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laits, nous nous sommes attaché au probléme de la défense du tractus gastrointestiy

INTRODUCTION

Parmi les travaux entrepris au Laboratoire sur la maternisation des

nal du nourrisson en orientant nos recherches vers les facteurs responsables de la
protection locale de 1'intestin. Il est bien démontré que les enfants alimentés

au lait maternel ne présentent qu'exceptionnellement des diarrhées infectieuses

et que d'autre part en Pédiatrie le lait de femme sert de base thérapeutique 3

ce genre de diarrhé@es. A 1'heure actuelle, les facteurs préventifs ou curatifs

de la diarrhée du nourrisson présents dans le lait de femme ne sont pas connus.
Toutefois il apparait que le mécanisme protecteur soit trés complexe et fasse
intervenir essentiellement deux types de facteurs :

- des facteurs microbiens représentés par les Lactobacillus qui
sont des germes qui vivent en symbiése avec 1'individu mais qui de plus lui somt
utiles.

- des facteurs chimiques dont les plus importants sont les Immuno-
globulines A d'excrétion, la lactotransferrine et le lysozyme. Ces facteurs chimi-
ques semblent d'ailleurs agir en &troite association.

Parmi ces différents facteurs chimiques nous nous soﬁmes plus
particuliérement intéressé 3 la lactotransferrine qui, par sa propriété de fixer
réversiblement le fer, doit présenter un rdle primordial au niveau de 1'intestin
dans 1'abéorption du fer et dans la protection de la muqueuse en privant les
bacﬁéries du fer indispensable & leur métabolisme, et aux IgA de sécrétion qui
jouent un rdle tré&s important dans la défense intestinale en inhibitant 1'adhérencs
@ la muqueuse intestinale de différentes souches pathogénes.

Une premiére série de travaux effectués par MAZURIER-DEHAINE ( I )

a montré que, chez le nourrisson, la lactotransferrine apportée par le lait




maternel, résistait aux conditions physiologiques de la digestion.

Dans le présent travail, nous décrirons les résultats des dosages
des transferrines, des Immunoglobulines IgA de secrétion, dans les selles de
nourrissons alimentés avec du lait complémenté avec ces différents constituants,

"puis les résultats du dosage de la laétotransferrine humaine et des IgA lors de
complémentations mixtes IgA lactotransferrine afin de savoir si les immunoglobu-
lines A exercent un effet protecteur sur la lactotransferrine humaine.

" Nous avons ensuite isolé la lactotransferrine humaine et la lacto-
transferrine de vache des selles de nourrisson et nous en avons fait une &tude
physicochimique afin de voir si ces glycoprotéines conservent leur totale intégri-

- .

té 3 la sortie du tube digestif.
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FACTEURS DE PROTECTION DE L'INTESTIN

DU NOURRISSON

I - LA PROTECTION MICROBIENNE

Le nouveau-né est incapable de coexister avec un grand nombre de
microorganismes, de bact&ries pathogénes. Cependant.le nourrisson vit en commu-
nauté &troite etlplus ou moins harmonieuse avec de nombreux autres germes. De
plus il maintient ce commensalisme pendant toute sa vie.

A - Nature de la flore intestinale |

|

Chaque enfant, 3 condition qu'il soit nourri au sein, héberge dans%
son tube digestif une flore prédominante de Lactobacifus bifidus. Ceci avait &té
mis en &vidence par les travaux de TISSIER ( 2 ), MORO ( 3 ), GYLLENBERG ( 4 ),
SMITH et al. ( 5 ). Il ne s'agit pas d'ﬁné culture pure de Lactobacillus bifidus.
Beaucoup d'autres germes sont présents tels qué Lactobacillus acidophilus, les
entérocoques, les colibacilles mais en faible quantité. L'enfant nourri artificiel
leméntvne posséde pas de Lactobacilfus bifidus ; son tube digestif contient
d'éutres lactobacilles, des colibacilles, des clgstridies et surtout des coques

de natures diverses {MAYER et KESCHAWARZI ( 6 )}. Ces résultats ont été& confirmés !
\

par les travaux de BULLEN et WILLIS ( 7 ).

B -~ Roles de la flore bifide

Le Lactobacillus bifidus métabolise une grande variété de sucres
en produisant de grandes quantités d'acides lactique, acétique, formique, succini-
que et propionique {SMITH et af. ( 8 )}, {MOORE et af. ( 9 )}, {DITTMANN et af.
( lOv)}. Cette production d'acides abaisse le pH des sellesAd'enfants nourris
au sein {NORTON et al. ( 11 )} et stimule le péristaltisme dans les différentes
formes de constipation. Cet environnement acide inhibe An vitro la croissance

des Shigellfa, des Escherichia coli, des bacilles typhiques et paratyphiques ainsi




-5-

que des levures {HENTGES (.12 )}, {BERGHEIM (13 )}. Ceci a été vérifié in vitro
par TASSOVATZ ( 14 ) et SCHNEEGANS ( 15 ). Ces auteurs ont soigné des gastroen-—
térites par implantations de bifides chez des malades.

BULLEN, ROGERS, LEIGH ( 16 ) ont bien mis en évidence la différence
"de comportement de jeunes animaux aliment&s au ‘lait artificiel ou tétant leur
mére 3 la suite d'ingestion d'une quantité donnée d' Escherichia coli. Ces
auteurs ont‘obsgrvé que, parmi les cochons d'Inde nourris artificiellement,
certains perdent du poids ou périssent en cours d'expérience. Des numérations de
germes au niveau de leur petit et gros intestins ont permis de montrer que les
bactéries pathogénes ingérées s'y multiplient pendant quelques temps. Au contraire
tous les jeunes animaux nourris par_leﬁr mére ont bien supporté l'expérience, leur
milieu intestinal n’est‘pratiquement pas colonisé par les germes pathogénes.

Ce processus d'autopettoyage correspond pratiquement 3 une stéri-

lisation du tractus par des méthodes biologiques.

C - Conclusions

L'alimentation au sein assure 1'hygi&ne du nourrisson sur le plan
de la flore intestinale. Toutefois le probléme reste entier quant 3 savoir si
les germes de Lactobacillus bifidus interviennent directement en inhibant la
prolifération des germes pathogénes oli s'ils sont simplement le reflet d'un
état satisfaisant de l'intestin du 3 1'action bactéricide.ou bactériostatique

de composés lactés.

IT - LA PROTECTION CHIMIQUE

A - Les Immunoglobulines

1 - Caractéres généraux

‘La présence de.différentes classes d'Immunoglobulines IgA, IgG

et IgM a &té mise en évidence par ROWE, FAHEY ( 17 ), ISHIZAKA et al. ( 18 )
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mais les globulines immunes du colostrum et du lait de femme appartiennent
surtout 3 la classe des IgA {MONTREUIL, CHOSSON, HAVEZ ( 19 )}, {MURALT et al.
( 20 )}. Leur différence de structure par rapport aux immunoglobulines IgA
sériques fut mise en &vidence par TOMASI et al. ( 21 ) et SOUTH et al. ( 22 ) :
figure (1) p. (7).

Dans le colostrum, les concentrations en IgA de sécrétion et en
IgM sont respectivemént de 17g/1 et 1,6g/1 le premier jour, et atteignent respec-
tivement 1g/1 et 0,1g/1 le quatriéme jour {AMMAN et STIEHM ( 23 )}. Des taux
différents furent trouvés dans le colostrum et le lait des femmes indiennes
.MAYAN par MATA et WYATT ( 24 ). Le taux d'IgA atfeint 4,1g/1 dans le colostrum
et diminue jusqu'd 1,8g/1 deux semaines apré&s l'accouchement.

Les variations qualitatives et quantitatives des protéides du lait
de femme au cours de la lactation ont &té bien étudiées et les analyses électro-
phorétiques ont montré 1a‘rapide diminution des globulines immunes du lait dont
la "stabilisation" est réalisée vers le sixiéme jour {BISERTE et MASSE ( 25 )},
{BISERTE et al. ( 26 )}, {DEUTSCH ( 27.)}, {FONTAINE ( 28 )}, {MONTREUIL et af.

( 29)}.

2 - Réle biologique

Pendant longtemps le rdle biologique des immunoglobulines du lait
n'a été étudié qu'en fonction de la place qu'elles représentent dans 1l'immunité
circulante acquise du nourrisson. Nous &tudierons 1l'aspect de la question puis
nous aborderons le probléme de la participation des immunoglobulines dans la

protection intestinale.

a) activité@ anticorps

Toutes les classes d'immunoglobulines exercent une activité anti-
corps. Cette activité anticorps est tré&s importante pour le veau, ce dernier ne

osséde a4 la naissance aucun anticorps sérique et c'est en ingérant 1le colostrum
P




THOMAS B. TOMASI. JR.

AND JOHN BIENENSTOCK

Figure 1 : Structure schématique des IgA de secrétion selon TOMASI et al. (2]




pourvu d'anticorps dirigés contre de nombreux virus ou bactéries qu'il les acquiert
Au contraire 3 la naissance, le sérum du nourrisson possé@de un taux d'anticorps
déja trés &levé que ne font pas varier les ingestions de colostrum. Les immuno-
globulines du lait de femme et du colostrum sont également le support de diverses
activités anticorps. Les travaux mpportés 3 ce sujet par PAUPE et MEYER ( 30 )

sont résumés dans le tableau (I) p. (9).

b) immunité& circulante

a - chez le veau : 1'immunisation est réalis@e par le colostrum de
la mére car les IgG sont capables de franchir la barri@re intestinale du nouveau né|
CHERON ( 31 ) présente dans son mémoire 1es_différentes<hypothéses de 1'absorption
des globulines colostrales de vache.

| B - chez 1'homme : certains anticorps sont transmis de la mére 3
1'enfant per ufero. Ceux qui traversent aisément le placenta appartiennent 3 la
classe des IgG et une faible quanti&é aux classes des IgM et des IgA. Normalement
les anticorps du colostrum ne sont pas absorbé&s par la muqueuse gastrointestinale
humaine {NORDBRING ( 32 )} et ont ainsi un rSle important dans 1'immunité& locale.

c) protection du tractus digestif

L'action des anticorps du lait humain semble &tre limitée au
tractus digestif du nouveau-né. Ces anticorps sont plus résistants 3 la pepsine
et 3 la digestion acide que ceux du sérum {KENNY et al. ( 33 )}

Les IgA du colostrum sont intrinséquemment résistants 3 la diges-—
tion par la trypsine {SHIM et af. ( 34 )}, de plus {LAKOWSKI et al. ( 35 )} ont
trouvé la présence d'un inhibiteur trypsique dans 1; colostrum pendant les cing
jours suivant 1'accouchement. Le fait que 1e§ enfants nourris au sein prééentent
une plus grande résistance 3 la vaccination orale antipoliomyélitique, montre que
les énticorps du lait humain agissent au niveau du tractus digestif {WARREN et al.
( 36 )}. La persistance des anticorps du colostrum et du lait humain et leur acti-

vité dans le tractus intestinal ont &té démontrées par SCHUBERT et GRUNBERG ( 37 ),




TABLEAU I : Anticorps présents dans le colostrum et le lait humain d'aprés

PAUPE - MEYER ( 30 )

Anticorps

Antitoxime té&tanique

Anticorps coquelucheux
Anti D pneumoniae
Antistaphylolysines
Antistreptolysines

Antidiphtériques
Anticorps colibacillaires
Anticorps typhiques O et M

Agglutinines dysentériques

Anticorps poliomyélitiques

Anticorps ECHO virus 6 et 9
Anticorps virus de 1'Influence A
Anticorps coxsakie B, By, By
Aniicorps ourliens

Anticorps grippaux

Anticorps vaccinaux

Références
DEBRE et ak. 1930
LEMETAYER et al. 1950
ADAMS et af. 1947
MOUTON et al. 1970
NORDBRING 1952
NORDBRING 1952
LEMETAYER et al. 1950
VON GENDERSEN 1934
ARNON et ak. 1959
KENNY et al. 1966
TIMMERMAN 1931
" SCHUBERT ef al. 1949
WONG et WONG 1930
MATA et WYATT 1971
KENNY et al. 1967
SABIN et al. 1962
MICHAELS 1965
MICHAELS 1965
SCHMIDT 1960
DEBRE et al. 1930
MICHAELS 1965
HUMMELER 1953
HUMMELER 1953
WEISS 1939
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KENNY at-al. ( 38 ), MICHAEL et af. ( 39 ), GINDRAT et al. ( 40 ), KATZ et
PLOTKIN ( 41 ). Les IgA, par rapport aux autres classes d'anticorps, ne sont pas
opsonisanf,n'activent pas le syst@me complémentaire, du moins, par la voie classi-
que, ne possé&dent pas d'activités homocytotropiques pour les mastocystes, pré-
sentent une faible activité pour les antigénes et sur le plan biochimique ne sont
pas de bons anticorps précipitants.

Les IgA exercent leur r8le par des fonctions mécaniques.‘Des
préparations d'IgA secrétoires obtenues i partir de la salive humaine.inhibent de
maniére spécifique 1'adhérence de différentes souches de streptocoques aux
cellules épithéliales {WILLIAMS et GIBBONS ( 42 )}. De méme, les anticorps anti
Escherdichia cofi gram + souche Kgg produitschez la truie par vaccination et
transmis par le colostrum & 1'intestin gréle du porcelet réduisent 1'attachemen£
de la souche K88 3 la muqueuse intes;inale et rendent les bactéries moins viru-

lentes. Cependant les taux élevés d'agglutinines K , dans les sécrétions mammaires

88
de truies non vaccinées suggérent qu'une partie de 1'activité agglutinante du
colostrum et du lait ne peut &tre attribuée enti&rement aux anticorps {RUTTER

et al. ( 43 )}. Cette inhibition de 1'adhérence,donc de l'invasion,prévient la
colonisation de la muqueuse par les bactéries. Un processus similaire est mis en
oeuvre pour empécher 1'intrusion d'antigénes non réplicatifs tels que les antigénes
alimentaires, ceci n vitno {WALKER et al. ( 44 )} et 4An vivo {ANDRE et alf. ( 45 )},
L'IgA intestinale engagée dans des complexes antigénes-anticorps circulants se
comporte comme un facteur de régulation des réponses immunes {ANDRE ( 46 )},

{ANDRE et al. ( 47 )}. Cette fonction empé@che 1'appareil immunologique de s'&puiser
dans une lutte inutile contre les bacféries et antigénes alimentaires et banaux
mais elle peut s'avérer néfaste en favorisant la croissance d'un cancer {0'NEIL

et al. ( 48 )} en entravant la lutte antibactérienne dans une maladie infectieuse

grave {Mc LEOD GRIFISS ( 49 )}.
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B - Les lactotransferrines

1 - Caractéres généraux

La lactotransferrine a été trouvée aans le lait humain par
SHAFER ( 50 ) et isolée et caractérisée simultanément par MONTREUIL ef af. ( 51 )
JOHANSON ( 52 ), BLANC‘et ISLIKER ( 53 ).

Une protéine rouge dans le lait de v;che évait été signalée dés
1939 par SPRENSEN ( 54 ). Elle fut véritablement purifiée en 1960 par GROVES ( 55 j
d partir de la fraction caséinique, puis en 1965 par GROVES ( 56 ) i partir du
lactosérum.

Les principales cafactéristiques physicochimiques des lactotrans-
ferrines isolées du lait de femme et de vache ont fait 1'objet d'un mémoire de
SPIK ( 57 ). Ces deux glycoprotéines possddent en commun la propriété de fixer
réversiblement deux atomes de fer en deux sites. spécifiques mais différent par
leur masse moléculaire, leur point isoélectrique, leur pourcentage en oses; Le
lait de femme renferme un taux de lactotransferrine qui &volue au cours de la
lactation. Ce taux se staﬁilise d132g/l de lait {MONTREUIL et af. ( 58 )}.

Le lait de vache n'en contient que 20 & 200 mg/1 MASSON ( 59 ) mais
ORAM-REITER ( 60 ) signalent une forte augmentation de cette glycoprotéine en fin
de lactation. - |
2 - Répartition

La lactotransferrine longtemps considérée comme une protéine spé-
cifique du lait a &té mise en évidence dans les larmes, le liquide séminal, 1la
salive, les sécrétions nasales, bronchiques et intestinales {BISERTE et af.

( 61 )}, {MASSON et al. ( 62 )}, {MASSON et al. ( 63 )}, les cellules &pithéliales,
des glandes sous maxillaires {MASSON, HEREMANS ( 64 )}, des glandes de 1'endométre
| {FRANKLIN et af. ( 65 )} ainsi, que dans les muqueuses de 1'endométre {TOURVILLE

et al. ( 66 )} du rectum et de 1'utérus {MASSON et al. ( 67 )}. LOISELIER et aﬂ._

( 68 ) ont démontré la présence de cette lactotransferrine dans les tissus sains
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d'origine gastrique et coliﬁué.
MORISSON et ALLEN ( 69 ) ont révélé la présence de cette glycopro—
téine dans les glandes salivaires et lacrimales de la vache.

3 - Role biologique

Pendant longtémps cette glycopfotéine fut considéréé comme une
source de fer pour le tout jeune enfant. Nous envisagerons l'intervéntion de la
iactotransferrine dans. 1'apport du fer au ndurrisson, puis nous aBorderons la
question de 1l'activité intestinale dé cette métalloprotéiné et plus particuliérement
son role dans la protection de la muqueuse. -

a) apport du fer au nourrisson

BLANC et ISLIKER ( 70 ) ont émis 1'hypothése que lé féf sériqué
abandonné par la transferrine au nivéau de la glande mémmairé se fixé sur la
lactotransferrine néoformée. Pour BLANC ( 71 ), 1; lactotransferrine aurait un
role primordial car elle permeftrait 1'intfoduction directe du fer dans le lait
et le "taux" en fer du lait maternel serait en relation directe avec le taux de
lactotrénsférrine synthétisée. MASSON ( 72 ) met en doute l'intervention directé de
la lactotraﬁsferrine dans 1'apport de fer par la secrétion mammairé. I1 n'existe
aucune relation entre le taux de fer et la concentfation en lactotransferrine dans
les laits de différents mammifé&res. Selon MASSON ( 73°) la laétotransferrine serait
captée par les cellules épithéliales de la glande mammaire et le fér serait alors

repris par la ferritine dans des granules de nature lipidique. La secré&tion du fer

par le lait correspondrait 3 1'élimination de ces granules. Il n'est pas encore

prouvé que la lactotransferrine favorise de fagon importante 1'apport de fer au
nourrisson, mais selon BLANC ( 74 ) 1'anémie par ferriprivation est plus marquée

chez les nourrissons alimentés au lait de vache plutdt qu'au lait de femme,

b) protection de la muqueuse intestinale
La premidre barridre de protection est constituée par la surface

de la muqueuse oli sont localisé&s les sites d'invasion des germes pathogénes. Les

-
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moyens de défense leg plus connus sont les IgA, le lysozyme : la lactotransferrine
pourrait donc agir par un mécanisme analogue {MASSON et al. ( 75 )}
1 o - lactotransferrine seule

L'activité bactériostatique de la lactotransferrine humaine fut
démontrée in vitho pour Staphilococcus aureus {BLANC ( 76 )}, pour S,taph,(’,@ococcui
akbus et Pseudomonas aenuiginosa {MASSON-HEREMANS ( 77 )} pour Staphifococcus
epidermis {MASSON et al. ( 78 )} pour Candida albicans {KIRKPATRICK et af. ( 79 )}.

Les expérimentations de ORAM REITER ( 80 ) avec des lactotrans-—
ferrines de lait de femme, de vache, de chévre sur Baci{flus stearothermophilus et
Bacillus subtilis montrent que ces glycoprotéines possédent toutes une activité
bactériostatique 3 condition qu'elles ne soient que partiéllement saturées en
fer. Ceci a &té démontré par BULLEN et af. ( 81 ). Ces auteurs ont constaté que.
4Aétait ralentie par la lactotfans-

ferrine humaine isol&e, par le lait humain et le colostrum de vache. Cet effet est

la prolifération des Escherichia cofi O 111 B

aboli par addition de fer. REITER ef al. ( 82 ) ont étudié l'action de la lacto-
transferrine du colostrum de vache. Ces auteurs démontrent le rdle important du
pH. Ceci avait déja &té signalé par BULLEN et al. ( 83 ). L'effet inhibiteur
s'exerce sur la croissance des Escherichia col{ i condition'que le milieu soit
tamponné 3 un pH supérieur 3 7,5 par du bicarbonate de sodium. Au desssous de

pH 6,95 il n'y a plus d'activité. Les mémes effets avaient été observés avec le
sérum et CLostrnidium welchil{ {BULLEN, DOBSON, WILLIS ( 84 )}, le sérum et Pasteu-
nella sepiica {BULLEN, ROGERS, LEWIN ( 85 )}.

| Le bicarbonate augmente la fixation dé fer par la lactotransferrine]

MASSON, HEREMANS ( 86 ) . REITER, BROOK,-STEEL ( 87) ont.montré qu'en absence
d'un excés de bicarbonate, le qitraﬁe interfére dans la fixation du fer et suppri-

me 1l'activité bactériostatique. Ces auteurs expliquent ce phénoméne en admettant

que la bactérie utilise plus facilement le fer complexéd au citrate que le fer
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fixé par la 1actotransferrin¢.

L'expérimentation in vivo de BULLEN et af. ( 88 ) sur le cochon
d'Inde dont 1e.}ait est riche en lactotransferrine montre 1'importance du rdle
joué 4n v.dvo parxla lactotransferrine. Une surcharge en fer due 3 1'ingestion
d'hématine par 1'animal eét suivie d'une augmentation du nombre des Escherichia
cofi au niveau de 1'intestin. La lactotransferrine agirait donc en captant le
fer du milieu qui conditionne en grande partie le métabolisme bactérien.

B - la lactotransferrine associée aux anticorps

Les résultats obtenus par BULLEN et af. ( 89 ) démontrént que
1'activité bactériostatique de la lactotransferrine envers Escherichia coli
0l11 §4 H, est fortement augmentéefﬂiprésence d'anticorps spécifiques. Il &tait
facile de penser que les effets de la lactotransferrine et des anticorps étaient
additifs, or, en saturant la lactotransferrine, toute activité inhibitricé disparalt.
BULLEN, ROGERS, LEWIN ( 90 ) indiquént que la bactériostase résulte de l'action
combinée de la transferrine, des anticorps et du complément. Le r3le des anticorps
et du complément sefait de neutraliser 1l'activité d'un produit bactérien chélateur
de fer qui tfansporterait le fer de la transferrine vers la cellulé bactériénne.
I1 semble donc qu'il y ait uné synergie entre‘traﬁsferrine ét anticorps. De méme
cet effet bactériostatique 1ié€ aux anticorps et i la lactotransferrine a &té
récemment confirmé par REITER ef al. ( 91 ).

L'activité bactériostatique de la lactotransferrine semble étre en
relation directe avec son aptitude 3 fixer le fer, qu'elle agisse seule ou en sy-

nergie avec d'autres composés tels que les IgA, le lysozyme.

C - Le lysozyme

1 - Caractéres généraux

Le lysozyme.est‘une glycosidase qui est capable d'hydrolyser la

muréine, principal &lément pariétal des bactéries, en coupant les liaisons glycosi-




_]5_

diques de 1'acide N-acétyl muramique. Il s'égit d'une N-acdtyl muramidase. Cette
protéine isolée du blanc d'oeuf existe &galement dans les cellules, le sérum

et les secrétions {GLYNN ( 92 )} incluant le lait {CHANDAN et al. ( 93 )}

et parfois les selles {BRAUN ( 94 )}, {GOLDBACH et af. ( 95 )}.

Le lysozyme du lait humain est thermostable (100°C) & pH acide
et de plus est aussi actif que le lysozyme de blanc d'oeuf {JOLLES et JOLLES ( 96 )]
La concentration dans ie lait humain est 300 fois supérieure 3 celle du lait de
vache. BRAUN ( 97 ), CHANDAN ( 98 ) ont montré que sa concentration était de 290
4 390 mg par litre.

2 - Rdle biologique

ROSENTHAL et al. ( 99 ) HAENEL et al. (100) prouvent que le lysozyme
se retrouve plds fréquemment dans les selles de nourrissons aliment&s au sein que
dans les selles de nourrissons alimentés au lait de vache.

In vitro, lés bactééies pathogénes sont lysées par le lysozyme
aprés action de la chaleur, des acides et des alcalis {COLEMAN et af. (101)},
{COLOBERT (102)}, {NEU et af. (103)}, {PETERSON et af. (104)}.

HANEBERG et FINNE (105) ont mesuré l'activité du lysozyme dans les
extraits de méconium, de selles provenant de nourrissons et d'enfants en bonne
santé, ainsi que dans le lait de femme en bonne santé. Ces résultéts sont donnés
dans le tableau II p. (16).

Ces mé€mes auteurs ont mesuré i'activité du lysozyme dans les selles
de prématurés en fonction du type d'alimentation. Ils ont constaté une plus grande
activité du lysozyme dans les extraits de selles de nourrissons aliment&s au lait
maternel que dans les extraits de selles de nourrissons alimenté&s au lait de vache.
Les résultats sont rassemblés dans le tableau III p. (17). Le lysozyme du lait
humain semble donc mieux résister au tractus gastrointestinal puisque ce 1ysaéyme

se retrouve a des taux élevés dans les selles de prématurés recevant ce lait.




TABLEAU II : Activité du lysozyme dans le sérum et les extraits de méconium et de selles de nourrissons et d'enfants

en bonne santé ainsi que dans le lait de femme en bonne santé&, mesurée par diffusion 1'agar : méthode

utilisant le lysozyme de blanc d'oeuf comme témoin.

Matériel Age des Nombre total Nombré total d'in- lysozyme en yug/ml
individus d'individus lors dividus ayant du . :
de 1'expérimentation lysozyme_détectable | Valeqr moyenne Ecart
sérum 0-13 ans 95 95 152 = 62-400
méconium ]_3' jours X 10 0
selles 1-12 mois 17 10 2,5 0-13
selles 12-36 mois | 18 10 ' 1,9 0-8
selles. 3-13 ans 15 | 3 0,7 0-6
lait humain 3 jours & 6 mois 73 73 556 B4-400

Lysozyme mesurable > 1,2ug/ml

Lysozyme non mesurable O

..9'.-




TABLEAU III : Activité du lysozyme dans les extraits des selles, et pHAdeé selles de prématurés nourris soit au lait humain, soit

avec une formule de lait de vache ordinaire, soit avec une formule supplémentée en lysozyme de blanc d'oeuf 400 pg/ml.

Nombre total Nombre d'é&chantil~- Lysozyme en ug/ml pH

Alimentation d'échantillons lons dans lequel le

lysozyme est mesurable Taux moyen Ecart Valeurs moyennes Ecart
Lait humain 58 | 58 757 2-3500 5 . 4-5,5
Formule de lait de
vache ordinaire 102 54 1,8 0-45 6,4 5,5-8
Formule du lait de
vache supplémenté
avec du lysozyme de
blanc d'oeuf de poule 84 22 23,6 0-600 6,1 5~-8

- [ -
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Ainsi les lysozymespourraient jouer un rdle actif dans la défense
contre 1l'infection en intervenant dans un systéme de régulation de 1'équilibre

entre les différentes espéces pathogénes ou non de bactéries.

D - Les cellules colostrales

Les travaux de DIAZ-JOUANEN et WILLIAMS (106) indiquent que le
éologtrum contignt des macrophages 1459/mm3-et des lymphocytes 211/mm3. Parmi ces
lymphocytes, environ 50 p. 100 sont des lymphocytes T et 34 p. 100 des lymphocytes
B. Les cellules colostrales, probablement des macrophageé, synthétisent le facteur
du complément {MURILLO et af. (107)}. GOLDBLUM et al. (108) ont montré qu'eiles

Cy

V produisent aussi du lysozyme, le facteur C4 du complément et la lactotransferrine.

MURILLO etal. (109) ont montré que ces cellules synfhétisent des immunoglobulines de
type IgG et IgM mais surtout des IgA de secrétion, la forme la plus abondante dans
lé colostrum. La piéce de sécrétion attachée éux IgA a d'ailleurs &été trouvée dans
les cultures de cellules colostrales {MURILLO et af. (110)}. DIAZ—JOUANEN et
WILLIAMS (111) ont montré que la moitié des B lymphocytes sont des cellules portanti
des IgA d leur surface.

Les lymphocytes colostraux sont stimulés in vitho par la phytohé-
magglutinine et la concanavaline A {SMITH et GOLDMANN.(112)} {SMITH et af. (113)}.
Le colostrum humain contient un fécteur d'inhibition de la répomse des lymphocytes
a la PHA. Les cellules T présentes dans le colostrum humain seraient capables de

transférer des molécules de médiateur tel qu'un facteur de transfert ou un facteur
q

d'inhibition de migration au nouveau né {MOHR et afl. (114)}.

E - Autres facteurs chimiques

1 = Le complément

MATA et WYATT (115) ont découvert dans le colostrum le composant C'.

du complément important dans la lyse des bactéries. D'autres auteurs, ANDRE et al.
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(116), BALLOW et al. (117) ont mis en évidence les composants Cy et Cg du complé-
ment dans le lait humain, mais en moins grande concentration que dans le sérum.
I1 semble paradoxal que les composants C4 et C5 soient présents dans le lait
puisque les immunoglobulines IgG et IgM qui activent le complément en fixant le
composant Cl’ sont en faible concentration. Récemment uﬂ C3 proactivateur a &té
décrit. GOTZE et al. (118).ontﬁmontré qu'il &tait stimulé par les IgA, et par les
.IgE {ISHIZAKA et al,”(119)}. La présénce de ce Cq4 proactivateur dans le lait a
€té démontrée par immunochimie {ANDRE et af. (120)}.

Ate composént C3 semble &tre activé in vivo par les IgA du colos- .
trum ou par les IgE {GOLDMAN et SMITH (121)}. Le C, activé dans le lait pourrait
étre important puisqu'il est connu pour sesvpropriétés opsonisantes, anapﬁilacti—
ques ét_chimiotactiques.' | |

2 - La lactoperoxydase

THEORELL et af. (122), STEELE et al. (123) ont trouvé dans le lait
et la salive une peroxydase unique favorisant la destruction‘des streptocoques AN
Uitaqf Cette enzyme associée aux iﬁns thiodyanaﬁe et 3 1'eau oxygénée constitue
un systéme antibactérién dans le lait 4n uitnﬁ {PORTMANN et AUCLAIR (124)}, {ORAM
et REITER (125)} {STEELE et al. (126)}. |

3 - Facteur antistaphylocoque _

A partir d'obéervations éliniqués GYORGY e; al. (127) étudient les
prgpriétés antistaphylocoques du lait humain. Ces auteurs démontrent la présence
d'un facteur thermostable antistaphylocoque dans le lait humain en expérimentant
4n vivo sur des jeunes souris. Ce facteur seﬁble.étre un acide gras en Cjg.p

différent de 1'acide linoléique.
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MATERIEL ET METHODES
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PREPARATION DES PROTEINES

I - PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMATNE

La lactotransferrine humaine est préparée selon le procédé mis au
point par CHERON (128) pour 1l'isolement de la lactotransferrine du lait de vache.
Le lait maternel délipidé et décas&iné est passé sur une colonne d'échangeur d'ions
de type SP-Sephadex stabilis@e dans un tampen acétate de sodium 0,22 M. La lacto-
transferrine se fixe sur 1'é&changeur. Ce dernier est lavé par un tampon de force
ionique plus élevé 0,265 M. L'élution de la lactotransférrine s'effectue ensuite
avec une solution d'acétate de sodium ! M. L'éluat est dialysé puis lyophilisé.

Le lyophilisaf redissous dans un tampon acétate de sodium 0,22 M est rechromato-
graphié sur une colonne de SP-Sephadex stabilisée dans un tampon acétate de sodium
0,22 M. L'élution de la lactotransferrine s'effectue avec un gradient discontinu
de force ionique, d'acétate de sodium 0,4 M puis 0,5 M. L'@luat est concentré sur

Hallow Fiber (HIDP 10 10000 Mw) dialysé puis lyophilisé.

IT - PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE DU TAIT DE VACHE

Nous avons utilisé le procédé mis .au point au Laboratoire par
CHERON (129). Le lait de vache délipidé et décaséiné est chromatographié sur une
colsnne d'échangeur d'ions type S.E Sephadex, stabiligé dans un tampon acétate
de sodium 0,22 M. L'élution de la lactoperoxydase s'effectue avec de 1'acétate
de sodium 0,265 M. L'élution de la colonne se poursuit avec un tampon acé&tate de
sodium 1 M. La fraction acétate de sodium ! M est dialysée,liophylisée puis redis-—
‘soute dans de 1'acétate de sodium 0,22 M puis rechromatographiée sur une nouvelle
colonne de SE—Sepﬁadex stabilisée dans un tampon acétate de sodium 0,22 M.
L'élution de la lactotransferrine s'effectue par un gradient discontinu de force

ionique, d'acétate de sodium 0,4 M, 0,45 M, 0,5 M. La lactotransferrine ainsi

€luée est dialysée puis lyophilisée.
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TIT - PREPARATION DE LA SEROTRANSFERRI&E HUMAINE

La transferrine sériqué est préparée selon le procédé de ROOP
et af. (130). Le principe de cette méthode est fondé sur la précipitation au riva-
nol des constituants de la fraction IV de COHN.

Les immunoglobulines IgG sont ensuite &liminées, par précipitation
au sulfate d'ammonium & 55 p. 100 de saturation et & pH 6,5. La sérotransferrine
précipite 3 70 p. 100 de saturation en sulféte d'ammonium et 3 pH 6,5. La derniére
étape de purification consiste eﬁ un fractionnement sur colonne de DEAE Sephadex
A 50 stabilisée dans un tampon Tris-HC1l 0,1 M pH 8. L'é@lution de la sérotransferrin

s'effectue par un gradient de force ionique en Tris de 0,05 M i 0,3 M.

IV - PREPARATION DES IMMUNOGLOBULINES IgA D'EXCRETION
Nous avons utilisé deux techniques pour préparer les IgA du lait
de femme.

A - A partir du lactosérum total

Nous utilisons la méthode employée par DESCAMPS (131). Nous effec-
tuons.une filtration sur gel de Sephadek G-200 (5 x 100 ecm) du lactos&rum humain
concentré par dialyse contre du polyéthyléne glycoi 20 000 Mw. L'élution par du
tampon Tris O,1 M - NaCl 1 M nous fournit plusieurs pics. Le second est constitué

d'IgA. Cette fraction est dialysé@e puis lyophilisée.

B - A partir du précipité P

2

Le précipité P2 obtenu au cours du fractionnement du lactosérum
_ par un gradient de concentration en sulfate d'ammonium, associé & un gradient de
pH, selon le procédé de MONTREUIL (132), modifié par DESCAMPS (133) est redissous
dans 1'eau distillée. Nous utilisong ensuite la technique préconisée par MAENO
et al. (134) pour précipiter lia;lactalbumineq La solution est acidifi&e & pH 4,8.
Ce pH correspond au point isoélectrique de 1l'a~lactalbumine qui, de ce fait, préci-

ite et la solution s'enrichit en IgA.
P g
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Cette solution est alors chromatographiée sur gel de Sephadex G-150
(5 x 100 cm) ou sur gel de Sephadex G-200 (5 x 100 cm). L'@lution de la colonne
s'effectue avec du tampon Tris 0,1 M NaCl 1 M. Nous obtenons plusieurs pics dont

1'un renferme des IgA souillées par la chalne de secrétion.

PREPARATION DES IMMUNSERUMS

Nous avons employé la technique de VAITUKATIS ef af. (135). Deux
milligrammes d'antig@ne solubilis&s dans un millilitre &e sérum physiologique sont
additionnés 3 deux millilitres d'adjuvant complet de FREUND (Difco Laboratories
Detroit Michigan) puis injectés sous forme d'une quarantaine d'injections sur le
dos d'un lapin. Ces injections sont suivies d'une injection de vaccin anticoque-
lucheux par voie sous cutanée. Aprés trois semaines, un premier prélévement de
sang est effectué dans la veine marginale de 1'oreille. Aprés un repos d'l a 37°C,

le sang est centrifugé 10 mn i 2000 tours/mn. Il se forme alors un culot d'hématies

Le sérum, contenant les anticorps est prélevé, puis congelé a - 20°C.

TRAITEMENT DES SELLES DE NOURRISSONS

Les selles sont reprises par environ-300 ml d'eau permutée, addi-
tionnée de quelques gouttes de toluéne et soumises & une agitation pendant une
heure. Les selles sont dialysées contre de 1'eau pendant troils jours, puis cen-
trifugées une heure 3 4000 tours/mn ; filtrées sur papier Whatman 3 et lyophiliséeg
"Une partié des selles reprises par de 1'eau permutée a &té amenée 3 pH 8 par de

1'ammoniaque afin de mieux résolubiliser les différents constituants.
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METHODES D'ANALYSES IMMUNOLOGIQUES DES

CONSTITUANTS PRESENTS DANS LES SELLES

I - IMMUNODIFFUSION SIMPLE

| Nous avons utilisé la technique d'OUCHTERIONY (136), Dans ce-cas
la diffusion de 1'échantillon & analyser et de 1'immgnsérum a lieu sans électro-
phorése préalable. Nous coulons éila surface d'une lame de microscope (75 x 25 mm)
3 ml d'agar 4 0,75 p. 100 dans du tampon veronal pH 8,2. Puis nous découpons a

1l'emporte pidce des petits trous autour d'un trou central : le trou central est

rempli d'immunsérum,les trous latéraux sont remplis avec 1'antigéne.

IT - IMMUNOELECTROPHORESE

. Néus utilisons la technique d'immunoélectrophoré&se de GRABAR et |
WILLIAMS (137) surgélose en suivant la techniqug de SCHEIDEGGER (138). Nous
déposons éur des lames de verre de la gélose a 0,75 p. 100 dans un tampon veéronal
pH 8,2. La quantité d'antigéne déposéeest de 2 pl. La durée de migration est de
deux heures sous une tension de 25 volts. Nous découpons ensuite 3 1'emporte piéce
une fente que nous remplissons d'immunsérum. La diffusion s'effectue pendant 48
heures en chambre humide et 3 tempé&rature ambiante.

Nous avons également utilisé@ une méthode légérement modifiée. Nous

avons raccourci la fente en longueur et nous avons creusé dans le prolongementlde
la‘fente courte un autre petit puits que nous avons rempli aprés é&lectrophorése

d'antigéne. Ceci nous permet de mieux visualiser les raccordements d'arcs.

III - DOSAGE DES ANTIGENES

Nous avons utilisé la technique d'immunodiffusion radiale ou
technique de MANCINI (139).
A - Principe

L'antigéne est déposé dans un puitscreusé dans le gel renfermant.
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1'anticorps correspondant 3 une concentration constante. La diffusion de 1'antigéne

autour de son point d'ensemencement réalise un gradient de concentration décrois—

antigéne

. est atteint, 11 se forme
anticorps

sant en antigéne. Quand le rapport optimum
un anneau de précipitation. Au deld, il y a excés d'anticorps ; en dega excés

d'antigéne donc inhibition de la précipitation.

B - Mode opératoire

Nous coulons d la surface d'une lame de verre (10 x 10 cm) un volugy
fixe du mélange gélose—antisérum (15 ml). Le volume é'antisérum incorporé est
fonction du titre de 1'immunsérum. Nous découpons 3 1'emporte piéce des puits de
méme diamétre que nous remplissons, 3 la seringue Hamilton, de 2 pl de solutions
d'antigéne &talon (0,25 & 10 p. 100) et de 2 ul des solutions & analyser. Aprés
48 h de diffusion 3 tempdrature ambianteben chambre humide nous mesurons les dia-

métres des anneaux de diffusion.

C - Expression des résultats

1- expression mathématique précise

Nous savons que la surface ﬂRZ de la base du cylindre de précipi-

tation formé est directement proportionnelle 3 la quantité d'antigdne Q Ag déposée.

Q Ag

ﬂRZ

V Ag x C Ag

KV Ag x C Ag + K'

V Ag

C Ag

volume d'antigéne

concentration en antigéne
~ Expérimentalement ce sont les diamé@tres des zones de précipitation

qui sont mesurés.

D2=KQAg+K2
ou D =K v g xcag K,

i '
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P = pourcentage d'immunsérum dans le gel
Le facteur K s'identifie 3 1/Pht h = &paisseur du gel
t = titre de 1'immunsérum

- . s 42 . .o
Le facteur K2 s'égalise 3 d” si d est le diamétre du trou d'ensemencement. Nous
pouvons donc &crire que

2 2

4 : '
=5y VAg CAg+d
Cette relation montre que D2 est proportionnel 3 la concentration en antigéne C Ag

2 = utilisation pratique

Nous tragons la courbe D = f (log C Ag) & partir des solutions
antigéniques &talon. Nous obtenons une droite qui s'infléchit pour des concentra-
tions supérieures 3 2 p. 1000 en antigéne. Par lecture directe nous obtenons la
concentration en une protéine donnée. La valeur de 1'ordonnée & 1'origine corres-
pond au diamétre du trou d'ensemencement. La pénte de cette droite est inversement

proportionnelle & la concentration du gel en anticorps.

METHODES D'ANALYSE PHYSICOCHIMIQUE

DES CONSTITUANTS DES SELLES

£

I - DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE

A - Tamisage moléculaire

Nous avons utilisé une colonﬁe d'Ultrogel ACuy (125 x 1,6 cm)
stabilisée dans un tampon bicarbonate d'ammonium 0,1 M. Nous avons tout d'abord
brocédé a un étalonnage de cette colonne en masse moléculaire. Nous avons injecté
des témoins de masse moléculaire connue tels que les immunoglobulines IgG de masse
moléculaire 320.000 et 160.000, de la lactotransferrine humaine de masse moléculai-

re 76.000, de 1'ovalbumine de masse moléculaire 43.000.
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B - Electrophorése en gel de polyac¢rylamide

Nous utilisons la technique d'électrophorése en gel de polyacryla-
mide de NEVILLE (140) en présence de SDS, en présence et en absence de mercapto-
éthanol. Nous avons étalonné le gel avec des proté@ines et des glycoprot&ines de mas
moléculaire connue telles que la lactotransferrine humaine et la lactotransferrine
de vache, des immunoglobulines IgG et de la RNase paﬁcréafique. La courbe d'étalon-
nage est tracée en réportant la valeur du Rf de chaque substance et le logarithme

de sa masse moléculaire selon SHAPIRO et al. (141).

II - DOSAGE DU FER

Le dosage du fer a été effectué selon la méthode 3 la ferrozine
de CARTER (142),500 ul de la solution & doser sont additionnés 3 500 upl d'acide.
ascorbique a3 0,02 p. 100 dans de l'acide éhlorhydrique 0,2 N. Aprés un repos de
5 mn & température ambiante nous ajoutons 500 pl d'acide trichloroacétique i
11,3 p. 100. Le tube est ensuite bouché puis centrifugé. Nous prélevons alors 1 ml
du surnageant auquel sont ajoutés 400 pl d'une solution tampon d'acétate d'ammo-—
nium é 10 p. 100 et 100 ul du réactif & la ferrozine (75 mg dans 25 ml d'eau).
Aprés agitation nous effectuons 1la iécture 3 562 nm contre de 1'eau. De la méme

facon nous faisons un témoin blanc ainsi qu'un témoin fer 31 nug/ml.Le calcul de

la concentration en fer s'effectue de la fagon suivante :

A lution i CA g
solution 1nconnue téemoin anc = ug de fer/ml d'échantillon

témoin alug/ml - Atémoin blanc

'III - COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN GLUCIDES

A - Composition centésimale en glucides

Nous avons déterminé la composition centésimale en glucides par
calorimétrie 3 1'aide des techniques suivantes : (voir la revue générale de

MONTREUIL et SPIK (143)).
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1 - Monosaccharides neutres

Nous avons utilisé la technique &1l'orcinol sulfurique de TILMANS
et PHILIPPI (144) modifiée par RIMINGTON (145).
2 - Hexosamines

Nous appliquons la technique d'ELSON MORGAN (146) modifiée par
BELCHER et al. (147). Les composés sont tout d'abord hydrolysé&s par 1l'acide
chlorhydrique 4 N redistillé et exémpt de fer, 3 105°C pendant 4 h en tube scellé
sous vide.

3 - acides sialiques

Nous employons la technique & la diphénylamine de WERNER et ODIN

(148).

B - Composition molaire en glucides

La composition molaire en glucides a été déterminée aprés méthano-
lyse par chromatographie en phase gazeuse selon la méthode de ZANETTA et af. (149)

adaptée au Laboratoire par FOURNET (150).

IV - COMPOSITION MOLAIRE EN ACIDES AMINES

La composition molaire en acides aminés est déterminée aprés
hydrolyse pendant 24 h par 1'acide chlorhydrique 5,6 N redistillé, sous vide, a
105°C. Le dosage des amino-acides est effectué i 1'auto analyseur BECKMAN suivant

le principe général de SPACKMAN et al. (151).

V - IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX

Les acides aminés N-terminaux ont été déterminés par deux techni-
ques : la technique des dansyl amino-acides de PERSY et BUCHWALD (152) et la
technique des PTH amino—acides.

A - Technique’ des dansyl amino-acides

Le chlorure de dansyl réagit avec le groupement NH2 de 1'acide
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aminé N-terminal. L'identification des dansyl amino-acides s'effectue en chroma-

tographie sur couche mince.

1 - Réaction de dansylation

Cing nanomoles de protéines sont dissoutes dans un tampon pH 9,2
(urée 8 M, bicarbonate 0,2 M) auquel est ajouté la diméthyl formamide. Aprés agi-
‘tation nous ajoutons le chlorure de dansyl-d 5 p. 100. Le pot de centrifugation esf
couvert de parafilm et abandonné ! h & 37°C. Les protéines sont ensuite précipi-
tées par de l'acide trichloroacétique. Aprés centrifugétion le précipité est lavé
par de 1'acétone afin d'é€liminer 1'excés de chlorure de dansyl. Le résidu est
séché sous vide puis hydrolysé par 1'acide chlorhydrique 5,6 N pendant 16 h en

tube scellé. La solution est évaporée d 1'abri de la lumiére. Le ré&sidu sec est

repris par de 1'acétate d'éthyle saturé d'eau.

2 - Identification des dansyl amino-acides

La séparation des dansyl amino-acides s'effectue en chromatographie
bidimentionnelle sur couche mince de polyamide {WOODS et WANG (153) et HARTLEY
(154)}. La premidre migration s'effectue dans de 1'acide formique 1,5 p. 100 (v/v)
la seconde dans le mélange solvant benzéne ; acide acétique 9/1 (v/v). Il est
possible d'effectuer une troisiéme migration dang 1e.m§me sens que la seconde
dans le systéme solvant acétate d'éthyle ; méthanol ; acide acétique 20/1/1
(v/v/v). Grdce a leur fluorescence en lumidre ultraviolette les dansyl amino-
acides sont identifiés par comparaison avec des cartes "Témoins".

B - Méthode de dégradation récurrente d'EDMAN (155)

Le procédé utilisé est celui mis au point par HAN et af. (156).

} — Etape de couplage

Deux micromoles de protéines sont dissoutes dans un minimum de

tampon n-propanol/eau/diméthylallylamine 15/10/1,2 (v/v/v) ajusté a pH 9,5 avec

e
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de l'acide.trifluoroacétique. Aprés addition du phénylisothiocyanate & raison de
10 ul pour 100 ul de tampon nous plagons le tube sous atmosphére d'azote. La
réaction s'effectue a 50°C pendant 40 mn en agitant toutes les 5 mn. Aprés re-
froidissement du tube nousvextrayons les diphénylthiourées par le benzéne.

La phase aqueuse est s&ch&e sous azote puis sous vide au dessicateur a 50°C

pendant 30 mn.

2 - Clivage

Le résidu sec redissous dans 1'acide trifluoroacétique anhydre est
placé pendant 7 mn & 50°C séus atmosphé@re d'azote. L'acide est alors &€liminé par
uﬁ courant d'azote. La thiazolinone est extraite par du chlorobutane renfermant

0,1 p. 100 de dithioé&rythritol.

3 — Conversion

La phase organique est séchée sous azote. La conversion s'effectue
par de 1'acide chlorhydrique additionné d'acide ascorbique, & 80°C pendant 10 mn
sous atmosphére d'azote. La phase organique est séchée sous azote puis le résidu

est repris par un petit volume d'acétate d'éthyle.

4 ~ Tdentification des PTH amino-acides

Les PTH amino-acides sont séparés par chromatographie sur couche
mince de gel de silice. Le syst@me solvant est le systéme'H] d'EDMAN et BEGG
(157) ; chlorure de méthyléne : acide acétique 60 ; 14 (v/v). L'identification

des PTH amino-acides s'effectue & 1'aide\de témoins latéraux.
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ETUDE IMMUNOELECTROPHORETIQUE DES CONSTITUANTS
DE NATURE PROTEIQUE PRESENTS DANS DIFFERENTS LAITS

ET DANS LES SELLES DE NOUVEAUX-NES

I - ETUDE IMMUNOELECTROPHORETIQUE DES LAITS

Nous avons utilisé des laits en poudre et le lait Gloria pour la
plupart de nos expériences de complémentation. Il &tait donc important d'identifier
la nature des protéines présentes dans ces laits.

A - Etude du lait Gloria : Figure (2) p. (33)

L'immuno-&lectrophorése a été réalisée en utilisant le lait Gloria
non dilué, dilué au 1/4 et au 1/10 en présence d'un sérum de lapin anti protéides
de lait de Vache. Dans ces conditions nousvn‘avons pas observé d'arc de précipita-
tion. Les protéines semblent donc étre forﬁement dénaturées et pourtant ce lait est
trés bien digéré par l'organisme du nourrisson. Ce lait qui ne contient pas de
protéines réagissant avec les immunsérums utilisés, et qui d'autre part est trés

bien assimilé sera donc un support de choix pour nos expérimentations.

B - Etude du lait en poudre Nativa : Figure (2) p. (33)

L'analyse immunoélectrophorétique de ce lait en poudre en solution
a4 5 p. 100 révéle la présence de deux protéines qui s'apparentent 3 celles présentes
dans le lait de vache. Il s'agit de 1'a-lactalbumine qui présente une bifidité et

de la B-lactoglobuline.

C - Conclusion
L'étude de ces deux laits montre tout d'abord la pauvreté en
substances de nature protéique et surtout 1'absence de la lactotransferrine. Ce

dernier facteur &tant trés important pour nos expérimentations ultérieures.
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. ﬁ Lait de vache
. . Sérum anti lait de wvache
! -
o . B Lait Gloria concentré

Lait Gloria (1/4) B ~

Sérum anti lait de vache L“ T T

Y

Lait Gloria (1/10) 3

{Lait en poudre Nativa

V~_‘J’ Sérum anti lait de vache

Lait de vache

Figure 2 _: Etude immuno&lectrophorétique du lait Gloria (concentré dilué&, au

1/4, au 1/10) et du'lait Nativa en solution & 5 p. 100




- 34 -

11 - ETUDE IMMUNOELECTROPHORETIQUE DES SELLES DE NOURRISSONS EN FONCTION DE LEUR

ALIMENTATION

Cette étude a été réalisée en utilisant des immunsérums spécifi-
ques et des sérums anti protéines totales.

A - Alimentation aﬁ lait de Femme

Les résultats sont reportds sur les figures {(3) (4) (5) (6)} p.
{(35, (36), (37), (38)} |

- avec le s@rum anti protéines sériques humaines (A S H), nous
obtenons en général deux arcs de précipitation analogues & ceux correspondant aux

immunoglobulines IgA et a8 1'a,-antitrypsique.

1
- avec le sérum anti-lait de Femme (AS LF) nous avons obtenu
plusiéurs arcs de précipitation que nous avons tenté d'identifier en utilisant des
sérums monospécifiques.
- avec le sérum anti—IgA de secrétion (AS IgA) nous voyons appa-
raitre deux arcs de précipitation, le premier correspond aux IgA et le second de
trés faible intensité, correspondant a4 la chaine de secrétion.

- avec le s&rum anti lactotransferrine humaine (AS LTF) nous obte-

nons un arc de précipitation tré&s net.

B - Alimentation au lait Gloria seul et complémenté en protéines

Les résultats sont reportés sur les figures {(3) (4) (5) (6)} p.
{(35), (36), (37), (38)}

- avec le sérum anti protéines sériques humaines (A S H), 1'immuno-
électrophorése révéle la présence de trois ou quatre arcs de précipitation suivant
les selles &tudiées. L'un se situe dans la zone des immuno-globulines IgG, un autre
dans la zone des albumines, les deux autres arcs que nous avons rencontréssemblent
s'identifier au IgA et a l'al—antitrypsique;

- avec le sérum anti-lait de Femme (AS LF) nous obtenons un arc
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de trés faible intensité@ dans la région anodique.

- avec le sérum antilactotransferrine humaine (AS LTF), dans le
cas d'une alimentation au lait Gloria seul nous n'obtenons pas.d'arc de précipita-
tion.

-~ avec le sérum anti protéines de lait de vache (AS LV) nous avons
pu confirmer 1'absence de la lactotransferrine de Vache dans les selles de nourris-
sons alimentés au lait Gloria, par contre, nous obtenons‘un arc de précipitation
dans le cas d'une complémentation avec de la lactotransferrine de Vache. Ceci a
été vérifié en utilisant un sérum anti lactotransferrine de Vache (AS LTV). La
forme de 1'arc de précipitation montre que cette protéine a été modifiée.

- avec le sérum anti»Immunoglobulines A de secrétion (AS IgA) nous

obtenons un arc de précipitation correspondant aux IgA ainsi qu'un arc de faible

intensité correspondant 3 la chaine de secrétion.

C - Conclusions
.Nous confirmons les résultats de MAZURIER-DEHAINE (158) concernant

la présence de la lactotransferrine humaine dans les selles de nourrissons alimentés

au lait maternel.

La lactotransferrine de Vache absente dans les selles de nourris-
sons alimentés>au lait Gloria seul se retrouve dans les selles de nourrissons ayant
recu une alimentation complément&e en lactotransferrine de Vache.

Aussi bien chez les enfants alimenté&s au lait maternel que chez
ceux alimentés au lait Gloria les immunoglobulines A de secrétion, la chaine de

secrétion et 1'a1—antitrypsique sont présentes.
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DOSAGE IMMUNOCHIMIQUE DES '"'COPRO-PROTEINES' PAR

LA TECHNIQUE DE L'IMMUNODIFFUSION RADIALE

I - MISE EN EVIDENCE ET DOSAGE DE I.A COPROLACTOTRANSFERRINE HUMAINE D'ORIGINE
ENDOGENE
A - Caractéristiques du nourrisson
Le nogrrisson Laurent C. 3gé de quinze jodrs a 8té alimenté@ au
lait maternel pendant la premiére semaine suivant la naissance puis exclusivement

au lait en poudre Nativa.

B - Résultats

Nous avons dosé, dfune part la coprolactotransferrine de Vache,
et d'autre part la coprolactotransferrine humaine dans les selles de trois jours
consécutifs, Les résultats montrent la prééence de 0,15 ; 0,83 et 0,64 mg de
coprolactotransferrine humaine au 15éme, 16&me et 17&me jour de vie du nourrisson.
Le dosage de la coprolactotransferrine de Vache ne nous donne aucun résultat ceci
est normal puisque lors de 1'étude immunologique de ce lait, nous avons noté

1'absence de cette glycoprotéine.

C - Conclusions

La 1actotransferfine humaine décelée dans les selles du nourrisson
provient donc d'une synth&se endogéne. Le nouveau-né est donc capable de synthétiser
cette glycoprotéiﬁe mais certainement en quantité insuffisante ce qui justifie
la présence de cette protéine dans le lait maternel. Les travaux de {DE LAYE ef al.
(159)} ont montré que des préparations d'intestin de cochon d'Inde &taient capables
de synthétiser cette glycoprotéine. De plus {MASSON et al. (160)} retrouvent de la
lactotransferrine marquée au C]4 dans le milieu de culture lorsqu'ils cultivent de

- . . - 14
la muqueuse rectale en présence-d'acides aminés marqués au C .
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IT - DOSAGE DES COPROLACTOTRANSFERRINES SUIVANT LE MODE D'ALIMENTATION

A - Alimentation au lait de Femme frais

Nous avons effectué ce dosage dans les selles provenant d'une
vingtaine de nourrissons, mais les résultats les plus intéressants ne concernent
que trois nourrissons pour lesquels nous avons eu les selles réguliérement. Les
prélévements de‘selles les plus précoces ont eu lieu trois jours aprés la naissance
et les plus tardifs treize jours aprés la naissance. Ces trois nourrissons ont en
commun le fait qu'ils prennent six tétées par jour.

1 - RésultatsA

Les résultats des dosages sont rassemblés dans le tableau (IV) p.
(42) et reportés sur la figure (7 )»p. (43). |

Nous ne connaissons, ni la quantité de 1ait absorbée, ni le taux
de lactotransferrine présente dans les laits, il nous sera donc impossible de dresse
un bilan concernant les quantités dé lactotransferrine 3 l'entrée et 3 la sortie
du tube digestif. Nous ne nous attacherons qu'd la quantité de coprolactotrans-—
ferrine éliminée journellement pour chaque nourrisson.

Les quantités de lactotransferrine doséesdans les selles des
nourrissons sont tr&s variables mais nous en retrouvons chez chaque nourrisson.

Ces quantités journaliéres s'échelonnent de 0,5 & 61 mg.

Si nous nous reportons a la figure (7) p. (43) nous remarquoﬁs
que le nourrisson Hughes C &limine des quantités importantés dé lactotransferrine
pendant les premiers jours d'alimentation au lait maternel de 5,7 & 25,1 mg. Le
138me jour 1'@limination atteint encore 9,2 mg puis semble se stabiliser.

2 - Conclusion

Comme dans le lait la teneur en lactotransferrine dans les selles

est maximale pendant les premigrs jours d'alimentation puis diminue de fagon non

réguliére.
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TABLEAU IV : Quantité journaliére de coprolactotransferrine &liminée
par trois nourrissons alimentés au lait de femme frais,

exprimée en mg.

Quantité de coprolactotransferrine humaine

Age des .
nourrissons exprimée en mg par jour
en jours Audrey B ; Anouk S Hughes C
3 8,7
4 17
5 16
6 12,9 17,4
7 - 10,4
8 5,4 7,5
9 1,5 5,7
10 8,9 6,6
11 3,5 | 25,1
12 3,7 20,6
13 3,6 - 9,2
14 29,5 - 8,5
15 9,9 6,5 - 5,7
16 61 - 4,1
17 6,7 8,4 5,3
18 5,7 3,6 -
19 2,4 - 10,9
20 1,6 - 7,9
21 3 6,3 6,3
22 2 2,3 |
23 2,6
24 -
25 3,7
26 0,5
27 . 3,1
28 3,5
29 4,1
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Figure 7 : Cinétique d'élimination de la coprolactotransferrine humaine chez deux

‘nourrissons alimentés au.lait maternel




Les quantités élevées de lactotransferrine dans les selles du
nourrisson : Audrey B reportées sur la figure (7) p. (43) sont peut &tre relatives
au fait qué la maman &tait anémiée, et devait de ce fait absorber du fer. L'hypo-
thése que nous pouvons émettre est que ; 1'absorption massive de fer peut
saturer la lactotransferrine qui dans ce cas est mal métabolisée et fejetée
dans les selles. ‘

I1 nous faut souligner que ces résultats de dosage correspondent
non seulement a 1'élimination de lactotransferrine d'origine lactée mais en plus
endogéne. Il faut donc retrancher de ces valeurs la quantité de coprolactotrans-—

ferrine d'origine endogéne, pour connaitre 1'élimination de coprolactotransferrine

purement lactée.

B - Alimentation au lait de wvache frais

} - Protocole expérimental

Trois nourrissons ont été& alimenté& de la maniére suivante : ils

‘ont regu les jours J, et Iy du lait Gloria puis les jours J3 et J4 du lait de vache

5 et J6 du lait Gloria. Les &dges des nourrissons et les

quantités de lait ingérées varient suivant les nourrissons. Yasmin Z 3gé de deux

frais et enfin les jours J

mois regoit 70 g de lait de vache frais pendant les jours d'alimentation au lait
de vache frais, alors que Caroline W dgée de quatré mois én regoit 80 g par jour
et Rachid H 3gé de trois mois en regoit 90 g par jour,
2 - Résultats
Nous ne nous somﬁes attaché qu'au dosage de la lactotransferrine
de vache présente dans les selles. Les résultats obtenus sont donnés dans.le
tableau (V) p. (45). Aprés examen de ce tableau nous voyons'que la lactotransferrine
de vache est absente dans les selles correspondant aux jours J, et J,. Par contre,

1 2

lorsque 1'on remplace le lait Gloria par du lait de vache frais, nous trouvons des

quantités de lactotransferrine de vache de 0,5 & 11,7 mg par jour. Nous remarquons
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TABLEAU V : Quantité journaliére de coprolactotransferrine de vache éliminée par

trois nourrissons alimenté&s au lait de vache frais, exprimée en mg.

OQuantité de coprolactotransferrine de vache

exprimée en mg par jour

Yasmin Z Rachid H Caroline W

J] Lait Gloria 0 0 0
J2 Lait. Gloria 0 0 0

J3 Lait de vache frais 3,23 5,6 0,5
J4 Lait de vache frais 11,7 ‘ 0,6 0,53
J5 Lait Gloria 6,5 A 3,4 0,65
J6 Lait Gloria 1,4 0 0,54
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que cette glycoprotéine persiste encore dans les selles correspondant aux jours

J5 et J6. ‘

3 - Discussion et conclusion

Les quantités de coprolactotransferrine de vache &liminées sont
q#és variables pour ces trois nourrissons. Il semble que la quantité rejetée soit
fonction de la quantité de lait de vache absorbée et, de 1'dge du nourrisson. Chez
le nourrisson 3gé de deux mois les quantités de coprolactotransferrine de vache
sont plus importantes que chez les deux autres nourrissons alors qu'il a absorbe.
une plus faible quantité de lait. Ceci peut s'expliquer soit par le fait que le
jeune nouveau-né hydrolyse plus difficilement la lactoransferrine, soit par le fait
que la quantité de lactotransferrine de vache &tait plus importante dans le lait

.

qui 1'a alimenté puisque nous ne connaissons pas la teneur en lactotransferrine de

ces différents laits.

C - Alimentation au lait Gloria complémenté en protéines

1 - Complémentation en lactotransferrine humaine

a) lactotransferrine humaine native

~ protocole expérimental
L'expérimentation a été effectuée sur le nourrisson Jimmy F agé
de 3 mois. Celui-ci regoit 1 g de lactotransferrine humaine native réparti dans ses

J, et J

4 5 Les deux jours suivant il est réalimenté au

cing biberons, les jours J3,

lait Gloria seul.

. . - résu1£ats
Les résultats des dosages sont donnés d&ns le tableau (VI) p.
(48).ACes résultats sont assez surprenantspuisque nous retrouvons de faibles quanti-
tés de lactotransferrine de ! &8 2 mg par jour. Il faut cependant préciser que ces
Valeuré correspondent & l'anneé; de diffusion le plus concentrique et le plus net.

Nous avons obtenu un second anneau de précipitation beaucoup plus grand et trés




- 47 -

diffus, que nous n'avons pas pu mesurer et pér conséquent nous n'avons pu 1l'exprimer
en poids. |
- discussion et conclusion

Lors de ce dosage nous avons obtenu deux anneaux de précipitation.
L'hypothése que nous pouvons émettré est que l'anneau de diffusion le plus petit
correspond i la lactotransferfine humaine native peu ou méme non dégradée par les
enzymes digestives alors que l'annéau de préeipitation le plus externe correspond
a de la lactotransferrine qui est tré&s dégradée. Si notre hypoth@se est vérifiée
ceci signifie que la lactotransferrine dans le lait méternel se trouve protégée,
et de ce fait est moins sensible aux enzymes digestive. Le fait de complémenter
des laits artificiels avec de la lactotransferrine humaine seule n'est donc
pas sétisfaisant excepté si cette glycoprotéines conserve son activité biologi-

que.

b) lactotrénsferrine_hgmaine saturée en fer

-~ protocole expérimental
Nous avons expériment& sur trois nourrissons ; le premier Cathy'B
dgé de 8 semaines recgoit 800 mg de lactotransferrine humaine saturée en fer, répar-
tis dan; ses cinq biberons ceci pendant deux jgurs J3 et J,, le second Karine F
dgé de 2 Mois et le troisidme Dominique C Agé dé 4 moié regoivent 1 g de lactotrans-—
ferrine saturée en fer par jour et ceci péndant-trois jours J3, J4 et JS'
- résultats
Les résultats des dosages sont rassemblé&s dans le tableau (V1)
p. (48). Nous constatons que les nourrissons recevant une plus grande quantité de
lactotransferrine humaine saturée en ferenéliminent unefplug‘grande quantité dans le
selles ; mais si nous faisons le bilan entrée sortié de lactotransferrine nous
constatons que celui-ci est de ?,7 p. 100 pour le nourrisson aBsorbant la-plus

faible quantité de lactotransferrine alors qu'il n'est que de 1,66 p. 100 pour les

- deux autres nourrissons.
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TABLEAU VI : Quantité journaliére de coprolactotransferrine humaine éliminée par des
nourrissons alimentés au lait Gloria complémenté en lactotransferrine

humaine native et saturée en fer.

Quantité de coprolactotransferrine humaine

exprimée en mg par jour

Cathy B(]) Karine F Dominique C Jimmy F
Jl Lait Gloria 0 2 5,4 0,18
J2 Lait Gloria 0 3,3 0,5 0,64
J, Lait Glorla.complemente en 9 23 18,9 ]’93*¥
lactotransferrine :
J, Lait Gloria complémenté en * *%
lactotransferrine 2755 20,2 1,31
J. Lait Gloria complémenté en . *x
lactotransferrine 8 37 37 1,42
J6 Lait Gloria 0 1 8 0,25
J7 Lait Gloria 0 0,36 0,9 0
J8 Lait Gloria 0 0,20 . 3,3

(1) Cathy B n'a regu de la lactotransferrine de vache saturée en fer que les jours J3 et J4
# Absence de selles ce jour

¥% Ces valeurs correspondent 3 1'anneau de précipitation le plus interne .
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Figure 8 : Cinétique d'élimination de la coprolactotransferrine humaine chez des

nourrissons alimentds au lait complémenté en lactotransferrine humaine

.

native (LTFN) et saturée en fer (LTF S) '
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- discussion et conclusion

Les quantités de coprolactotransferrine rejetées lors d'une
complémentation en lactotransferrine humaine'saturée en fer de 5,7 3 23 mg par
jour sont plus importantes que lors d'une complémentation en lactotransferrine
humaine native ; de 1 & 2 mg par jour, figure (8) p. (49), et sont 3 rapprocher
de celles correspondant 3 une alimentation au lait méternél de 5,7 & 25,1 mg par
jour. Figure (7) p. (43).
- Les quantités de coprolactotransferriﬁe semblent €tre enbrapport avec le degré
de saturation de la lactotransferrine. Lorsque la lactotransferrine se trouve
saturée en fer elle devient moins vulnérable aux enzymes digestives et de ce fait
est rejetée dans les selles.
.= La lactotransferrine dans le lait maternel ne se trouve pas a 1'état saturé
en fer et pourtant elle se retrouve en grande quantité 3 la sortie du tube digestif
ceci confirme le fait que la lactot¥ansferrine dans le lait doit &tre protégée
d'ol la notion de synergie. |
= Il reste @ présent 3 savoir si sous cette forme satur@e en fer cette protéine
peut, perdré son fer dans 1l'estomac, puis passer dans le tractus intestinal sous
forme apolactotransferrine, et récupérer le fér dans 1'intestin afin de jouer son

role ferriprivateur, avant d'étre éliminée.

2 - Complémentation en lactotransferrine isolée du lait de vache

a) lactotransferrine native

- protocole expérimental
Cette étude a été faite sur deux nourrissons ; Evelyné F dgé de
1 mois et Claude C agé.de 2 mois. L'expériméntation se déroule péndant 7 jours
consécutifs. Ces enfants ingérent 1 g de 1actotransférrine de vaché pendant trois

J, et J :

jours consécutifs J3, 4 5




- 51 -

~ résultats

Les résultats des dosages immunochimiques sont rassemblés dans le
tableau (VII) p. (52) et sur la figure (9 ) p. (54). Nous voyons que les quantités
de coprolactotransferrine de vache sont plus importantes chez le nourrisson 3gé de
2 mois ; 87 d 251 mg par jour contre 36 & 51 mg par jbur. Le bilan entrée sortie
de lactotransferrine est de 4,5 p. 100 chez le nourrisson 8gé de 1 mois alors
qu'il atteint 19 p. 100 chez celui 3agé de 2 mois.

Le dosage en parallé&le de la lactotransferrine humaine endogéne
montre une nette augmentation de 1'élimination de la lactotransferrine correspon-
dant 3 la synthése endogéne lors de la complémentation. La quantité de coprolacto-
transferrine humaine passe de 0,4 mg»é 1,4 mg par jour.

\ ~ discussion et conclusion

Les quantitéds de lactotransferrine de vache rejetées sont plus
importantes lors d'une complémentation ; 36 & 251 mg par jour que lors d'une
alimentation au lait de vache frais ; 0,5 3 11,7 mg par joﬁr. Ceci nous fait
penser que la lactotransferrine de vache doit &tre également protégée par les
autres &léments protéiques présents dans le lait de vache.

L'élimination de coprolactotransferrine humaine d'origine endogéne
est augmentée lors d'une complémentation en lactotransferrine de vache. L'hypothése
que noﬁs pouvons envisager est la suivante : il n'y aurait pas une augmentation
de la sjnthése mais cette lactotransferrine humaine adsorbée sur la paroi intes-
tinale serait alors, entrainée avec la lactotransferrine de vache et de ce fait

€éliminée en plus grande quantité.

b) lactotransferrine saturée en fer

- protocole expérimental
L'expérimentation a été réalisée sur deux nouveaux-nés ; Eric C

3gé de deux mois recoit 1 g de lactotransferrine par jour, ceci pendant trois
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TABLEAU VII : Quantités journali&res de coprolactotransferrine de vache et de coprolac-—

totransferrine humaine éliminées par deux nourrissons alimentés au lait

Gloria complémenté en lactotransferrine de vache native.

Jours d'expérimentation

Quantité de coprolacto-
transferrine de vache
en mg par jour

Quantité de coprolacto-
transferrine humaine
en mg par jour

Claude C Evelyne F Claude C Evelyne F

J] Lait Gloria 0 0 0,43 0,39
J2 Lait Glo?ia 4] (4] 0,56 0,70
J. Lait Gloria complémenté

eh lactotransferrine de

vache native 87,1 36,2 0,68 0,66
J, Lait Gloria complémenté

en lactotransferrine de

vache native 251 - 41,8 1,17 0,56
J. Lait Gloria complémenté

eh lactotransferrine de

vache native 221 51 1,44 1,53
Je 11,2 4,1 0,42 0,40
J 0,9 0,3 0,10 0,33

7
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TABLEAU VIII : Quantités journaliBres de coprolactotransferrine de vache et de coprolac-
totransferrine humaine éliminées par deux nourrissons alimentés au lait

Gloria complémenté en lactotransferrine de vache saturée en fer.

Quantité de coprolacto-— Quantité de coprolacto-
' . . transferrine de vache transferrine humaine
Jours d'expérimentation . .
en mg par jour en mg par jour
Eric C Patrick D Eric C Patrick D’
J] Lait Gloria 0 0 0,28 0,19
J2 Lait Gloria 0 0 0,16 1,13
J, Lait Gloria complémenté
en lactotransferrine de
vache saturée en fer 190 34,2 1,02 0,57
J, Lait Gloria complémenté&
en lactotransferrine de :
vache saturée en fer 364 183 1,15 " 1,07
J. Lait Gloria complémenté
eh lactotransferrine de .
vache saturée en fer 121 25,6 - 0,36 0,54
J6 Lait Gloria 0 0,3 0,88 0,96
J, Lait Gloria | 0 o 1,05 0,15
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Figure 9 : Cinétique d'élimination de la coprolactotransferrine de vache chez des
nourrissons alimenté&s au lait de vache frais, au lait Gloria complémenté,
en lactotransferrine de vache native (LTB N), en lactotransferrine de

vache saturée en fer (LTB S)
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jours J3, J4 et J5 ; Patrick D 3gé de trois semaines n'en recgoit que 800 mg par
jour.
- résultats

Nous avons rassemblé les résultats des dosages dans le tableau
(VIII) p. (53) et sur la figure (9 ) p. (54). Les quantités de coprolactotrans-
ferrine de vache, éliminées sont variables suivant les nourrissons et oscillent
entre 25 et 364 mg par jour.

Si a présent, nous comparons les bilans entrée sortie de lacto-
,trénsferrine de vache nous voyons que le bilan atteint 22,5 p. 100 pour 1le
nourrisson Eric C le plus 8gé, recevant la plus grande quantité de lactotransferrin
de vache alors qu'il n'est que de 10 p. 100 chez 1'autre nourrisson Patrick D.

\ L'élimination de 1la coprolactotransfefrine humaine d'origine
endogéne est augmentée pendant les jours de complémentation.
- discussion etvconclusion

Les quantités de lactotransferrine de vache &liminées lors d'une
~complémentation en lactotransferrine de vache, saturée en fer ; (25 a 364 mg par
jour), sont supérieures 3 celles &liminées lors d'une alimentation complémentée
en lactotransferrine de vache native (36 a 251 mg par jour). Ces variatioﬁs sem—
blent &tre dues au taux de saturation en fer de la lactotransferrine de vache.
Le fait de saturer cette glycoprotéine en fer aurait pour effet de la protéger-
de 1'action des enzymes digestives. D'autre part comme lors d'une complémentation
avec de la lactotransferrine de vache native, la complémentation en lactotrans-

ferrine, de vache, saturée en fer stimule 1'8limination de la lactotransferrine

humaine d'origine endogéne,

3 - Complémentation en sérotransferrine humaine native et saturée en fer

a) protocole éxpérimental

Nous avons complémenté le lait de trois nourrissons pendant deux

jours consécutifs J3 et J4. Saida B 3gée de | mois et Johnny C 3gé de 3 mois




- 56 -

regoivent 1 g de sérotransferrine native par jour alors que Valérie B dgée de

2 mois regoit 1 g de s&@rotransferrine saturée en fer par jour.

b) résultats et conclusion

Le dosage des sérotransferrineshumaines aussi bien natives que
saturées par la techniéue d'immunpdiffusion radiale ne nous a fourni aucun résul-
tat. Dans le tableau (IX) p. (57) ne figurent que les résultats concernant 1'élimi-
nation de la lactotransferrine humaine endogéne. Nous n'avons pu déterminer la
quantité de lactotransferrine endogéne é€liminée par Saida B dgée de 1 mois que
le 6&me jour d'expérimentation. Cette quantité est de 1 mg. Chez les deux autres
nourrissons nous constatons que ces quantités sont variables mais ne sont nullement
influencées par de la complémentation.

D'autre part l'absorptioh de ces protéines a provoqué des troubles
physiologiques qui se sont manifesté& par une cohstipation pendant les deux jours
de complémentation et ensuite par une diarrhée et une déformation du siége.

I1 est donc impossible de remplacer la lactotransferrine ﬁumaine
dansyaes laits artificiels par de la sérotransferrine puisque cette derniére provo-

que des effets contraires & ceux souhaités.

III - DOSAGE DES COPRO-TMMUNOGLOBULINES A SUTIVANT L'ALIMENT&ILQE

A - Alimentation au lait maternel

Ces dosages ont été réalisés dans une vingtaine de selles pro-
venant de nouveaux-nés dont 1'4ge s'échelonne de 3 3 8 jours. Il nous manque pour
chaque nourrisson deux paramétres impo?tants qui sont : la quantité de lait mater-
nel absorbée et le taux d'immunoglobulines A de sécrétion de ces différents laits.

Les résultats de ces dosages sont rassemblés dans le tableau (X)
p. (58). Ces résultats ne sont pas interprétables et il nous est impossible de
donner un taux moyen d'élimination d'IgA. Ces quantités varient de 0,6 a 56 mg

par jour.
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TABLEAU IX : Quantitd de coprolactotransferrine humaine &liminée par deux
nourrissons 'alimentés au lait Gloria complémenté en transfer-

rine sérique native et saturée en fer

Quantité de coprolactotransferrine

L . humaine en mg par jour
Jours d'expérimentation g par J

Johny C Valérie B

Jl Lait Gloria 1,1 0,76
J, lait Gloria 0,8 0,40
J3 Lait Gloria c?mplémenté

e sérotransferrine 0,9 0,30
J4 Lait Gloria c?mplémenté '

en sérotransferrine . 0,8 0,13
Js Lait Gloria 0,8 0,12

J, Lait Gloria 0,72 0,18

{ Ais
\ue
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TABLEAU X : Quantité de copro-immunoglobulines A éliminées par 24 nourrissons

alimenté&s au lait de Femme frais.

Age en jours

" Nourrissons a
Lo -3 4 5 6 7 8
1 10,6
2 18,1
3 38,8
4 15,7 16,8
5 81 46,9
6 0,85 4,7
7 42,6
8 28,5
9 0,6 2,1
10 20,3 25,7
11 1,2
12 20,2 1,2
13 12
14 4,7 6,1
15 12,7 24,6 56 8,7
16 5
17 2
18 1,3
19 8,4
20 1,4
21 8,4 37
22 I 30,1
23 25,9
24 18,2
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B - Alimentation au lait Gloria complémenté en Immunoglobulines A

de secrétion

1 - Protocole expérimental
Deux nourrissons Valérie P et Jérémy F dgés de | mois ont regu
800 mg d'immunoglobulines A de secré&tion pendant trois jours consécutifs J3, J4

et JS'

2 - Résultats

Nous avons dosé parallélemeﬁt la quanéité de Copro Immunoglobu-
lines IgA et la coprolactotransferrine d'originé endogéne. Les résultats figurent
sur le tableau (XI) p. (60) et sur 1la figure (10) p. (61). Les quantités de
copro IgA sont variables suivant les nouveaux-nés et varient entre 95 et 280 mg
ﬁar jour. De méme les quantités de coprolactotransferrine passent de 0,4 mg par
jour 3 plus de 2 mg par jour. |

Le bilan entrée sortie d'Immunoglobulines A estde 15 p. 100 pour

Valérie B et de 17 p. 100 pour Jérémy F.

3 - Discussion et conclusion

Les quantités d'immunoglobulines A de secrétion élimin&es lors
d'une alimentation complémentée avec cette glycoprotéine sont beaucoup plus
importantes que lors d'une alimentation au lait maternel.

Ceci peut résulter du fait, que, les immunoglobulines A présentes
dans le lait maternel sont protégées de 1l'action énzymatique et restent dans le
tractus digestif du nourrisson.

Nous remarquons &galement lors de la complémentation en Immuno-
globulines A une augmentation trés nette de 1'élimination de la lactotransferrine
endogéne. Comme la léctotransférrine de vache, les immunoglobulines A de secrétiomn
semblent avoir une action au niveau de 1'élimination de la lactotransferrine

humaine endogéne.
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TABLEAU XI : Quantité de copro immunoglobulines A et de coprolactotransferrine éliminées

par deux nourrissons alimentés au lait Gloria complémenté en immunoglobuli-

nes A de secrétion.

Jours d'expérimentation

Quantité de copro IgA
exprimée en mg

Quantité de coprolacto-
transferrine exprimée en

mg
Jérémy F Valérie B Jérémy F Valérie B °

J] Lait Gloria 17,3 2,6 0,40 Traces
J2 Lait Gloria 30,4 98,6 0,87 0,63
J3vLait Gloria complémenté

en immunoglobulines A * 95 * 1,16
J4 Lait Gloria complémenté

en immunoglobulines A 146,1 " 158,4 2,68 1,03
J5 Lait Gloria complémenté

eh immunoglobulines A 279,6 96,2 2,56 0,81
J6 Lait Gloria 46,1 7,8 0,77 0,17
J7 Lait Gloria * ' 27,2 * 0,19

* Absence de selles

Pl
7RGy,
Luwis f

N s o
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Quantité de coproimmunoglobulines A journaliére en mg

A JEREMY F.
————— VALERIE B.
300
200,
400

Figure 10 : Cinétique d'élimination des coproimmunoglobulines A chez les deux

nourrissons alimentés au ‘lait Gloria complémenté en immunoglobulines A
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IV - DOSAGE DE LA COPROLACTOTRANSFERRINE HUMAINE ET DES COPRO IMMUNOGLOBULINES

LORS DE‘COMPLEMENTATION MIXTE IMMUNOGLOBULINES A, LACTOTRANSFERRINE

Nous avons remarqué lors des expérimentations précédentes que
1'élimination de la lactotransferrine humaine et des Immunoglobulines A était plus
importante dans le cas d'une alimentation complémentée, que dans le cas d'ﬁne
alimentation au lait maternel. Nous avons pensé qu'il pouvait exister un effet
protecteur de la lactotransferrine sur les immunoglobulines A et vice versa. C'est
pourquoi nous avons effectué des complémentations mixtes lactotransferrine Immuno-
globulines A.

A - Protocole expérimental

L'expérimentation a été effectuée sur deux nourrissons ; Karine B

o~ e

agée de trois mois et David K agé de deux mois regoivent 800 mg d'immunoglobulines
et 1 g de lactotransferrine native par jour et cgci pendant trois jours J3, J4 et
JS'

B - Résultats et conclusions

Comme lors de la complémentation en lactotransferrine humaine
native nous avons obtenu deux anneaux de précipitation, et les résultats figurant
sur le tableau (XII) p. (63) concernent uniquement l'annegu de précipitation le
plus interne. Cet anneau correspondrait 3 de 1# lactotransferrine peu ou méme pas
du tout dégradée et 1'anneau le plus externe et trés flou serait dd 3 de la
lactotransferrine humaine dégradée par les enzymes digestives. Celle-ci serait
moins adsorbée dans la gélose et de ce fait migrerait plus loin.

Quant aux immunoélobulines IgA les résultats sont encore plus
surprenants puisque nous n'avons obtenu aucun résultat par la technique de
1'immunodiffusion radiale. Trois hypothéses sont 3 envisager
- elles ont &té complétement défruites par les enzymes digestives et ne répondent

plus avec 1'immunsérum.

= elles sont tellement modifiées qﬁ'elles diffusent trés loin dans la gélose et




TABLEAU XII : Quantité de coprolactotransferrine

€liminée par deux

nourrissons alimenté&s au lait Gloria complémenté en

lactotransferrine native et en immunoglobulines A de

secrétion.
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Jours d'expérimentation

Quantité de coprolactotransferrine
exprimée en mg par jour

Karine B David K
J] Lait Gloria 0,6 Traces
J, Lait Gloria 0,51 0,16
J, Lait Gloria complémenté
en lactotransferrine et en " *
Immunoglobulines A 1,23 3,06
J, Lait Gloria complémenté
en lactotransferrine et en . " x (1)
Immunoglobulines A 0,7
J. Lait Gloria complémenté
en lactotransferrine et en x «
Immunoglobulines A 0,56 1,51
J6 Lait Gloria 0,60 - n
J, Lait Gloria 0,66 0,19

7

¥ Ces valeurs correspondent & 1'anneau de diffusion le plus interne

¢)) Absence de selles ce jour
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répondent trés mal avec 1'immunsérum en donnant des anneaux de précipitation
énormes et tellement diffus qu'il est impossible de les voir.
- elles sont adsorbées sur la muqueuse intestinale.

I1 ne semble donc pas y avoir d'effet protecteur des immunoglo-
bulines A sur la lactotransferrine. Par contre nous ne pouvons conclure sur
1'influence de la lactotransferrine sur les Immunoglobulines A puisque nous n'avons
pas pu redoser ces Immunoglobulines dans les selles.

La complémentation mixte ImmunogloBulines A, lactotransferrine
n'est donc pas satisfaisante puisque nous ne retrouvons pas de résultats analogues
d ceux trouvés lors d'une alimentation au lait maternel. L'effet protecteur est

donc di 3 d'autres composés présents dans le lait maternel.




_65.-

ISOLEMENT ET ETUDE PHYSICO—CHIMIQUES

DES COPROLACTOTRANSFERRINES

I - ISOLEMENT DES COPROLACTOTRANSFERRINES

A - Mode opératoire

Nous avons utilisé la méme méthode de fractionnement pour isoler
la coprolactotransferrine humaine et les coprolactotransferrines de vache. La.
premiére étape du fractionnement consiste.en une chromatographie des selles
traitées sur colonne d'échangeur d'ions de SE—Sephadex; stabiliséde au préalable
dans un tampon acétate de sodium 50 mM. L'E&lution s'effectue par un gradient
discontinu de force ionique d'acétate de sodium 50 mM puis 0,2 M. Les fractions
50 M et 0,2 M sont ensuite dialysées, lyophilisées puis rédissoutes dans du
tampon bicarbonate d'ammonium 0,1 M et chromatographiées séparément sur une
colonne de tamisage moléculaire d'Ultrogel AC 44 stabilis@e dans du tampon bicar-

bonate d'ammonium 0,1 M.

B - Résultats

1 -~ Coprolactotransferrine humaine

Seule la fraction acétate de sodium 0,2 M (FII) renferme de la
coprolactotransferrine humaine., Aprés chromatographie.sur colonne d'Ultrogel AC 44
nous 6Btenons de la coprolactotransferrine humaine qui a gardé la coloration lypi-
que de la lactotransferrine.

2 - Coprolactotransferrine de vache

Lors de 1'isolement des coprolactotransferrines de vache nous
avons utilisé les selles obtenues, lors de la complémentation en lactotransferrine
de vache native, et lors de la complémentation en lactotransferrine saturée en

fer.
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a) complémentation en lactotransferrine de vache native

Seule la fraction acétate de sodium 0,2 M (FII) renferme de la
coprolactotransferrine que nous avons purifiée par chromatographie sur Ultrogel
AC 44, et qui présente la coloration rose saumon. Nous 1'appellerons coprolacto-
transferrine A.

b) complémentation en lactotransferrine de vache saturée en fer

Le lavage de la colonne de SE-Sephadéx par du tampon acétate de
sodium 50 mM nous fournit une fraction Fr qui est légérement colorée en rose. Ngus
€luons la fraction fixée au sommet de la colonne de SE-Sephadex par du tampon
acétate de sodium 0,2 M (FII).

La chromatographie sur Ultrogel AC 44 des fractions FI et FII

nous fournit deux coprolactotransferrines que nous appellerons B et C.

C - Conclusions

Nous utilisons la méme technique de fractionnement pour 1'isole-
ment des coprolactotransferrinesque pour 1'isoleﬁent des lactotransferrines. Ce
qui différe'c'est la force ionique du tampon acétate de sodium utilisé lors de
la chromatographie sur SE-Sephadex. Ceci nous indique qué ces coproprotéines ont

perdu leur intégrité et notemment une partie de leur charge.

IT - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES COPROLACTQTRANSFERRINES

A - Critéres électrophorétiques

I - Coprolactotransferrine humaine

Les immunoélectrophoréses ont été effectuées avec différents
immunsérums ; anti lait total, anti lactotraﬁsferrine, anti lait épuisé en lacto-
transférrine figures (11), (12) p. (67) et p. (68).

Aprés observaFion des immunoélectrophor@ses nous voyons que la

-

mobilité électrophorétique en tampon véronal pH 8,2 est modifiée en comparaison
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Figure 12: Etude immunologique de la coprolactotransferrine humaine
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de la mobilité &lectrophorétique de la lactotransferrine humaine. D'autre part
la technique d'OUCHTERLONY (161) ef la technique des fentes courtes : figure (12)
p.”(68) montrent qu'il existe un raccordement partiel des arcs de précipitation
donnés par la lactotransferrine et la coprolactotransferrine. Ceci indique que
la coprolactotransferrine est de la lactotransferrine qui a perdu certains de
ses déterminants antigéniques.

2 - Coprolactotransferrine de vache

Les résultats des immuno&lectrophoré&ses sont reportés sur les
figures (13), (14), (15) p. (70), (71), (72). Nous voyons que 1l'arc de précipi-
tation donné par les coprolactotransferrines est devenu plus important que celui
donné par la lactotransferrine de vache 3 méme concentration. L'arc de précipita-
tion est devenu moins cathodique. D'autre part, par la technique d'OUCHTERLONY
(162) et par celle des fentes courtes noué constatons qu'il existe un raccordement
partiel des arcs de précipitations éngendrés d'un part par la lactotransferrine
de vache et les différentes coprolactotransferrines : figure (15) p. (72).

L'immunoélectrophordse en fente courte des deux coprolactotrans-
ferrines de vache ayant pour origine la lactotransferrine de vache saturée en
fer montre un raccordement parfait des arcs de précipitation ceci indique qu'elles

possédent les mémes déterminants antigéniques : figuré (15) p. (725.

B —~ Masse moléculaire
Les masses moléculaires des coproprotédines avaient été détermindes

approximativement lors du passage des fractions FI et F__ sur la colonne d'Ultrogel

II

AC 44. La coprolactotransferrine humaine avait une masse moléculaire comprise entre
30 000 et 40 000 et les coprolactotransferrines de vache A, B et C avaient des

masses comprises entre 40 000 et 50 000. Nous avons déterminé ces masses molécu-

-~

laires en disc &lectrophoré@se en gel de polyacrylamide en SDS en présence et en
absence de B-Mercaptoéthanol. Cette technique nous a prouvé la pureté de nos copro-

lactotransferrines et permis d'attribuer les masses moléculaires suivantes

N
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aux différentes coprolactotransferrines.
Protéines Masse moléculaire

Coprolactotransferrine 34 000

. - 37 000
humaine
Coprolactotransferrine A 41 000 - 44 000
de vache .
B 50 000 - 52 000
c 37 000 - 39 000

Si nous comparons ces masses moléculaires a celles des lacto— |
btransferrines humaines et de vache qui sont respectivement de 76 000 et de 77 000
nous constatons une diminution importante de la masse moléculaire. De ce fait nous
avons alors voulu connaitre la nature des amino-acides qui avaient disparu, la

composition centésimale et molaire en glucides et enfin le taux de fer, de ces

coprotéines.

C - Dosage du fer

1 = Sur la coprolactotransferrine humaine

Le dosage du fer par la méthode 34 la ferrozine nous donne un
taux de fer de 0,66 p. 1000 pour la coprolactotransferrine humaine alors qu'il
n'est que de 0,17 p. 1000 pour la lactotransferrine native. Si nous tenons compte
des masses moléculaires de ces protéines nous pouvons exprimer ces résultats e#
gramme de fer par molécule ; ce qui nous dénne 2&,4 g de fer par molécule de copro-
protéines 13,09 g de fer par molécule de lactotransferrine. Ceci inéique qu'au
cours du ﬁassage de la lactotransferrine dans le tube digestif, elle s'enrichit en
fer. Elle est donc capable de jouer 4im vivo son rdle chélateur de fer.

2 - Sur les coprolactotransferrines de vache

Nous obtenons les taux de fer suivants : pour la protéine C de
masse moléculaire 37 000, 0,92 p. 1000 ; pour la protéine B de masse moléculaire

52 000, 1,92 p. 1000 et 0,92 p. 1000 pour la protéine A de masse moléculaire 44 000
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Nous pouvons exprimer ces résultats en gramme de fer par molécule, nous obtenons
respectivement 37 g, 102 g et 37 g par molécule de coprolactotransferrine. Le
taux de saturation de la lactotransferrine de vache native est de 0,195 soit
15,01 g de fer par molécule et celui de la lactotransferrine de vache saturée en
fer est de 1,34 p. 1000 soit 103 g par molécule. De ce dosage nous pouvons tirer
les conclusions suivantes. La protéine B de masse moléculaire 52 000 est totalement
saturée en fer. Ceci semble normal puisqu'elle a pour origine la lactotransferrine
saturée en fer. Par contre la protéine C de masse moléculaire 39 000 a un taux
de fér inférieur 3 celui de la lactotransferrine saturée en fer ; elle a perdu
du fér lors du passage dans le tractus digestif du nourrisson. Nous pouvons donc
conclure que : lors du passage dans le tractus digestif la lactotransferrine saturée
en fer subit une attaque enzymatique hais celle-ci s'opére de deux fagons différen-
tes.
- 1'attaque a lieu mais respecte les deux sites de fixation du fer puisque nous
retroquns la protéine saturée 3 la sortie du tube digestif.
- 1'attaque a lieu mais la coupure s'effectue entre les deux sites de fixation du
fér éu alors la coupure s'effectue 3 1'extérieur des sites de fixation du fer mais
la protéine est désaturée en fer au cours du transit dans le tube digestif.

La protéine A de masse mol&culaire 44 000 contient 37 g de fer
paf molécule alors qu'elle a pour origine la lactotransferrine de vache nativé ne
renfermant que 15,01 g de fer par molécule. Ceci nous montré que la lactotransfer-—
riﬁe de vache a capté du fer lors de son passage dans le tractus digestif. Elle
est donc capaBle tout comme la lactotransferrine humaine native dé chélater le fer

in vdvo.
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D - Essals de saturation et de désaturation en fer

1 - Saturation en fer des coprolactotransferrines
Nous avons dissous les coprolactotransferrines humaines ou de
vache dans du tampon citrate bicarbonate 0,1 M pH 8,6 et nous avons ajouté des

-quantités croissantes de FeCl,. Nous suivons les variations de la densité optique

3
3 465 nm ; mais quelle que soit la quantité de fer ajoutée la densité optique
réste constante. Nous avons ensuite fait la contré expérience. Nous injectons les
Solutions de coprolactotransferrine ''saturées" en fer sur Sephadex G-25 afin
d'éliminer le fer en exc&s. Nous redosons ensuite le fer et nous retroquns les
mémes taux de fer qu'avant saturation. Ceci indique que le fer ne fixe plus :
ceci peut s'expliquer de plusieurs facgons.

~ les coprolactotransferrines sont saturées en fer ce qui signifie que la copro;
lactotransferrine humaine et les coprolactotransferrines de vache A et C ne
possé&dent plus qu'un seul site de fixation du fer.

- les coprolactotransferrines ne sont pas saturées en fer mais leur deuxiéme site

de fixation du fer est masqué par de profondes modifications de structure.

2 - Désaturation en fer et resaturation des coprolactotransferrines

Les coprolactotransferrines sont solubilisées dans de 1'eau

distillée puis nous amenons le pH entre 1,5 et 2 avec de l'acide chlorhydrique N.
Apré&s dialyse contre de 1'éthyléne diamine tétracétique EDTA, puis contre de l'eau
distillée nous constatons que les protéines ont précipité dans lé boudin de dialy-
se. Aprés lyophilisation nous avons redissous ces protéines dans du tampon citrate
bicarbonate 0,1 M pH 8,6 et ajouté des quantités croissantes de FeCl3 én suivant
les variations de la densité optique 3 465 nm. La densité optique est restée cons-
tante 3 sa valeur initiale. La protéine est devenue incapable de refixer le fer.

Nous péuvons conclure que les ééproprotéines sont devenues trés sensibles au trai-

tement en milieu acide et nous les avons complétement dénaturées lors de la désa-

turation en fer.
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E - Composition centésimale et molaire en glucides des coprolacto-

transferrines

1 - Coprolactotransferrine humaine

Les compositions cent&simales et molaires comparées de la lacto-
transferrine humaine et de la coprolactotransferrine humaine sont rassemblées dans
le tableau (XIII) p. (77). Nous voyons qu'il n'existe pas de différence dans le
téux d'qses neutres, mais que les taux d'acides sialiques et d'hexosamines sont
fortement diminués. Nous constatons que les compositions molaires correspondent
pratiquement 3 un glycanne de la lactotransferrine humaine excepté& pour la N-acetylf
glucosamine, Lés rapports molaires nous donnaient 2,3 osamines pour 3 mannoses et
3 galactoses.Ceci nous laisse déjia supposer que le dosage colorimétrique n'est
pas bon. Nous pouvons énvisager que les osamines n'ont pas été libérées lors de
1'hydrolyse ou alors qu'elles ont été désacétylées et dans ce cas ne sont pas dosables
par la téchnique d'ELSON MORGAN (166). Si tout ceci est vrai la coprolactotrans—v

ferrine ne possé@de plus qu'un seul groupement glycannique.

2 - Coprolactotransferrine de wvache

Nous avons rassemblé dans le tableau (XiV) p. (78) les composi-
tions centésimales ét molairés de la lactotransferrine de vache et des trois
coprolactotrénsferrines. Nous voyons que la composition centésimale en oses
‘neutrés a diminuée pour lés trois glycoproteines ; la composition cent@simale en
acides sialiques est idéntique a celle de la lactotransferrine de vache pour la
coprolactotransferrine B alors qu'elle est différente pour les deux autres.

I1 est difficile de comparér 1e.taux d'hexosamines puisque nous
n'avons obténu un résultat que pour la protéine B par la technique d'ELSON MORGAN
(167).

| Nous ne pouvons conclure en ce qui concerne les compositions

molaires, Toutefois il faut remarquer que seule la protéine A posséde de la
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TABLEAU XIII : Composition centésimale et molaire en glucides de la lactotrans-

ferrine du lait humain et de la coprolactotransferrine humaine

Composition centésimale Lactotransferrine Coprolactotransferrine
humaine *x humaine

Oses neutres 3,11 3

Hexosamines 2 0,6

Acides sialiques 1,22 0,6

Composition molaire Lactotransferrine Coprolactotransferrine
humaine *x humaine

D Man 5 2,8

D Gal 6 3

L Fuc 3 1,15

D GlcN 8 1,09

Anan 3 0,7

** DEBRAY VANDERSYPPE

(164)
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TABLEAU XIV : Composition centésimale et molaire en glucides de la lactotransfer-

rine de vache et des coprolactotransferrines de vache

Composition centésimale Lactotransferrine Coprolactotransferrine

de vache #** de vache

A B C

Oses neutres 5,6 1,94 2,6 3,82
Hexosamines 2,7 * 0,85 *
Acides sialiques 0,6 0,15 0,62 0,30
Composition centésimale Lactotransferrine Coprolactotransferrine

de vache *x de vache

A B C

D Man 24,4 1,26 6,45 6,10
D Gal 2,0 4,0 1,45 3,06
L Fuc 0,4 - 0,43 -
D GleN 8,3 -* 2,17 -
D GalN 1,2 _* - -
Anan 0,7 0,2 1 0,4

* Non dosées

xx CHERON et al. (165)

315
s
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N-acetylgalactosamine. Ceci a &té confirmé d 1'auto analyseur BECKMAN. les compo-
sitions molaires pour cette glycoprotéine ont &té calculées en prenant la galac-
tosamine comme référence.

La coprolactotransferriﬁe B est la seule a posséder du fucose
et ne semble pas avoir perdu d'acide sialique.

Nous constatons que les coproproté@ines A, B, C ont toutes perdu
des.quantités importantes de mannose, et qu'il apparait des quantités anormales

de galactose pour les glycoprotéines A et C.

3 - Conclusion
‘ Ceci nous indique que lors du passage dans le tube digestif il

peut y avoir coupure des chalnes glycanniques, ou coupure de 1la chalne peptidique

et départ d'un glycopeptide.

F - Composition molaire en acides aminés

Nous avons rassembié dans les tableaux (XV) p. (80) et (XVI)

p. (81) respéctivement les compositions molaires de la lactotransferrine humaine
et de la coprolactotransferrine humaine, et les compositions molaires de la
lactotransferrine de vache et des coprolactotransferrines de véche. Les résultats
sont exprimés en mole d'amino-acides pour 100 résidus.

Aprés examen de ces tableaux nous constatons qué la coprolacto-
trgnsferrine humaine doit Etre plus acide que la lactotransferrine humaine. Les
acides aminés Basiques représentent 8 p. 100 des résidus d'amino—-acides dans le
cas dé la coprolactotransferrine alors qu'ilsreprésentent 13,4 p. 100 des résidus
d'amino—acides dans le cas de 1la 1actotransférrine humaine. Il n'y a pas eu de
modification du taux d'acides aminés, acides.

De méme pour les coprolactotransferrines de vache nous voyons une

nette diminution de la charge électrique. Les acides aminés basiques représentent
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Composition en amino-acides de la lactotransferrine humaine et

de la coprolactotransferrine, exprimeée en mole pour 100 résidus

Acides aminés

Lactotransferrine

Coprolactotransferrine

..... ‘humaine =* humaine
Asp 10,6 11,1
Thr ‘5,06 8,6
Ser 5,66 8,4
Glu 10 9,3
Pro 5,06 7,9
Gly 8,52 7,6
Ala 8,2 6,9
Cys 5,36 3,8
Val 5,84 5,6
Met 0,51 1,5
Ileu 2,39 2,8
Leu 8,39 9
Tyr 3,06 3,3
Phe 4,2 3,7
Lys 6,9 5,2
His 1,46 1,4
Arg 6,52 3

* SPIK (168)
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TABLEAU XVI : Composition en amino acides de la lactotransferrine de vache et

des coprolactotransferrines de vache exprimée en moles pour 100

résidus
‘Acides aminds Lactotransferrine Coprolactotransferrine
de vache = de vache
. A B C
Asp 9,8 8,7 9,7 2,9
Thr 5,50 8,1 7,8 8,5
Ser 7,15 11,7 10,7 10,8
Glu 10,2 10,5 10,1 10,0
Pro 4,2 7,3 6 4,9
Gly . 7 - 8,7 8,4 8,3
Ala _ 9,7 . 7,3 8,2 8,7
Cys 4,4 2,9 4,2 3,9
Val 6,3 : 6,1 5,8 6,2
Met 0,63 0,5 3,3 0,9
Ileu 2,4 1,5 1,4 1,7
Leu 9,7 8,1 8,4 8,6
Tyr , 2,8 4,9 3,9 3,9
Phe , 3,7 3,4 3,4 3,5
Lys 7,4 5,1 5,5 5,8
His . 1,4 1,3 1,3 1,4

Arg 5,04 3 3,2 3

* - CHERON ot al. (169)
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12,4 p. 100 des résidus d'amino acides pour la lactotransferrine de vache alors
qu'ils ne représentent que de 8,4 i 8,8 p. 100 des résidus d'amino acides pour les
coprolactofransferrines de vache. Nous n'observons qu'une faible différence de
0,4 3 0,8 p. 100 en ce qui concerne les acides amin&s acides.

Les résultats des dosages d'amino acides sont en accord avec les
critérés immunoélectrophorétiques de ces différentes coprolactotransferrines. Nous
avions oBservé un caractére plus anodique des coprolactotransferrines par rapport
aux lactotransferrines. Le dérnier point qu;il nous restait 3 élucider &tait la
détermination des acides aminés N et C terminaux, mais par manque de produit nous

n'avons pu déterminer que le N terminal.

G - Identification des acides aminés N terminaux

L'identification des acides aminds N terminaux sur les différentes
coprolactotransferrines a été effectuée par la méthode des dansyl amino-acides et
contr6lée par la technique de dégradation récurrente d'Edman. Pour chaque copro-
lactotransferrine ndus trouvons comme acide amind N terminal la leucine. Pour 1la
lactotransferrine humaine il s'agit du glycocolle, ﬁour la lactotransferrine de
vache, de 1'a1aniné.

Lés lactotransferrines humaines ou de vache subissent donc une
attaque du cOté N terminal mais nous né savons pas si celle-ci s'effectue du coté
C terminal.

Nous avons rassemblé dans le tableau (XVII) p. (83) les principales
caractéristiqués de la coprolactotransferrine humaine et des coprolactotransferrines

de vache.

IITI - CONCLUSIONS
Les lactotransferrines subissent lors de leur passage dans le tube

digestif une dégradation enzymatique qui se traduit, par une perte de masse
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TABLEAU XVII : Principales propriétés physico chimiques de 1a coprolactotransferrine

humaine et des coprolactotransferrines de vache

Coprolactotransferrine

Coprolactotransferrine

humaine de vache
...................................... A B C
Masse moléculaire ’ 37 000 44 000 52 000 39 000
Taux de Fer p. 1000 0,66 0,92 1,92 0,92
Composition centésimale
Oses neutres 3 1,94 2,6 3,82
Hexosamines 0,6 * 0,85 *
Acides sialiques 0,6 0,15 0,62 0,30
Composition molaire
Man o 2,8 1,26 6,45 6,10
Gal | 3 4 1,45 3,06
Fuc - 1,15 - 0,43 -
GlcN 1,09 * 2,17 *
GalN .- * - -
Anan 0,7 0,2 1 0,4
N Terminal Leucine Leucine Leucine Leucine
# Non dosé
.
7

)

LIL-(.;),
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moléculaire correspondant non seulement 3 une perte d'acides aminés mais en plus
3 une perte en sucres, et par une modification de la charge électrique ce qui
entraine une modification de leurs mobilités &lectrophorétiques. Le taux de
saturation en fer est variable selon les c;prolactotransferrines, mais nous
pouvohs néanmoins remarquer que les lactotransferrines sont capables de jouer
4in vivo leur rdle chélateur de fer.

Nous savons d'autre part que la coupure enzymatique s'effectue
d'une fagon certaine du cOté N terminal mais nous ne pouvons rien dire quant au
cOté C terminal.

Si nous prenons le cas de la coprolactotransferrine humaine il
semble que celle—ci corresponde & une lactotransferripe coupée en deux si nous
nous reportons aux principales caractéristiques données dans le tableau (XVII)
p. (83), Le.probléme est beaucoup plus difficile 3 résoudré pour les coprolacto-
transferrine de vache puisqu'élles ne présentént aucune analogie entre elles
excepté 1l'amino acide N terminal et le taux de fer pour les protéines A et.C

(Tableau (XVII)p. (83)).
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CONCLUSIONS GENERALES

Le but primordial de la maternisatioﬁ des laits de vache est
la protection intestinale du nouveau né. Celle-ci repose essentiellement sur deux
types de facteurs ; des facteurs microbiens et des facteurs chimiques. Nous nous
;ommes limités a 1'étude de ces facteurs chimiques et plus particuliérement &
déux typés de glycoprotéines : les transferrines et les anticorps (IgA humaines).
Nous avons abordé cette étude sous deux aspects :
—’un aspéct quantitatif : il s'agit des bilans "entrées—éorties" des transferrines
(sérotransferrine humaine, lactotransferrine humaine, lactotransferrine de vache)

et des immunoglobulines A de secrétion.

- un aspect qualitatif : nous avons isolé la lactotransferrine humaine et les
lactotransferrines de vache 3 la sortie du.tuBe digestif.

Les résultats quexnous avons obtenus se résument de la fagon
suivante :

I‘; ASPECT QﬁANfITATIF

1 - Les transferrines humaines natives ou saturées en fer sont
totalement dégradées et en outre ellés provoquent des diarrhées. La sérotransferri-
ne ne peut donc en aucun cas rémplacer la lactotransférrine.

2 - La présénce de lactotransferrine humaine (élimination
journaliére ; 0,6 £ 0,2 mg) dans les sellés d'enfants alimentés avec des laits
artificiels révéle l'éxistence d'une synthése endogéne.

3 - L'étude des sélles de nouveaux nés aliment&s au lait maternel,
du 3éme au 308me jour montre que 1'€limination de la coprolactotransferrine humaine
est maximale pendant les premiers jours d'alimentation au sein (9 3 30 mg) puis
décroit progréssivement et se stabilise & 4 mg + | mg & partir du 208me jour. Nous
retrouvons le méme phénoméne lors du dosage de la lactotransferrine dans le lait

maternel,
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Le lait de femme compense donc la faible synthé&se intestinale
de 1la lactotransferrihe puisqu'il en apporte 1 3 2 g par litre de lait.

4 - La lactotransferrine humaine native ajoutée 3 des laits
artificiels pendant 3 jours se retrouve dans les selles en faible proportion de
1,4 a 1,9 mg par jour mais il faut préciser que ces valeurs ne correspondent qu'a
1'anneau de diffusion 1é plus petit. L'anneau de diffusion le plus grand correspond
3 de la lactotransferriné qui a été fortement dégradée; donc moins absorbée dans
la gélose.

5 - La lactotransferrine humaine saturée en fer ajoutée 3 des
laits artificiels pendant 3 jours sé retrouve dans les sellés 3 raison de 6 3 37 mg
par jour. Ces valeurs sont aésez comparables au taux d‘'&limination de la lactotrans-
ferriné humainé lors d'une alimentation au lait maternel.

Ces résultats pérmettent de poser én hypothése que la lactotrans-
ferrine présénte dans le lait maternel doif Etre protégée par d'autres composés.

6 - La lactotransferrine de vache donne des résultats analogues ;
l'absorption de lait de vache frais se traduit par une &limination journalidre de
3,53 11,7 mg de lactotransferrine de vache, celle dé 1 g de ce protéide 3 1'état
natif, par une &limination journaliére de 40A5 250 mg, celle de l‘g de ce protéide
saturée én fer, par unme €limination journaliére de 30 3 360 mg. La saturation en
fer semble avoir uné influence sous 1'é&limination des lactotransferrines.

7 - Les immunogloﬁulines A se retrouvent dans les selles lors
d'une alimentation au lait maternel en quantité trés variablé. Céci est du au fait
que nous ne connaissons ni la quanéité de lait ingérée ni le taux d'immunoglobulines
de cés différents laits. Par contre lors d'une complémentation en immunoglobulines
A nous trouvons dés quantités journaliérés de 95 & 280 mg mais les anneaux de
précipitation obtenus suggérent ﬁne dégradation.

8 - La compléméntation mixte Immunoglobulines A, lactotransferrine

humaine native se révéle assez décevante puisque d'une part nous ne retrouvons plus
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les immunoglobulines dans les selles et d'autre part, les quantités journaliéres de
coprolactotransferrine sont de 0,7 3 1,51 mg.
I1 ne semble donc pas y avoir d'effet protecteur des immunoglobu-

lines A sur la lactotransferrine humaine et vice versa.

IT — ASPECT QUALITATIF

L'isolement des coprolactotransferrines nous permet de mieux
interpréter les résultats des dosages.

1 = Coprolactotransferrine humaine

La coprolactotransferrine humaine est une forme partiellement
dégradéé de la lactotransferrine humaine ; la masse moléculaire passe de 76 000
a 37 000 ; 1la moﬁilité électrophorétique est modifiée elle devient plus anodique.
Elle présente néanmoins une réaction d'identité ﬁartielle avec la lactotransferrine
ce qui indique qu'ellé a pérdu certains déterminants antigéniques.

La composition molaire en glucides mous fait penser que la
lactotransferrine a &té coupée entre les glycannes puisqué nous ne retrouvons
pratiqﬁément‘qu'un seul glycanne par moléculé de coprolactotransferrine.

L'acide aminé N terminal est 3 présent la leucine alors qu'il
s'agit du glycocolle pour la 1acto§ransferrine.

Néanmoins, cette coprolactotransferrine fixe toujours du fer
puisqué nous le retrouvons plus saturée 3 la sortie du tractus digestif. Elle peut
donc méme sous une formé dégradée continuer i jouér un rdle ferri-privateur, préju-
diciaﬁle au développement dé éertaines bactéries pathogénes, Nous avons pu démontrer
que la protéolyse intestinalé s'était portée uniquement sur la partie de la molé-
culé qui ne renférme pas les sites de fixation des deux atomes de fer. En effet,

la coprolactotransferrine est dans les selles, saturée par deux atomes de métal.




- 88 -

2 - Coprolactotransferrine de vache

Les coprolactotransferrines de vache sont également des formes
partiellemént dégradées de la lactotransferrine de vache.

Les masses moléculaires respectives sont 44 000, 52 000 et
39 000. Les mobilités électrophorétiques sont également modifiées, elles sont plus
anodiques;

Par la technique d'OUCHTERLONY (170) et des fentes courtes nous
constatons qu'elles ont perdu cértains déterminants antigéniques;

Nous avons trouvé que le N terminal de ces 3 glycoprotéines
8tait : la leucine. Ceci indique qu'il y a bien eu une coupure du c8té N terminal
puisque 1l'acide aminé N terminal est 1'alanine pour la lactotransferrine de vache.
Ces trois glycoprotéines sont toujours capables de fixér du fer puisque’ les taux
de fer respectifs sont 0,92, 1,92 et 0,92 p. 1000. I1 est difficile de conclure
que ces glycoprotéines sont saturééé en fer excepté pour une. Pour les deux autres
le fait de ne pouvoir résaturer en fer ne nous indique pas qu'élles soient saturées
mais elles peuvent avoir subi une telle modification de leur structure que le
deuxiéme sité de fixation est inaccessiEle au fer. Il ﬁﬁus faut souligner que la
proteine de masse moléculaire 44 000 ayant pour origine la lactotransferrine de
vache native s'est énrichie en fér au cours du transit dans le tube digestif. Elle
joue donc elle aussi un role chélateur de fer in vivo. La protéine de masse molé—
culaire 39 000 a par contre perdu du fer.

Si nous comparons les coprolactotransferrines humaine et de vache
ayant pour origine les lactotransferrines natives nous constatons que toutes deux
sont dégradées par les enzymes digestives mais ce qui est béaucoup plus important,
elles ont capté du fer dans 1'organismé du nourrisson. Il serait donc possible
de complémenter les laits industriels avec de la lactotransferrine de vache
puisqu'elle est capable Ain vivo de jouer un rdle ferri-privateur préjudiciable au

-développement de certains germes pathogénes.
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