopoptides n m  a permis de démontrer 

qu ' i l  y avait  deux groupeinents gly¢smiques par molécule de 

lactotransf err ine . 
2.- L'étude de leur  séqclence peptidique e t  de heur composition 

glusidique démontre que l ' un  des deux groupeaents glycanniques 



se trouve ê t r e  en posi t ion C - terminale suivant l e  schéma 

ci-dessous : 

Glycanne f 

I 
Asx - Asn - Ser  - Arg - Trp 

I l e u  - Val - Gln- Asx - Gln - Ser  - Gly - V a l  - Thr 
C T 

3.- WOUS suggérons, grâce à des fractionnements des glycopeptides, 

que la varimce des l ac to t rans fe r r ines  s e r a i t  p r t é e  par l e  

glycanne II. 

4.- En considérant la composition p o l ~ ~ o s i d i q u e  du glycanne 1 

oous somes ten tés  de rapprocher la lac to t rans fe r r ine  des 

thyroglobulines humaine e t  de veau (fiRL3l.A e t  SPIRO) (6) e t  

de la. taka - amylase A (YAMAGUCHI e t  al. ) (286 ). 

Fais  bien que l e s  deux glycannes possèdent des composi- 

t ions  assez diffGrentes, nous ne pouvons exclure la  présence du 

noyau cen t ra l  peutasaccharidique (BI- - G ~ C N A C ~ ) .  Au contra i re ,  

la présence des deux seu l s  résidus de - acé ty l  - glucosmine 

dans l e  glycanne I polymannoaidique e s t  en faveur de ce t t e  

hypothèse . 
Seule une étude s t ruc tu r a l e  u l t é r i eu re  pourra conf imer  

l e s  travaux de Bm,mS e t  al. ( 76 ) . Nous devrions mettre en 



évidence des répét i t ions de chaînons dimannosidiques. 

Ainsi, s i  l a  biosynthèse des glycannes des LgGl e s t  

réa l i sée  suivant l e  schém général, à savoir, branchement d'une 

f rac t ion  des résidus de N - acétyl  - glucosmine e t  de tous l e s  

résidus de mannose dans l e  réticuluu endoplasrnique rugueux 

puis f ixat ion des autres  résidus de N - acétyl - glucoaamine, 

de galactose, de fucose e t  des acides s ia l iques dans l e  

réticulum endoplasmique l i s s e  e t  dans l 'apparei l  de Golgi, cel le  

du glycanne 1 de la lactotransferr ine pose quelques problèmes. 

On pourrait expliquer la  comyosition polyniannosidique de ce 

glycanne 1 par sa  local isat ion possible dans l a  f ract ion W - 
terminale de la  lactotransferrine.  Sinon, il faudrai t  admettre 

une biosynthèse de glycannes à mannose en dehors du réticulum 

endoplasmique rugueux. Mais l'hypothèse l a  plus séduisante s e r a i t  

d'admettre UZI codage par l e  glycanne. La f ract ion polyrnannosidi- 

que biasynthé t i sée  . dam l e  r d  ticulurn endoplasmique rugueux 

inhiberai t  ultérieurement l e  branchement d ' autres monosaccharides. 

5.- Ls comparaison des s t ructures  peptidiques des glycopeptides 

i so lé s  de différentes  transferrines a conduit GR4m1 e t  WILLLMS 

( 93 ) à distinguer deux types (A e t  B) de glycopeptides dont 

l'un (type A )  aura i t  un acide aminé basique B dro i t e  de lyaspara- 

gine du point-d'attache protéine-glycanne. Mais, d'après ces 

mêmes auteurs, dans l a  t ransferr ine de boeuf, cet  acide miné  

- basique e s t  remplacé par de l a  sérine. Motre séquence e s t  uns 

combirx~iaon de toutes ces données. Nous avons i s o l é  un glycopep- 

tlde (type A )  qui possède bien un acide aminé basique près de 

la  l ia ison pro tOine-glycanne mais pas im6diatement après 1 'aspâ- 

mgine. Par contre, l e  glycopeptide (type B) de la lactotmnufer- 

r ine  de Vache ressemble au giycopeptide (type 33) i so lé  de 1s 

transforrine humaine par CRARXT e t  a l .  (47). Il possède comme ce 

dernier une position C - terminale dano l a  glycoprotéine. 



C - ETUDE BIOLOGIQUE. 

La supplémentation de l fa l imenta t ion  du Nourrisson par 

l a  lactot r tu isferr ine  de Vache a démontré que ce l l e - c i  n ' é t a i t  que 

part iel lement dégradée par l e s  enzymes du t r ac tu s  i n t e s t i n s 1  du 

Nouveau-né. En out=,  c e t t e  dégradation e s t  moins profonde que 

c e l l e  subie  par la l a c  to t ransf  e r r i ne  humaine (MAZURIJB - DEHAINE) (1 73 ) , 

Ce phénomène e s t  d ' a i l l e u r s  confirmé, i n  v i t r o ,  puisque nous n'avons 

i so l é ,  par hydrolyse pronasique, que l e  glycopeptide C - terminal de 

la lac to t rans fe r r ine  de Vache a l o r s  que SPIK (259 ) a obtenu, dans l e s  

mêmes conditions, l e s  doux glycames de la 11-tctotransferrine humaine. 

En conclusion, b ien que l e s  ant icorps  (IgG1 ) du l a i t  de 

Vache so ien t  d i f f é r en t s  de ceux ( I ~ R )  du lait de Femme, i ls  peuvent 

néanmoins jouer un r ô l e  identique, Dtaprès l e s  expériences de BULLEN 

e t  a l .  ( 32 ) e t  de  REITER e t  a l . (  232)  l eurs  e f f e t s  inh ib i teurs  s u r  - 
la  pro l i fé ra t ion  ae ce r ta ins  germes pathogènes son t  semblables. En 

outre, ZLNE;ERXAGEL e t  a l ,  ( 289) ont d6montré que l e s  1g-G du colostrun 

de Vache r é s i s t a i e n t  en p a r t i e  (20 '$) aux enzynies digestives du 

Hourrisson. L1immunisation passive au niveau de l ' i n t e s t i n  du Nourrisson 

p u t  donc être  apportée par de t e l a  ant icorps  puisque l a  paroi  in tes -  

t i n a l e  e s t  imperméable à ces glycoprot&ines contrairemeni â. ce qui s e  

passe chez l a  Veau (BLMC )( 25 ) chez qui l e s  ant icorps  d 'origine 

, humaine peuvent t raverse r  la paroi  i n t e s t i na l e  pendant l e s  premiers 

jours après  l e  vélage. 

Cette défense loca le  BU niveau du t r ac tu s  i n t e s t i n a l  

peut ê t r e  renforcée par l ' appor t  de l a c t o t r a ~ s f e r r i n e  de Vache qui 

possède, cornnie la  lac to t rans fe r r ine  hmaine,  une a c t i v i t é  bactér ios ta-  

tique e t  qui ne s e  retrouve dans l e s  s e l l e s  cies Nourrissons que pa r t i e l -  - 
lement dtigradde. 

Cette aupplémentation en anticorps e t  en l ac to t rans fe r r ine  

e s t  rendue possible par la méthode de fractionnement du c o l o s t m  de 



MONTREUIL et. al. ( 185 ) et B r  notre procédé original de préparation 

de hi lactotransferrine de Vache. Les anticorps pourraient d'ailleurs 

provenir d'une autre origine car d'après BULLE3 et al. ( 32 ) llassocia- 
tion dlin;munisérum de cheval et de lactotransferrine humaine possède 

le même effet bactériostatique sur la prolifération de E.Cali. En 

outre, la hctotmnsferrine de Vache pourrait être une source de 

fer poux le Nourrisson. 
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