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INTRODUCTION




Le travail dont nous rapportons les résultats damns ce
mémoire s'inscrit dans le cadre des travaux entrepris au Laboratoire
‘sur le rdle des transférrinés dans lé métaﬁolisme du fer, et en
particulier sur l'étudé dé la fixation réversible dés sérotransferrines
sur les membranes réticulocytairés lors du mécanisme du transfert
du fer.

A causé dé la difficulté de sé procurer des réticulocytes
humains, les réticulocytés utilisés dans lés travaux sur 1'intéraction
sérotransferriné—réticulocyte, proviennent 1é plus souvent, de sang
de lapin. Par contre, la sérotransférriné utilisée dans la plupart
des expériences est la sérotransferrine humaine,

Des études préliminai;és ont montré, cependant, que
1'incorporation du fer par le réticulocyte dans un systéme homologue
( réticulocyté de 1apin—sérotransferriné de lapin ), &tait deux
fois supérieuré a célle‘trouvéé au nivéau d'un systéme hétérologue
( réticulocyte dé 1apin-sérotransférrine humaine ), JANDL ef af.(1).
Nous avons &té& donc amenés & travailler de préférence sur un sys-—
téme homologue ( réticulocyte dé lapin-sérotransferrine de lapin).
Seulement, si la mé&thode dé préparation ét les propriétés physico-
chimiques de la sérotransferriné humaine sont bien connues, nos
connaissances concernant la sérotransférrine dé lapin sont & 1'heure
actuelle trés limitées,

Le but dé nos travaux a donc consisté 3 mettre au point

une méthode de préparation de sérotransferrine de lapin pure, et de




définir ses principales propriétés physico-chimiques. Pour définir

le role des glycannes dans l'intéraction sérotransferrine—-récepteur
membranaire, nous avons &té amené 2 isolér la fraction glycopeptidique
de 1la sérotransferriné dé lapin, a déterminér sa structure, et &
réaliser en présence dé cétté fraction glycopeptidique, native ou
désialylée, des expériences d'inhibition du transfert du fer.

Nous présenterons d'aQord, dans le chapitré des géné-
ralités, 1'état actuél dés connaissances sur les propriétés
physico—chimiques des sérotransferrinés dé différents espéces de
vertebrés. Nous préciserons, d'autre part, le rdle de la séro-—
transferrine dans le métaﬁolismé du fer.

Dans une déuxiémé partié, résérvée d nos travaux personnels,
nous présenterons les ré&sultats Qﬁténus concernant la préparation
de 1la sérotransferriné de lapin, ses caractéristiques physiques et
chimiques, et en particuliér, la structure de la fraction glucidique.
Nous discuterons ensuité, lés résultats oBtenus concernant le
role des glycannés dans 1'intéraction éntre la sérotransferrine
et les réticulocytés.

Jusqu'a présent, nos travaux on fait 1l'objet de la

communication et de la publication suivantes :

Communication :

D.LEGER, V.TORDERA, G.SPIK et J.MONTREUIL,
Structure et role du glycanne de la sérotransferrine de lapin.-
Forum des Jeunes de la Société& de Chimie Biologique, Villeneuve

d'Ascq, 27-29 Juin 1978.




Publication :

D.LEGER, V.TORDERA et G.SPIK, L;DORLAND, J,HAVERKAMP et
J.F.G.VLIEGENTHART.

Structure détermination of thé singlé glycan of rabbit sero—-
transferrin by methylation analysis and 360 MHz 1H NMR spectroscopy.

FEBS Lett. Sous presse.




GENERALITES




Les transferrines répresentent un groupe de glycoproté@ines homo-
logues de nature non héminique capables de fixer réversiﬁlement 2 atomes de
fer. Elles ont &té trouvées dans le sérum des vertébrés, dans le lait des
mammiféres, et dans le blanc d'oeuf d'oiseaux.

Nous nous interésserons uniquement 3 la description des proprié-
tés des transferrines sériques, car elles ont un r81é ﬁrimordial dans la four-

niture du fer aux réticulocytes.

I - ISOLEMENT DES SEROTRANSFERRINES

Les méthodes de préparation des s&rotransferrines (STF) de diffé-
rentes espdces de vertébrés sont des modifications des procédés mis au point
pour l'isolement de la STF humaine et principalemént de célui de SUTION et
KARP ( 2), de HEIDE et al. (3 ) et de ROOP et PUTNAM ( 4).

La majeure partie des proééines sériques sont précipitées par le
rivanol ( lactate de 6,9-diamino-2-&thoxy-acridine ). Aprés &limination du
rivanol par addition de NaCl, et dialyse, une précipitation au sulfate d'ammo-
nium 3 55 p.100 de saturation permet d'é€liminer les iﬁmunoglobulines IgG.

La STF est ensuite isol&e 3 partir du surnageant dialysé ét lyo-
philisé, par chromatographie d'é&change d'ions, soit sur colonné de DEAE-Sé-
phadex, BAKER et al. ( 6); soit sur colonne de SP-Séphadex, MARTINEZ-MEDELLIN.
et SCHULMAN ( 7); soit sur une colonne de CM-Séphadex, HATTON et al.( 8 ).

Néanmoins, une importante congamination en hémopexine a été remar-—
quée dans les préparations de STF bovine, HATTON ef al. ( 9 ), et celles de
STF humaine, WOODWORTH et BALIN (10 ),

En effet, WOODWORTH et BALIN ( 11), ont retrouyé par &lectrofoca-

lisation, des quantités &quivalentes de STF et d'hémopexine dans des prépara-




", Le méme

tions de STF'humaine soit disant " dépourvues d'hémopexine
probléme se retrouve dans la préparation de la STF Eovine. La séparation
de la STF et de 1'hémopexine est virtuellement impossiﬁle lorsqu'on utilise
la méthode d'isolement classique de précipitation et de chromatographie
d'échange d'anions, EFREMOV et af.(12). Cependant, selon HATTON et al.
( B3), il est possible de séparer la STF de 1'hémopexiné par passage sur
colonne de CM50-Séphadex, et &lution par un gradient continu de forge jonique.
La présence d'ﬁémopexine dans les préparations de STF peut répresenter
une source d'erreur considérable lorsqu'on &tudie la partie glucidiqué des
STF. En effet, 1'hémopexine, avec une masse moléculaire de 56000, contient

20 p.100 de sucres, soit: oses neutres: 4 p.100; N-acétylglucosamine: 8,2 p.100

et acide N-ac8tyl neuraminique: 7,8 p.100 ( HRKAL et MULLER-EBERHARD (14 )).

I1 - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES. SEROTRANSFERRINES

Les STF de plusieures éspéces ont été intensémént étudiéés en ce
qui concerne leur masse molé&culaire, leur composition én acides aminés et en
sucres et leur capacité de fixation du fer. La comparaison de certaines
caractéristiques des STF de différentes espdces ( Tableau I; p.7 ) semble
confirmer la notion d'une famille de prot&ines homologues.

A - MASSE MOLECULAIRE

Les résultats obtenus pour les STF de différentes espéces de ver—
tébrés ( Tableau I; p. 7 ), indiquent qu'elles possédent uﬁe masse moléculaire
trés voisine de celle de la STF humaine, fixéé a présént a 76000 daltons, SPIK
(15 ); SPIK et af.(16 ); MANN et af.(;7 ); PALMOUR ét SUTTON (;g ) et LEGER

et al. (19).

Ainsi, GREENE et FEENEY (20 ), trouvent par équilibre de sédimentation




TABLEAU 1

Comparaison des caractéristiques des transferrines de différentes espéces.animales.

1 cm at. de fer fixés

STF Masse moléculaire

o P
SZO,W vAl p.100 280 nm. par molécule Références
Tortue 93.700 5,63 13,33 2,04 PALMOUR et SUTTON ( 21)
Grenouille 79.400 5,16 11,91 ' 1,85 "
Porc 76.400 5,20 - 1,95 HUDSON et al. ([ 22 )
Cheval 77.100 5,25 - 1,80 "
Boeuf 77.300 5,21 - 1,90 "
Lapin 74.600 5,29 13,74 1,95 PALMOUR et SUTTON (23 )
70,000 - 13,86 , 1,91 BAKER et al. (24 )
76.700 5,28 - 1,92 HUDSON et al. (25 )
Mouton 77.500 5,15 12,50 - GUERIN et al. ( 26 )
"Hagfish" 44,000 3,45 . 10,78 0,9 PALMOUR et SUTTON ( 27 ).
75.000- 80.000 -+ 5,8 - 2 AISEN et al. (28 )
Humaine 74.000 4,92 _— - ROBERTS et al. ( 29 )
76.000 4,8 14 1,96 SPIK (30 ) et SPIK (31 ),
76.600 5,25 - - MANN et al. (32 )
76.200 5,32 14,06 1,91 PALMOUR et SUTTON ( 33),

75.000 5,30 - - LEGER et al. (34 )
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en urée 8 M une masse moléculaire de 77500 et 76000 daltons, respectivement
pour la STF de lapin et 1l'ovotransferrine. Par la méme technique, mais en ab-
sence d'urée, PALMOUR et SUTTON ( 35), obtiennent respectivemént une masse
moléculaire de 74590, 79370 et 93.700 daltons pour la STF de lapin, de gre-
nouille et de tortue.

Dans 1'étude faite par HUDSON et aﬂf( 36), gur différentes STF, les
auteurs fixent la masse moléculaire de la STF de lapin, cheval, porc et de boeuf
a 77.000 daltons.

La STF de " Eptatretus stoutil " ( Hagfish, poisson trés proch&iiﬁla
Lamproie ) a fait l'objet d'une intéressante discussion, En effet, PALMOUR et SUTTON
( 37), avaient déterminé pour cette espé&ce une masse moléculaire dé 44,000 daltons,
et la fixation d'un seul atome de fer. Ce résultat étayerait 1'hypothése sélon
laquelle les STF des vertébrés proviendraient dé la duplication du gené réspon—.
sable de la formation d'une STF ancestrale qui aurait une faible masse molécu-
laire et qui ne fixerait qu'un seul atome de fer.

Cependant, par la suite, aprés une &tude plus approfondie de la masse
moléculaire de la STF de cettte espéce, AISEN et af.( 38), trouvent une valeur

de 75.000~80.000 daltons et la fixation de deux atomes de fer,

B - PARTIE PEPTIDIQUE

Le Tableau II;p. 9 , rassemble les compositions en acides aminés des
STF de différentes espéces de vertébrés. Ces valeurs ne différent pas de manidre
significative avec 1l'espéce. De méme, les séquences N-terminales données dans la
Fig. 1, p. 10, montrent une grande similitude.

Par contre, les séquences des acides aminés au voisinage du point
d'attache des glycannes des différentes STF sont beaucoup plus différentes,
comme le montre la Fig. 2, p. 11.

Selon GRAHAM et WILLIAMS ( 39); on peut classer ces s&quences en deux

types, suivant la nature du résidu en position X dans la séquence: Asn(CHO)-X-




" TABLEAU II

Composition molaire en acides aminés des STF de différentes espéces de

vertebrés.

Sérotransferrine

Asp T 74 73 78 68 79 70 74
Thr 4t 32 25 37 53 20 28
Ser 49 39 35 .39 65 34 37
Glu 63 60 59 65 80 61 54
Pro 35 42 36 37 33 32-33 36
Gly 45 42 35 48 64 45 46
Ala 49 50 48 55 60 51 56
1/2 Cys 34 33 33 25 17 32 35
val 44 44 41 37 56 42 39
Met ‘ 7 4 5 8 8 5- 6 8
Ileu 17 16 17 23 30 15 13
Leu 45 54 53 50 60 58 55
Tyr 20 21 16 20 24 23 27
Phe 25 20 23 27 31 25 30
Trp 10 9 9 : 5 10 10 7
Lys 52 44 41 72 59 52 52
His 15 14 12 16 15 16 17
Arg 24 23 23 20 28 24 23
Total 652 620 589 652 772 616 637

(a) HUDSON et af, ( 40 ){
(b) PALMOUR et SUTTON ( 41 ),
(c) BAKER et al. ( 42 ).

(d) SPIK ( 43 ), MONTREUIL et coll. ( %% ), CHARET ( 45 ).




STF humaine (a) Val-Pro-Asp~-Lys-Thr
.STF de porc (a) Val-Pro-Glu~-Lys-Thr
STF bovine (a) Ala(Pro,Asp,Lys,Ser)
STF de mouton (b) Ser-Pro-Glu-Lys-Thr-Val-Arg-Trp

(a) GRAHAM et WILLIAMS ( 4¢ )

(b) GUERIN ef al. ( 47 ).

Figure 1: Schéma de structure du peptide N-terminal des STF de

différentes espéces de vertebrés,
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Séquence de type A

Séquence de type B

STF humaine (a) Tyr—Asn(CHO)-Lys—Ser-Asp-Asp—Asn—Gin—Glu-Cys—Thr-Pro—Ala-Gly-Tyr

STF bovine (b) Arg—Val-Tyr-Asn(CHO)-Ser—Ser—Leu—Gln-Thr—Asn—(Pro,Gly,Ala)
STF porcine (b) Asp-Asp-Ser-Ser-Arg-Lys—Asn(CHO)-Arg-Ser-Leu~Thr-Val-Gly-Glu-Glu
STF de poule (c) - Gly-Leu-IlewvHis~Asn(CHO)-Arg-Thr

STF humaine . (a) Phe—Gly—Ser-Asn(CHO)—Val—Thr—Asp-Cés-Sér—G1y—Asp-Phe—Leu-Phe-C;s
STF bovine  (b) : Phe-Ala-Gly-Asn(CHO) -Ser-Thr-Gln-His-Val-Leu-Pro-Lys '

STF porcine (b) | Thr—Ser-Asp-Asn(CHO)—Leu*Ser-Ser-Ala-Phg

STF de poule (c) Ala-Asn(CHO)-Leu~Thr-Gly

(a) CHARET et al.( 48 ) et CHARET et MONTREUIL ( 49 ).
(b) GRAHAM et WILLIAMS ( 50 ).
(¢) WILLIAMS ( 51).

Figure 2: Séquence peptidique des STF de différentes espéces de vertébrés au niveau du point d'attache

des glycannes.
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Ser(ou Thr). Le type A possédant un acide aminé basique en position X, et le
type B un acide aminé aliphatique. La seule exception connue est la séquénce
des glycopeptides de la STF bovine, qui posséde un résidu de sériné én position
X dans les deux cas.

JEPPSON ( 52), BE7KOROVAINY et GROHLICH (23 ), SUTTON et BREW™ (54 ),
et CHARET ( 55), ont entrepris la détermination de la structuré primaire de 1la
STF humaine par coupure au BrCN au nivéau dés résidus de méthionine, CHARET (56 ),
obtient 9 peptides ( CN-1 & éN—9 ), dont ‘deux sont dés glycopéptides ( CN-1 et
CN-2 ); le glycopeptide CN-1, de masse moléculairé 26.500 daltons, é&tant en
position C-terminale est le glycopeptidé de typé B. La structure primaire des
peptides CN-7, CN-8 et CN-9 est donnée par JOLLES et al.(57 ). Cépéndant, ré-
cemment, MACGILLIVRAY ef al. (58 ), ont détérﬁiné presqué totalement la séquence
primaire de la STF humaine; et par comparaison‘dés résidus 1 3 339 aux résidus
340 a 676 , montrent de grandes homologiés de séquence, qui lés aménent a
conclure a la duplication du géne responsable de la synthésé de la STF qu'ils
avaient déji suggéré en 1975, MACGILLIVRAY et BREW ( 59).

C - PARTIE GLYCANNIQUE

Si la structure de la fraction glycannique de la STF ﬁumaine ést
bien connue & présent; deux glycannes biantenn&s, dont la structure a été
résolue par SPIK et al. (60 ), (Fig. 3, p.13 )et confirmée définitivemént a
1'aide de 1'8tude des spectres obtenus par résonnanéé magnétique nucléaire du
proton, DORLAND et af. (g1 ), on ne sait pratiquement rienm dela structure de
la fraction glucidique des STF d'autres espéces de vertéﬁrés.

Les seules informations acquises concernent la composition molairé
en sucres de la STF de plusieures espéces.

Les résultats rassemblés dans le Tableau III;p, 14 ; montrent que

1'accord n'est pas complet.,




13 -

*( €9 ) ‘v ¥o aNVT¥OQ 3° ( T9 ) v 2 NI4S

‘outewny JIS 9P S2T0ST s9pT3dedodd18 xnep sep 2an3oniyg : ¢ 2andrg

m%..._..ﬂw
uou = X ¢ €-J9 mvﬂummmoohﬁo
uou = g
198 = X ¢ Z-d9 9p1idadooafin

BN OYNOIH ™ 1enyo—
PR Ty FYNRTD Ty TR0 VNN

ANmzv X
91~
Usy 4 OVNOIO~ 75 OVNOIO T Uel

- VA %¢1-9

€S-0

(HO0D) X

uey Nn—lm OVNOTD @anlm #NU[QaNlﬁ VNVN .




TABLEAU III

Composition molaire en glucides des STF de différentes espéces de vertebrés.

Sérotransferrine
Nature du Boeuf Porc Cheval Poulet .. Lapin Homme
- monosaccharide | (a) M)  (c) (a) (b) (a) (d) (a) (e)
Galactose | 2 6,2 2 8 3,1 6 4 3,5 5 4
Mannose |3 7,2 3 9 4,3 1A 1,8 4 6
N-Acétyl-glucosamine |3-4 8,8 3,3 14 5,6 9 5,7 5-6 8
Acide N-Acgtyl-neura-| , 2 2et3 78 2 4 1,7 4 3 ou 4
minique : , , ,
Fucose : 0,3 3-4 1 '
Nombre de groupements
glycanniques mis en
hypothése par les I 2 ! 4 ! 2 ! 2 2
auteurs.

(a) HUDSON et al. ( 64 ),

(b) GRAHAM et WILLIAMS ( 65 ).
(c) HATTON ef al. ( 66 ),

(d) WILLIAMS ( 67 ),

(e) SPIK ( 68 ).

_17[-
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En effet, si GRAHAM et WILLIAMS (69 ), isolent deux glycopeptides
de la STF bovine, HATTON et af. (70), ne retrouvént qu'un seul glycopeptide.
Ces derniers auteurs observent cependant une hété@rogeneité& au niveau du nombre
de résidus d'acide sialique du glycanne; 60 p.100 des molécules en possederait
deux résidus et 40 p.100, trois.

En ce qui concerne la STF porcine les résultats sont bien différents.
En effet, HUDSON et al. ( 71), d'aprés ses résultats sur la composition molaire
en glucides, suggérent l'existence de quatre groupements glycanniques. Par contre,
GRAHAM et WILLIAMS ( 72), n'isolent qu'un seul glycopeptide; ce glycanne serait

" site " A ou B indistinctement ( voir la Fig. 2, p.11 ).

Branché sur 1é
| Ces mémes auteurs isolent un seul glycopeptide de la STF de poulet;

85 p.100 de.ce glycanne serait branché sur le " site " A, et seulement 15 p.100

sur le''site" B.

Les premiéres observations faites sur la fraction glucidique de la STF
de lapin sont celles de BAKER ef af. (73), et PALMOUR et SUTTON ( 74). Ces auteurs
trouvent deux molécules d'acide sialique par molécule de STF de lapin.

Plus tard, HUDSON ef af. ( 75), suggérent 1l'existance de deux groupe-

ments glycanniques par molécule de STF de lapin.

D ~ FIXATION DU FER PAR LA SEROTRANSFERRINE

La STF humaine, ainsi que les STF d'au;res espéces de vertébrés, sont
capables de fixer deux atomes de fer sous forme ferrique, SURGENOR ef af.(76);-
PALMOUR et SUTTON (77 ), et HUDSON et al. (78).

La STF saturée en fer présente une coloration rose saumon qui posséde
un maximum d'absorﬁance d 460-465 nm,, SUR&ENOR et al.(79). Ce complexe fer-STF
est dissociable réversiblement en milieu acide, LAURELL ( 80) et SURGENOR et af.(81 )

Dans les expériences de saturation de la STF en fer, ce dernier doit
€tre ajouté sous forme chélat@e car les ions ferriques libres se fixent sur
des sites non spécifiques, AASA et al.(82), et donnent des transferrines sur-

saturées, : .




La fixation et la stabilité du métal sont largement favo-
risées par la présence d'ions bicarbonate, SCHADE ef al.(83). Cepen-
dant, d'autres anions, telles que le NTA (Nitrilo-tri-acétate) ou 1l'oxa-
laté, sont aussi capables de manifester le méme effet.

La présence d'anions semble étre indispensable pour la fixa-
tion du fer, PRICE et GIBSON (84), Cependant, d'aprés BATES et SCHLABACH
(85) et A{SEN et al. (36), " in vivo " 1'anion 1ié 3 la STF serait le
carbonate. | |

On connait également la participation de plusieurs acides
aminés 3 la fixation du fer. Actuellement on admet la participation de
deux'éﬁ trois résidué de tyrosine par site de fixation, SCHADE ef af.(87)
et AASA ethISEN (88). La participation des atomes d'azote dans les sites
de fixation du fer a.été suggérée par WINDLE ef al.( 89) et AASA et AISEN ( 90).

Dans la STF humaine, les deux sites de fixation du fer sont
cependant légérement différents, AASA et al. (9!). En effet, PRINCIOTTO
et ZAPOLSKI ( 92) ont demontré par des expériences de dissociation du
complexe fer—STF en fonction du pH, q'un des sites fixe le fer 3 un pH
plus acide que 1'autre. Au méme moment, KRYSTEVA et al. ( 93) ont mis en
évidence une différence structurale entre les deux sites, en ce'qui con—
cerne le nombre de résidus d'histidines impliqués dans chaque site.

La différence entre les deux sites de fixation du fer de la
STF humaine est maintenant bien demonti¥ég¢ CANNON et CHASTEEN (94 ), -
MAZURIER et af. ( 95), CHASTEEN et af. (96 ) et HARRIS (97 ).

Par contre, PRINCIOTTO et ZAPOLSKI ( 98), suggérent que les
deux sites de fixation du fér de la STF de lapin, contrairement d ceux
de la STF humaine, ne différeﬁt pas au ﬁiveau de leurs propriétés de
dissociation en milieu acide,

D'autre part, la fixation du fer sur la STF entraine une stabilité

X ' |
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Plus grande de la protéine vis & vis de 1l'action des protéases, SPIK ( 99)

et SPIK et MONTREUIL (100). La différence de conformation entre la forme

”" "

apo " et la forme saturée de la STF est bien démontréed présent,

JARRIT (101), MAKEY et SEAL (102) et KRYSTEVA et af. (103).

I11 - ROLEVBIOLOGIQUEVDEVLA7SER0TRANSFERRINE

' La fonction essentielle de la STF est le tranmsport du fer
dans 1'organisme. La STF jouerait en effet un rSle fondamental dans le
métabolisme du fer. Néanmoins, d'autres activités ont &té signaléés par
-les auteurs, telle qu'une activitée bactériostatique et 1é transport de
1'acide folique.

A - REPARTITION ET METABOLISME DE LA SEROTRANSFERRINE

La STF est essentiellement synthétisée dans le foie ( voir la
revue générale de SCHULTZE et HEREMANS (104)) ét sa demi-vie a é€té& fixée
entre 7 et 12 jours suivant les auteurs, KATZ (105), AWAI ét BROWN (106)
et GITLIN et coll. (107).

Un individu normal possé&de de 10 3 11 g. de STF,'dont 52 a
53 p.100 sont extravasculaires, AWWAI et BROWN (108).

La STF se trouve dans le sang humain 3 la concentration d'en-
viron 2 g. par litre, JAGER (109, BAMBACH (110) et WOODWORTH éf SCHADE
(111); mais elle existe aussi dans les urines, BERGGARD (112), dans |
le liquide céphalo-rachidien, EWERBECQ ( 113), dans le lait, HANSON (114 )
et dans la bile et d'autres tissus et liquides biologiques. '

La quantité de STF catabolisge dans l'organismé humain est
par jour de 1 g. environ, FREEMAN ( 115).

B — FONCTION DE LA SEROTRANSFERRINE DANS LE METABOLISME DU FER

Nous situerons le role central de la STF dans le metabolisme




du fer 3 1l'aide du schéma de la Fig. 4, p.19.

Le fer 1ié a la STF est &changé plusieurs fois par jour.
En effet, la demande de fer par les érythroblastes de la moelle osseuse
par jour est quatre fois plus grande que la quantité de fer vasculaire
liée 3 la STF.

L'apport de fer a la STF provient d'une part de l'absorption
du fer au niveau intestinal, et d'autre part, de la destruction des globules
réuges qui/a lieu principalement dans les cellules réticulo-endothéliales.

La STF peuf aussi utiliser le fer qui est accumulé par la
‘ferritine et 1'hémosiderine dans le foie et les tissus cellulaires.

Le taux de saturation en fer de la STF dans le sang pourrait
jouer un réle important dans le transport du fer de certains tissus a
d'autres ( voir les revues générales de MORGAN ( j1g) et de LANE (117 )).
En effet, en cas dé ferriprivation, la STF est faiblement saturéé et le fer
est mobilisé de la ferritine et transporté pér la STF aux gérythroblastes
de la moelle osseuse. Par éontre, en cas d'excés de fer, la STF est
fortement saturée, et la majeure partie du fer absorbé au niveau intes-
tinal est tranéporté par la STF, puis stocké dans la ferritiné et 1'hé~

mosiderine, et accumilé sous forme de fer de réserve.

== e e e e P PP P P S e P e Pt e

Depuis les premiers travaux de JANDL ef al.(118 ), des nom-—
breuses exrpériences ont &té effectuées pour comprendre le processus de
transfert du fer de la STF aux réticulocytes.

Les &tudes de JANDL ef af. ( 119), ont montré que la STF
n'8tait pas capable de trapgférer son fer qu'aux &rythrocytes immatures:
les . réticulocytes. Le traitément des réticulocytes par la trypsine ou

la chymotrypsine , inhibe le transfert du fer, et la présence d'EDTA
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( acide &thyléne-diamino-t&tracétique ) n'altére pas ce transfert.
| Ces mémes auteurs, ont montré, d'autre part, la différence
d'affinité des STF pour les réticulocytes dans un systéme homologue
et dans un systéme hétérologue. Ainsi, le transfert du fer de la STF
humaine sur les réticulocytes de lapin est deux fois plus faible que
celui de la STF de lapin pour les réticulocytes de lapin, JANDL et af. ( 120),
Tous ces résultats ont poussé JANDL et af. (121 ) a consi-
derer que le processus de transfert‘du fer de la STF aux réticulocytes,
se fait par l'intermédiai{g d'un rlcepteur membranaire.
Actuellement, on peut différencier quatre &tapes principales
dans le mécanisme de transfert du fer de la STF aux réticulocytes,
a) Adsorption de la STF sur la membrane réticulocytaire.
b) Formation d'un complexe stable entre la STF et le réticulocyte.
¢) Transfert du fer vers la biosynth&se de 1'hémoglobine.

d) Détachement de la STF de la membrane.

a ) Adsorption de_la STF_sur la membrane réticulocytaire

L'adsorption de la STF sur la membrane est considerée comme
un processus physique, car elle n'est pas affectée ni par la temperature,
ni par les inhibiteurs métaboliques; mais elle dépend de la charge nette
électrique de la surface de la membrane ou de la STF, du pH et de la forge
ionique du milieu d'incubation, MORGAN ( 122), KORNFELD ( 123), BAKER et
MORGAN ( 124)

b ) Formation d'un complexe entre la STF et le_réticulocyte

Cette deuxiéme &tape, par contre, répré@sente un véritable
processus de reconnaissance spécifique de la STF par le réticulocyte;

processus qui nécessite un apport d'énergie et qui est sensible 3 la
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température, JANDL ef al. ( ]25).vLe mécanisme intime de la reconnaissance
de la STF'par le réticulocyte reste encore mal connu. Cependant, des expe-
riénces ont été effectues afin d'é&lucider le rdle de la partie protéique
de la STF ou du récepteur, et de la partie glucidique de la STF ou de

la membrane, dans cette reconnaissance.

a) Influence de la partie protéique de la STF

La modification chimique des groupements aminés libres de la
STF provoque une fixation plus gran&e de celle ci sur les réticulocytes,
et une incorporation dﬁ fer plus faible & 1'intérieur de la cellule; cette
fixation supplémentaire se ferait sur des sites non spécifiques, 1'affinité
pour les sites spécifiques étant nettement diminuée, KORNFELD (1‘26 ).

8) Influence de la partie glycannique de la STF

L'élimingtion de 1'acide N-acé&tyl-neuraminique de la STF
humaine n'affecte paé profondément leur affinité pour les membranes du
réticulocyte de lapin, MORGAN et dﬂ.(]27 ), et KORNFELD (128 ).L'élimi-
nation de la moitié des monosaccharides des groupements glycanniques de
la STF humaine par 1l'action d'un mélange de glycosidases provenant d'un
précipité sulfate d'ammonium de la féve Jack, ne semble pas altgrer le
transfert du fer sur les réticulocytes de lapin, KORNFELD ( 129). De
plus, ce méme auteur, n'observe pas une diminution de l'incorporation du
fer par le réticulocyte en présence des concentrations croissantes en
glycopeptide pronmasique de la STF humaine ( jusqu'a 140 molaire excé@s
par rapport & la STF.

v) Influence de la partie glycannique du récepteur membranaire

La fixation de la sérotransferrine et le transfert du fer sur

les réticulocytes ne sont pas alterés lorsque les réticulocytes sont traités
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par la neuraminidase, HEMMAPLARDH et MORGAN (130 ). Par contre, LEIBMAN
et AISEN (131 ), suggérent que la partie glycannique de la sous-unité
majeure du récepteur qu'ils ont isolé, a un rdle décisif dans la fixation
de 1la STF sur le réticulocyte. En effet, la seule différence trouvée
. entre le récepteur du réticulocyte et le récepteur de 1'érythrocyte
mature consiste en 1'absence de la partie glycannique de cette sous—unité,
LEIBMAN et AISEN (132),

L'action de 1la ConcanaVaiine'A sur 1l'intéraction STF-réticulocytes,
effectue par LOH et MORGAN (133 ), n'inhibe pas la fixation de la STF
sur les réticulocytes, mais inhibe fortement 1'incorporation du fer dans
la cellule, cette réaction n'étant pas une simple conséquence de 1'agglu-
tination des réticulocytes. Ces auteurs expliquent ce résultat en supposant
que la Concanavaline A se fixe sur les glycoprotéines membranaires de la
cellule, soit par intéraction directe avec les récepteurs de la STF, soit
par productién d'un changement non spécifique de la structure de la membrane.

8) Influence de la partie protéique du récepteur

Le traitement des réticulocytes par la trypsine et la pronase,
montre que la fixation de la STF par les cellules nécessite une intéraction
avec un récepteur de nature protéique, HEMMAPLARDH et MORGAN (134 ),

e) Isolement du complexe

De nombreux travaux ont &té& effectués afin d'isoler le récepteur
membranaire de la STF,
En 1974, SPEYER et FIELDING (135 ), aprés incorporation de la

STF humaine doublement marquée au ]251 et >3

Fe et solubilisation des mem—
branes réticulocitaires humaines par le Triton X-100, isolent par passage
sur colonnes de Sépharose 2B et 6B un composé de masse moléculaire 230.000

qu'ils identifient commme le complexe STF-récepteur membranaire. Le récep-

teur aurait donc lui méme, une masse moléculaire de 150.000 daltoms. .
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Dans le systéme STF de lapin-réticulocyte de lapin, VAN-
BOCKXMEER.et MORGAN (136 ), en utilisant un détergent non ionique,le
Teric 12A9, isolent par chromatographie de tamissage moléculaire, un
complexe STF-récepteur, d'une masse moléculaire de 275.000 daltons.

Par contre, LIGHT (137 ), par passage sur colonne de Sépha-
rose 4B-STF des membranes solubilisées par le Tritom X-100, obtient
une protéine de masse moléculaire 65.000 3 70.000 daltons constituée
par deux monoméres. |

Récemment, LEIBMAN et AISEN ( 138), aprés incorporation de
la STF de lapin sur les réticulocytes et solubilisation des membranes
par 1e_Triton X-100, isolent, par passage sur colonne d'Ultrogél AcA22,
un complexe STF-récepteur de masse moméculaire 350.000-400.000 daltoms.
Le récepteur, de nature glycoprotéique, est constitué de déux sous—unités;
une de 95.000 daltons et l'autre de 176,000 daltonms.

¢ ) Transfert du fer vers la biosynthése de 1'hémoglobine

Le mécanisme de transfert du fer de la STF i la gloBiné reste
aussi trés mal connu.

Certaines expériences suggérent que le départ du fer de la
STF est prépedé par le déplacement de 1'anion carbonate impliqué dans le
site de fixation , EGYED (139 ), AISEN et LEIBMAN (140), MARTINEZ—ﬁEDELLIN
et SCHULMAN (141 ) et WILLIAMS et WOODWORTH ( 142). Ainsi, SCHULMAN et af.
(143 ), pensent 3 l'existence d'une enzyme ( anhydrase carbonique ), qui
enlevérait 1'ion carbonate de la STF; celle ci, reldcherait ainsi son fer
qui serait pris en charge par un intermédiaire.

En effet, le fait que le blocage des groupements thiols n'affecte
pas la fixation de la STF sur les membranes, mais le tragsfert du fer 2
1'intérieur du réticulocyte, EDWARDS et FIELDING ( 144) et FIELDING et

SPEYER ( 145), pourrait étayer cettte hypothése.
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D'aprés certains auteurs, la STF rentrerait 3 l'intérieur
de la celiule par un processus de pinocytose, et elle céderait son
fer 3 des intermediaires cellulaires, MORGAN et APPLETON ( 146),

SULLIVAN et af. (]47 ), MARTINEZ-MEDELLIN et SCHULMAN (148 ) et
HEMMAPLARDH et MORGAN ( 149).

Cependant, des études récentesmontrent que lorsqu'on couple
la STF i du Sépharose, elle reste capable de transférer son fer i 1'in-
térieur du réticulocyte et celui—ci se retrouve sur 1'hémoglobine,

GLASS et al.( 150), et LOH et aKf (151 ), ce qui infirmérait 1'hy-
pothése précédente.

L'intervéntion de 1'ATP dans le mécanisme de transfert du
fer a &té proposé depuis plusieurs annés, MAZUR et aﬂf ( 152) et MAZUR
et CARLETON ( 153),

Récémment, KAILIS et MORGAN (154 ), suggérent que 1'ATP est
une source d'énergie ﬁécessaire pour le processus d'endocytose dé la
STF qu'ils mettent en hypothése.

Par contre, EGYED (155 ), montre que 1'ATP est directemént
impliqué dans le transfert du fer., Cet auteur suggére que le détachement
du fer de la STF est un processus membranaire qui nécessite 1'intéraction
entre liATP et la membrane.

D'aprés FIELDING et SPEYER (156 ), la STF fixée sur lé récepteur
membranaire, donnerait son fer 3 un composant membranaire B] ; puis, le fer
serait transferé de ce composé i un autre composé memﬁranaire A, 1équé1
le cederait 3 un transporteur cytoplasmique identifié 3 la ferritine;
FIELDING et SPEYER (157 ) et NUNEZ et af. (158 ).

d ) Détachement de la STF de_la membrane

Le départ du fer de la STF provoquant un changement de confor-
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mation de la protéine entrdinerait son détachement de la membrane.
Cependant,.jusqu'é présent aucune preuve n'a &té amenée pour infirmer
ou confirmer cette hypoth&se. On sait seulement que c'est un phénoméne
sensible 3 la tempgrature, et similaire 3 beaucoup d'égard i la deuxidme

~ &tape de la fixation de la STF sur les réticulocytes.

Le fer, absorbé au niveau de 1'intestin , traverse les enté-
rocytes par un mécanisme encore trés mal connu. Cependant, deux protéines
capables de fixer le fer ont &té& isolées dans les cellules de la muquéusé
intestinale. La protéine 1 est une forme_de ferritine différente dé la
ferritine d'autres tissus cellulaires, HUEBERS ef af. (159 ). La protéine
2, capable de fixer.déux atomes de fer, possé&de une masse moléculaire de
78.000 daltons et est constituée par deux sous-unités, POLLACK et LASKY (160).

‘Le mécanisme du passage du fer 3 travers la membrane basale des
entérocytes reste inconnu. D'apré&s FORTH et RUMMEL ( 161 ), le fer serait
préalablement réduit i 1'état d'ions ferreux et traverserait la membrané
sous forme de complexe. Une fois 3 1'extérieur de 1'entérocyte, le fer
serait oxydé a 1'état ferrique et fix& par la STF.

La STF dirigerait le fer, soit vers les organes érythroﬁoietiques
ol le fer est utilisé comme nous 1'avons décrit i la page , SOit vérs dés
tissus comme le foie et la rate, ol il est mis en réserve sous forme dé

ferritine ou d'hémosidérine.

b) Foie

Le mécanisme du passage du fer de la STF i 1'intérieur des
cellules hépatiques reste encore trés mal connu.

MAZUR et al. (162 ), ont montrd , en 1960, que le transfert
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du fer n'était pas inhibé par une large variété d'inhibiteurs métaboliques.
Le fer passerait donc & l'intérieur des cellules par un processus non
enzymatique, MAZUR et af. ( 163 ).
Par contre, pour GARDINER et MORGAN ( 164 ), la STF serait
' reconnue par un site récepteur spécifique, récepteur détecté par VAN-
BOCKXMEER et al. ( 165). Le mécanisme de transfertkdu fer ne sérait donc
pas . trés différent de celui des réticuloéytes, GROHLICH et aﬂ,( 166 ).
L'échange de fer entre la STF et le foie est revérsiblé car
lorsque l'organisme a besoin d'un apport supplémé&ntaire en fér, celui-ci
peut €tre mobilisé a partir du foie et d'autres organés dé réserve,
Des évidences montrent que le fer est préalablément réduit avant dé
quitfer la cellule, et dans le liquide extracellulaire oxyd& avant
d'étre fixé par la STF,

Deux mécanismes ont été proposés pour la réduction intracellu-—
laire du fer. Le premier propose comme responsable la xanthine oxydase,
MAZUR et CARLETON ( 167 ), L'autre, par contre, propose 1'acide ascor-
bique comme agent réducteur, LYNCH et af.( 168 ), Les ions ferreux,
une fois la memBrane traversée, seraient oxydés sous forme d'ions ferri-
ques par la céruléoplasmine, et fixés ensuite par la STF plasmatique.

c) Placenta

La STF présente aussi la capacité de se fixer lé placenta ét
transférer son fer au foetus , VOSBURGH,ét FLEXNER ( 169 ), AWAI, CHIPMAN
et BROWN ( 170 ) et ELMER et BROWN ( 1%1 ), ont montré chéz le rat qu'un
seul des deux sites de la STF donne sonfer au placenta et que c'est 1é
méme site qui est responsable du transfert du fer au réticulocyte, .

D'ailleurs , d'aprés LAURELL et MORGAN ( 172 ), le mécanisme de fixation
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de la STF sur le placenta ne serait pas tré&s différent de la fixation sur
les réticulocytes. De plus, VAN-BOCKXMEER, HEMMAPLARDH et MORGAN ( 173 ),
ont démontré la présence d'un récepteur de la STF dans le placenta;

la fixation spécifique de la STF &étant d'ailleurs deux foisbplus

@levée sur ce récepteur dans le placenta que dans la moelle osseuse.

Afin d'expliquer le mécaﬁisme par lequel la STF peut trans-
ferer le fer 3 des tissus différents, FLETCHER et HUEHNS ( 174 ), en
1968, emettent une hypoth&se ( Fig.5 , p.28 ) fondée sur la base de
leurs résultats expérimentaux D'aprés ces auteurs, un des sites de
fixation du fer domnerait préferentiellement son fer aux erythroblas-
tes de la moelle osseuse et au placenta. L'autre site serait réconnu
préférentiellement par les cellules de réserve du foie.

De nombreux travaux ont &té effectués afin de vérifiér cette
hypothése.

Les résultats obtenus ont‘montré que dans un systéme hété-—
rolégue ( STF humaine—réticulocyfe de lapin ), les cellulés utilisent
préférentiellement le fer fixé sur 1'un des deux sités, FLETCHER ( 175 ),
CHERNELCH et BROWN, ( 176 ), ZAPOLSKI et al. ( 177 ), et HARRIS et AISEN ( 178).

Par contre, la STF humaine donne son fér aux réticulocytes
humains ( donc, dans un systéme homologue ) indifférement i partir de
ses deux sites, HARRIS et AISEN ( 179 ),

Egalement, la STF de lapin donne son fer indifféfeﬁent -
partir de ses deux sites aux réticulocytes de lapin, HARRIS et AISEN
( 180 ) et PRINCIOTTO et ZAPOLSKI ( 181 ),

L'hypothése de FLETCHER et HUEHNS semble se confirmer,




Réticulocytes

Figure 5
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Cellules
de réserve

Schéma de 1'hypothése de FLETCHER~HUEHNS, d'aprés BROWN (182)

La STF peut fixer le fer sur les sites A et B. Le fer du site
A est liberé préferentiellement aux réticulocytes ( et placenta).

Le fer du site B est liberé préferentiellement aux cellules

- fis
de réserve. Ny,
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cependant, dans un systéme homologue, d'apr&s les travaux effectués

sur le rat " in vivo " et " in vitro " de AWAI et af.(183).

IV - CONCLUSIONS

Les résultats que nous venons d'exposer dans ce chapitre
de généralité@s nous montrent, qué si lés.sérotransferrines de vertebrés
appartiennent bien 3 un méme groupe de protéines, aux propriétés
physico—chimiques tr&s voisines, les informations concernant leur
ﬁartie glycannique sont fragmentaires et disparates, et la seule
structure compléte connue est célle des glycannes de la STF humaine.
D'autre part il apparait d'aprés ces résultats que le mécanisme
moléculaire de l'inféfaction entre la STF et le réticulocyte reste
;rés mal connu.

Notre but,dans ce travail, est donc d'élucider le rdle
éventuel de la partie glucidiqué dé la STF dans cette intéraction.
En effet, 1'hypothése de travail ést fondée sur 1'observation que
la fixation du fer sur la STF entrainait uné modification de la
conformation de 1a pfotéine. Cette modification entrainerait
elle-méme une modification de la conformation spatiale des groupements
glycanniques de mani@re 3 ce que ces groupements puissent reconnaftre
le récepteur membranaire ( Fig.6 p. 30).

La différence d'affinité entre la STF humaine et la STF
de 1apin pour les réticulocytes de 1apin,>pourrait provenir d'une

différence éventuelle de structure de la fraction glycannique entre
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Fig 6: Schéma hypothétique de la fixation réversible de la STF sur la

membrane des réticulocytes.




les deux giycoprotéines.

Nous avons donc été amené 3 isolér la fraction glucidique
de la STF de lapin, et 3 déterminer leur structure. Ultérieurement
_cette fraction a été utiliséé afin de vérifier si les groupements
glycanniques de la sérotransférriné jouént un rdle dans 1'intéraction

STF-réticulocytes.
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I - PREPARATION ET' ANALYSE DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

Le procédé de préparation utilisé est une modification des
méthodes de ROOP et PUTNAM ( 184 ) et de MARTINEZ-MEDELLIN et SCHULMAN

(185 ), appliquées au sérum de lapin.(Fig.7 p.34 ).

A - PRELEVEMENT DU SANG DE LAPIN ET OBTENTION DU PLASMA

Le sang de lapin est recueilli directement dans des seaux en

plastique sur une solution d'héparine ( 3 raison de 5.000 unités par litre

‘de sang)dans'NaCI 9 p.100§;ceci pour éviter une importante hémolyse due

aux conditious de récupération du sang. En effet, le prélevement se fait
dans un abbatoir privé, et les lapins pendus par les pieds sont d'abord
assomés, puis égorgéé, et le sang recueilli dans les seaux en grandes
quantités, contient de 1'ufine et des poils. Le sang est ensuite centrifugé
pour &liminer les &lements figurés, et le plasma récuperé est dialysé,

puis lyophilisé.

B -~ PRECIPITATION AU RIVANOL PUIS AU SULFATE D'AMMONIUM

1 . Réactifs

=RE==skss

- Solution de chlorure de sodium 3 9 g. p.litre.

- Tampon 0,005 M en 2-amino-2hydroxy-méthyl-1,3 dipropaneidol-

ou " Tris ", ajusté 3 pH 8,8, avec 1l'acide chlorhydrique.

- Solution de rivanol ( lactate de 6,9 diamino-2-é&thoxy-acridine)

a 0,6 p.100, obtenue en dissolvant 6 g. de rivanol dans 1 litre

du tampon " Tris " précédent.

- Solution de chlorure ferrique a 2,32 g. de FeCl, 4 6 H20 par

3

litre de tampon 0,1 M en citrate de sodium de pH 8,6.




culot rejeté

précipité

précipité

précipité

Sang de lapin ( héparine )
1000 g, 20 min.

Plasma
‘ précipitation rivanolique
rejeté _
Surnageant
amené 3 5 p.100 en NaCl
rejeté
Surnageant
amené 3 55 p.100 de saturation
. en (NH4)ZSO4 »
rejeté
Surnageant _
amené 3 70 p.100 de saturation
en (NH4)ZSO4

surnageant rejeté

Figure 7

Précipité contenant la STF .

DEAE-Séphadex; Tris-HC1 0,05 M,pH 8,6
Gradient discontinu en NaCl.

- . Praction 0,1 M en NaCl

SP-Séphadex; citrate de Na 0,02 M
Gradient continu.de pH 5 3 6.

Fraction de STF

deuxiéme SP—Séphadex dans les
mémes conditions.

STF purifiée

: Schéma d'isolement de la STF de lapin par précipitation

sélective et chromatographie d'échange d'ions.
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2 . Mode _opératoire

=oc==gBSlZL01lE

A 50 g. de plasma de lapin dissous dans 750 ml de sérum
physiologique, on ajoute 2.250 ml de tampon " Tris " de pH 8,8 et
5 ml de la solution ferrique. Puis, on ajoute goutté a goutté 3 1.
de la soulution de rivanol, pendant une nuit 3 4°C, sous agitation.

Le mélange est centrifugé 3 8.000 g pendant 20 minutes, et
la surnageant, qui contient la STF, est additionné dé chlorure de
sodium cristallisé, de fagon & obtenir une solution 3 5 g. de NaCl
pour 100 ml. Aprés un repos d'une nuit 3 4°C, le rivanol précipité
eét éliminé par centrifugation et filtratiom sur papiér, Lé surnageant
est dialysé contre de 1'eau permutée et lyophilisé.

10 g. de cette . fraction rivanolique sont dissous dans 500 ml
d'eau distillée. On éjbute aloré,vsous agitation, du sulfaté d' ammonium
_pour obtenir une concentration finale i 55 p.100 de saturation. Les
immunoglobulines G ( IgG ) précipitent, et aprés uné nuit 3 4°C, le
précipité est &liminé par centrifugation. Au surnageant, on ajoute du
sulfate d'ammonium pour oBtenir une concentration finalé a 70 p.100 de
saturation, entrainant ainsi la précipitation de la STF. Aprés une nuit
de repos a 4°C, le précipité@ est récupéré par centrifugation, dissout
dans de 1'eau distillée, dialysé contre de 1'eau permutée pendant

quatre jours et lyophilisé.

C - PURIFICATION SUR DEAE-SEPHADEX

La STF obtenue par précipitation sélective est purifiée sur
DEAE-Séphadex A-50. 8 g. du précipité 70 p.100 de saturation au sulfate
d'ammonium sont dissous dans un petit volume de tampon Tris~HC1 0,05 M,

pH 8,6 et d&posés sur une colonne de DEAE-Séphadex A-50 ( 6,5 x 40 cm )
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stabilisée dans le méme tampon.
L'&lution s'effectue par passage du tampon Tris-HC1l 0,05 M
en NaCl; 0,1 M en NaCl; 0,15 M en NaCL et enfin 0,2 M en NaCl. Chaque

fraction est dialysée et lyophilisée.

D - PURIFICATION SUR SP-SEPHADEX

La fraction 0,1 M en NaCl recueillie apré@s passage sur
DEAE-Séphadex est purifiée par passage sur colonne dé SP-Séphadex C-50,
selon une modification de la méthode de MARTINEZ- MEDELLIN et SCHULMAN ( 186).

1 g. de la fraction NaCl est dissous dans un petit volume de
tampon citra?e de sodium 0,02 M, pH 5, et déposée sur uné colonné dé
SP-Séphadex C-50 ( 3,8 x 17 cm ), équiliﬁrée dans le méme tampon.

Aprés lavage par 400 ml du méme tampon, on &lue par un
gradient linéaire de pH 5 a3 pH 6 ( 500 ml de tampon citrate de sodium
0,02 M pH 5 et 500 ml de tampon citrate dé sodium 0,02 M pH 6 ). Le
pic de la STF est dialysé&, puis lyophilisé. Un deuxiémé passage sur
colonne de SP-S&phadex C-50 est effectué suivant le mame protocole,

pour éliminer les derniéres traces d'h&mopexine.

E - CHROMATOGRAPHIE SUR ULTROGEL AcA 44

La STF peut subir une ultime purification‘par tamissage
moléculaire sur Ultrogel AcA 44 qui a une zoné dé fractionnémént pour
les protéines gloBulaires entré 12.000 et 130,000 daltons. La'colonné
type " Pharmacia " ( 5 cm x 90 cm ) esé équilibrée dans uﬁ tampon Tris

0,1 M, NaCl 1 M, pH 8. L;élution s'efffectue par le méme tampon,
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F - CONTROLE DE L'HOMOGENEITE DES PREPARATIONS DE SEROTRANSFERRINE

DE LAPIN

Chaque fraction est analysée par &lectrophorése sﬁr acétate
de cellulose et par électrophorése en plaque de gel de polyacrylamide.
Les préparations les plus purifiées sont analysées par immunoélectro-—
phorése en gélose afin de vérifier 1'homogéneité des préparations de
STF et déceler la présence d'hémopexine.

1 . Electrophorése sur_acétate de_cellulose

P e e 1 ]

a ) Electrophorése

Les &lectrophoréses sont réalis@es sur des bandes de
2,5 cm x 16 cm fournies par POLIPHOR, dans le tampon LAURELL (187 ),
pH 8,6 et sous une tension de 120 V pendant 90 minutes.

b ) Révélation

La révélation des protéides est réalisé@e soit & 1'Amidoschwartz,
soit & l'ortho-dianisidine, révélation spécifique des hémoprotéines
utilisant les propriétés péroxydasiques de 1'héme. Cette derniére
révélation permet déceler la présence d'hémopexine dans les préparation
de STF, toutes deux étant des B-1 globulines, migrent au méme endroit
en électrophorése. La composition du réactif est la suivante:

. 1
100 mg. O-dianisidine ( 3,3 —-diméthoxy-benzidine ) dans

70 ml d'éthanol.

10 ml Tampon acé&tate de sodium 0,1 M pH 4,7.

- 18 ml d'eau distillée

- 3 ml d'eau oxygenée i 130 V

L'hémopexine développe une coloration rouge, en prééence de

ce réactif.
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2 . Immunoélectrophorése sur_gélose

- Les immunoélectrophoréses sont réalisées selon la méthode
de GRABAR et WILLIAMS (188 ), modifi&e par SCHEIDEGGER ( 189 ).
L'électrophorése sur gélose, effectuée dans un tampon véronal de pH 8,2
et sous une tension de 30 V pendant 90 minutes, est suivie d'une
diffusion de 48 heures contre un sérum de Chévre anti-protéides

'sériques de Lapin.J

3. Electropgorése en _plaque de gel de polyacrylamigg

Les électrophoréses en plaque de gel de polyacrylamide sont

réalisées suivant le protocole de KERCKAERT ( 190 ),

A - MASSE MOLECULAIRE

La masse moléculiaire de la STF de lapin a été déterminée
par équilibre de sédimentation dans une ultracentrifugeuse Beckman

modéle E, selon la méthode de YPHANTIS ( 19! ), modifiée par CHERVENKA (i92 ).

B - FIXATION DU FER

La capacité de fixation du fer par la STF de lapin est déter -

minée selon le procédé de SURGENOR et coll. ( 193 ), modifié par SPIK (194 ).

250 g. d'aposérotransferrine sont dissous dans 25 mi de tampon
citrate de sodium 0,1 M, pH 8,6, et répartis par fractions de 3 ml dans
des tubes & hémolyse. Des quantitds croissantes de la solution ferrique
d'AZARI et BAUGH (195 ), sont- ajoutdes aux différents tubes. Les tubes
sont agités, et la mesure des absorbances est effectuée i 460 nm. aprés

un repos d'une nuit 3 1'obscurité.
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2 . Calculs
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On trace la courbe de saturation en portant en abcisse les
volumes de solution de sel ferrique ajoutés , et en ordonnée, les absorbances
- des solutionms.

Le point d'intersection entre la courbe ascendanté et le palier
de saturation, donne le volume de solution ferrique nécessaire pour
obtenir la saturation.

Connaissant le taux de fer de la solution d'AZARI ét BAUGH
( 196 ), oﬁ peut déterminer la quantité de fér fixée 3 saturation par
la STF ( la concentration exacte en protéine &tant détérminée par éxtrait

sec ).

C - DETERMINATION DE LA COMPOSITION MOLAIRE EN ACIDES AMINES

Les compositions en acides aminés sont détermines a
1'Auto-analyseur Beckman Multichrom, aprés hydrolysé acide de l1la STF.
L'hydrolyse est &fféctuée en tubes scellés sous vide, par l'acide
chlorhydrique 5,6 N bidistillé, pendant 24, 48 et 72 heurés dans une
étuve 3 105°C.

Le dosage du tryptophane a été effectué selon le procédé
de BENCZE et SCHMID ( 197 ).

Le dosage de la cystéine sur la STF nativé étant peu fiaEle,
le nombre de demi-cystine a &té déterminé 3 1'Auto-analyseur sous
forme devS—carboxyméthylcystéine. La réduction de la STF est &ffectuée
en miiieu chlorhydrate de guanidine 6 M selon le procédé de CRESTFIELD

et al. ( 198 ); l'alkylation est ensuite réalisée par 1'iodoacetamide,

D - COMPOSITION EN GLUCIDES

" "

Les oses

neutres ont &té dosés par les méthodes colori-
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métriques 3 1l'orcinol-sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI ( 199),
modifiéepar RIMINGTON ( 200 ),et 3 1'anthrone-sulfurique de DREYWOOD
( 201 ), modifiée par SHIELDS et BURNETT ( 202 ). Les"témoins internes"
sont des solutions titrées de galactose e£ mannose (1 :1 5.
Les osamines sont dosées par la méthode colorimétrique
d'"ELSON et MORGAN (203 ), modifide par BELCHER et coll. ( 204 ),
_ aprés avoir &té libérées par une hydrolyse effectuée i 100°C avec
de l'acide chlorhydrique 4 N, pendant 4 heures.
Les acides sialiques sont dosés par la méthode 3 la
.diphenylamine de NIAZI et STATE ( 205 ), modifiée par WERNER ét ODIN( 206).
Les protocoles‘expérimentaux sont ceux préconisés par

MONTREUIL et SPIK ( 207 ).

SRESESSSEEETTETSEEERES

Les rapports molaires sont déterminés par chromatographie
en phase gazeuse aprés méthanolyse, selon le procé&dé@ décrit par

ZANETTA et af. ( 208 ), modifié& par FORNET ( 209 ).

II1 - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES DE LA SEROTRANSFERRINE

DE LAPIN

A - HYDROLYSE PROTEINASIQUE

1 ; Hydrolyse pronasigue

Nous avons appliqué, dans ses grandes lignes le procédé
de YAMASHINA et MAKINO ( 210 ), modifié par MONSIGNY, ADAM-CHOSSON ét

MONTREUIL ( 211).
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A upe solution de 5 g. d'apo-sérotransferrine, dans 500 ml
d'acétate de calcium 0,01 M, on ajoute 100 mg de pronase ( Calbiochem ).
L'hydrolyse est effectuée 3 pH 7,8 et 3 37°C, sous agitation, pendant
48 heures. Le pH est maintenu constant par 1l'addition de soude 0,15 N,
controlée par un titrateur automatique ( pH-stat TIT IC Radiometer ).

L'hydrolysat est ensuite ajusté a pH 4,5 avec l'écide

. acétique, puis concentré i 10 ml énviron et traité par 10 volumes
d'éthanol absolu froid. Le méiange est maintenu pendant 18 heures a

2°C. le précipité qui s'est formé est recueilli par centrifugationm,
dissous dans 250 ml d'acé&tate de calcium 0,01 M et soumis & une nouvélle
hydrolyse pronasique dans les conditions décrites ci~-dessus. Ce protocole

expérimental est répété encore une fois; le troisiBme précipité &thanolique

répresente la " Fraction glycopeptidique totale " ( FGT ).

Nous avons appliqué le procédé de HIRS et al. ( 212 ).

1,5 g. d'aposérotransferrine de lapin réduité, sélon le pro-
cédé de CRESTFIELD et akf ( 213 ), et alkylée, sont remis en suspension
dans 75 ml de tampon bicarbonate d'ammonium 0,1 M, pH 8,2; L’hydrolysé
est effectuée 3 37°C pendant 8 heures au pH-stat TTT IC Radiométer.

Le mélange est maintenu 3 pH 8,2 par la soude 0,1 N. On ajouté 2 fois

a4 4 heures d'intervalle, 30 mg de trypsine ( EC 3.4.4.4 ) ( rapport

enzyme—substrat : 1/50 ).
La réaction enzymatique est arrétée par addition de quelques

gouttes d'acide acétique glacial jusqu'a pH 5.
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B - FRACTIONNEMENT DES HYDROLYSATS

La " Fraction glycopeptidique totale " est dissoute dans
50 ml d'eau distillée et la solution obtenue est additionnéé d'un
volume égal d'une solution aqueuse d'acide trichloroacétique 3 10 g.
par 100 ml. Le mélange est maintenu pendant 18 heures 3 2°C. Le
précipité formé est &liminé par centrifugation, et la solution surna-
geante est purifiée par un paésagé successif sur des colonnes

(2 cmx 35 cm ) d'échangeurs de cations ( Dowex 50 x 8; " mesh " 50-100;
forme acide ), puis d'anions ( Duolite A-102-D ; " mesh " 50-100;
forme formiate .). Le liquide @éffluent est éoncentré dans un évapora-
teur rotatif, puis injecté& sur une colonné ( 2cm x 100 cm ) de gel

de Séphadex G-25, afin d'éliminer les peptides qui n'ont pas été
rétenus par les &changeurs d'ions.

Le répérage des constituents glycopeptidiques dans l'eéffluent

est effectué par la méthode au phénol—sulfﬁrique de DUBOIS et al. (-214 ).

L'hydrolysat trypsique est concentré dans un &vaporateur
rotatif, puis injecté sur ume colonne ( 2,7 cm x 80 em ) de gel de
Séphadex G-50. Le répérage des glycopeptides est réalisé par la méthode

colorimétrique au phénol-sulfurique de DUBOIS et af. ( 235 ).

C - PURIFICATION DES GLYCOPEPTIDES

La fraction glycopeptidique, soit pronasique, soit trypsique,
est soumise 3 1'électrophorése préparative en toit, sur papier Whatman 3.
Le dépot est de l'ordre de 1 mg de glycopeptide par cm. Les systémes

tampons utilisés sont les suivants:
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- pH 2,4 acide acétique 1 N, de 1la cathode vers 1l'anode.
- pH 2,4 acide acétique 1 N, de 1'anode.vérs la cathode,
- pH 6,5 pyridine/eau/acide acétiqué ( 253225311 ),
Les électrophoréses sont réaliséés péndant 18 héﬁrés sous
une tension de 10 V/cm.
Aprés séchagé du papier et répérage dés glycopeptides par
révélation des bandes latérales par le réactif i la ninhydriné-cadmium
.ét par celui 3 1'acide periodique-bénzidine, de MONTGOMERY ét WU ( 216 ),
spécifique des glucides, les bandes dé papiér rénférmant dés glyco-

peptides sont éluées par de 1'eau distillée,

IV - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES DE LA SEROTRANSEERRINE

DE ‘LAPIN

a

A - DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES CHAINES PEPTIDIQUES

1. Identification des acides aminés N-terminale et C-terminale

La nature des acides aminés en position N-termonale des
glyéopeptides est déterminée par dansylation. Celle-ci est &ffectuée
suivant la technique de HARTLEY (217), ét 1'identificaﬁion des acides
aminés dansylés, selon le protocolé de WOODS et WANG (218) et de
HARTLEY (219). La naturé de l'acidé aminé en position C—terminale
a été déterminée par dansylation apré&s l'action de la Carboxypeptidase A

“( E.C.3.4.2,1 ),

Nous avons utilisé la dégradatiom récurrente d'Edman
couplée 3 1'identification dés PTH—amino—acidés, suivant le protocole
mis au point par HAN ef al.(220). Nous avons recherché la présence
du Tryptophane, aprés la méthode dé TABONE ef af.(221) et REDDI et

KODICEK (222).
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B - ACTION DE LA NEURAMINIDASE

L'hydrolyse est effectuée 3 pH 5,9kdans du tampon acétate de
sodium 0,1 M peﬁdant 4 heures i 37°C par la neuraminidase (EC 3.2.1.18)
- de Clostrnidium pengringens ( 0,25 U/15 mg de glycopeptide ),

Lorsque la réaction est terminée, la solution est directement
soumise 3 une &lectrophoré@se préparative sur papier Whatman 3 MM, sous
- une tension de 7V/cm, pendant 16 ﬁeures, dans le tampon acide acétique 1IN
de pH 2,4 , de 1'anode vers la cathode.

Aprés sé@chage de 1'électrophorégrame et répérage dés glyco-
peptides par révélation des bandes latérales par 1é réactif & lé nin-
hydrine-cadmium, les bandes de papier renfermant dés glycopéptides,
sont &luées par de 1'eau distillée. |

Le taux d'acide sialique ré&siduel des glycopéptidés est
déterminé colorimétriquement pér &osage 4 la diphénylamine suivant
la méthode de NIAZI et STATE ( 223 ), modifiée par WERNER et ODIN ( 224 ),
et par chromatographie en phase gazeuse aprés méthanolysé, sélon le

procédé décrit par ZANETTA et af.( 225 ), modifié par FOURNET (226 ),

C - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GROUPEMENTS GLYCANNIQUES

Les compositions centésimales et molaires en glucides

des glycopeptides ont été éffectués par les méthodes décrites i la p.40..
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Les glycopeptides pronasiques ont &té perméthylés par la
méthode de HAKOMORI ( 227 ), modifide par SANFORD et CONRAD ( 228 ),

a) Préparation de 1'hydrure de sodium exempt d'huile et

du méthyl-sulfinyle-carbanion

Bans un fééon'a pénicilline de 100 m1 est introduit 3 g.
d'hydrure de sodium ( mé&langé a 55 7 avec de 1'hui1é minérale ).
L'hydrure de sodium est lavé par trois fois sous agitation avec 30 ml
dé pentane ou d'hexane. Aprés le troisidme lavage, le flacom est scéllé.
Le solvant est &liminé i 1'aide d'une aiguille hypodermique et 1'hy-
dr?re de sodium est séché par un lent courant d'azote, 30 ml dé
diméthylsulfoxide sént introduits dans le flacon. La solution est
alors portée dans un bain ultrasonique. Lorsqué la production d'hy-
drogéne est arrétée, le flacon est retiré du Bain ultrasonique ét placé
sous azote. Le méthylsulfinyle carbanion est conservé 3 l'obscurité
3 4°C. La solution ainsi préparée est 3 la concéntration dé 2,09x10_3moles
de méthyl-sulfinile carbanion par ml.,

b) Perméthylation

Le glycopeptide lyophilisé dans un flacon & pénicilliné
est reprié par 1 ml de diméthylsulfoxide. Le flacon est scéllé et placé
sous courant d'azote; ensuite, il‘est placé dans un bain ultrasonique.
0,5 ml de méthyl—~sulfinile carbanion est additionné dl'aide d'une
aiguille hypodermique; 1le flacon est placévdans le bain ultrasonique
pendant 30 min.Une fois rét.iAré du bain u1trasoni_q.ue;, il est laissé

4 heures 3 température ambiante, puis congeld, 1 ml d'iodure de méthyle
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est ajouté sur le produit congelé et le flacon est placé 30 minutes
au bain ultrasonique.

La solution contenant le glycopeptide perméthylé est versée
dans 10 ml d'eau distillée. Le sucre méthyié est extrait par 3 fois
5 ml de chloroforme. Les phases organiques rassemblées sont lavées
par 5 fois 5 ml d'eau distillée. La phase organique est sé&chée par
du sulfate de sodium anhydre, filtrée et Eévaporée 3 l'évaporatéur
rotatif.

Le produit ainsi méthylé est purifié sur uné coloﬁné
( 2 x 50 cm ) de Séphadex LH 20 dans le systéme solvant chloroforme-
éthanol ( 1:1 ), Le répédrage du produit méthylé se’faip par la méthodé
au phénol-sulfurique, de DUBOIS el aﬂf (229), Les ffactions sont
rassemblées, évaporées A sec § l'évaporateur rotatif, reprisés par
du chloroforme dans un tube A méthanolyse, Aprés.séchagé sous courant
d'azote, le tube est placé pendant 24 heurgs sous PZOS'

¢) Analyse des produits méthylés

Le glycanne péﬁméthylé est méthanolysé ( 1 ml de méthanol-
chlorhydrique 0,5 N pendant 24 heures a 80°C ). Les dérivés méthylés
sont identifi&s, aprés peracétylation ( pyridine/anhydride acétique:
1 : 1, 45 minutes 3 105°C ), par chromatographie en phase gazeuse

sur colomnne Carbowax 6000 3 37 sur Chromosorb W ( AW )DMCS "mesh"

100-120, 3 température programmée de 130°C i 200°C 3 raison de 2°C/min.,

sous un débit de gaz vecteur ( azote ) de 20 ml/min. La témperature

de 1'injecteur et du détecteur, é&tant de 200°C.
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Les spectres de résonance magnétique nucl&aire du proton

1H 3 360 MHz sont effectués sur des solutions renfermant 5 3 10 mM

~ de glycopeptides stabilisés plusieurs fois dans DZO’ i 1'aide d'un spectrométre

BRUCKER HX-360, en opérant 3 1'aide des transformations de FOURIER
i 25°C et 60°C.

Les déplacements chimiques des protons sont donnés par
rapport au 2,2-diméthy1-2-silipentane-S-sulphonéte dé sodium ( indiréc—
tement par rapport a4 l'acétone dans DZO : 8= 2,225 ppm; ).

L'interprétation des spectrés a été réndue possiblé.gracé
d 1'étalonnage préalable des déplacements chimiques dés protons i
1'aide de glycopeptides et d'oligosaccharidés dé structﬁré connué,

En particulier, les déplacements chimiques dés protons oﬁténus avéc

les glycopeptides de la sérotransferriné de lapin avec ét sans acides
sialiques ont &té comparés avec les valéurs oBtenues lors dé 1'étudé

des glycopeptides'de la sérotransferriné humaine ( DORLAND et al,( 230)),

de différents sialyloligosaccharides ( DORLAND et al, ( 231)), et qui

ont &té résumés dans la revue générale de MONTREUIL et VLIEGENTHART ( 232).

V - INCORPORATION DE LA ‘SEROTRANSFERRINE SUR ‘LES

RETTCULOCYTES EN PRESENCE DES -GLYCOPEPTIDES

A ~ PREPARATION DU SANG ENRICHI EN RETICULOCYTES

La-réticulocytose est induite chez les lapins " Fauves

]

de Bourgogne " par 4 saignées répétées, tous les deux jours, de 40

ml de sang 3 la veine interne de l'oreille.




- 48 -

Le dernier prélevement est effectué juste avant 1'expériences
d'incubation, sur héparine ( 5.000 U/ml ) 3 raison de 10 Unités par
ml de sang.

Le plasmﬁ.est éliminé par centrifugation a 4°C dans une
centrifugueuse Beckman, modéle J 21, & 800 g pendant 7 minutes; puis,
le culot dﬁ‘cellules est lavé 3 fois par le tampon de HANKS et WALLACE( 233).
Le taux de réticulocytes est détermiﬁé aprés coloration des cellules

par le bleu de Unna.

B - PREPARATION DES TRANSFERRINES MARQUEES

| . Marguage 3_1'iode 125_(!%°1)

La STF est marquée 3 1l'iode 125 ( Na 1251 sans entralneur ),
selon une méthode dérivée de HUNTER et GREENWOOD (234 ), de maniére
a4 fixer au maximum 1 atome d'iode par molécule de STF.

a) Matériel

- Bicarbonate de sodium 0,02 M sans entraineur,

- Na 1251 ( 213 mCi/ml ); 10 ul q.s.p. 1 ml par NaHCO

3 0,02 M,
- NaI froid : 7 mM dans NaHCO3 0,02 M.
- Chloramine T : 1 mg/ml dans NaHCO,, 0,02 M.
- Metabisulfite de sodium : 1 mg/ml dans NaHCO, 0,02 M.

3

- KI : 10 mg/ml dans NaHCO_ 0,02 M.

3
b) Méthode

Dans un bain de glace, on ajoute & 1 mg d'aposérotransferrine

125

dans 0,5 ml de NaHCO, 0,02 M, 50 ul de la solution de Na I, 20 pul de

3

NaI froid et 100 yl de chloramine T comme agent oxydant., On laisse en

contact pendant 2 minutes en agitant, et on ajoute alors 100 ul de 1la
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solution de métabisulfite de Na pour réduire 1'iode en iodure;
puis, on dilue 1'iodure en excés par 800 ul de KI comme entralneur.

Le mélange est ensuite dépos& sur colonne de Séﬁhadex G-25
( PD~10 ; " Pharmacia " ; 1,5 cm x 9,5 cm ), équilibrée dans un tampon
citrate de sodium 0,1 M, bicarbonate de sodium 0,1 M, pH 8,6 et &luée
par ce méme tampon.

La STF ainsi marquée 3 1'1251 est préte pour la saturation

en fer froid, selon le proc&dé décrit 3 la page 38 , ou en 59Fe.

2 . Marquage au 59Fe

, . ~ 5 ey s '
L'aposérotransferrine est marquée au 9Fe en utilisant une
bkégére modification de la méthode décrite i la page 38,

a) Matériel

-59FeC13 ( 14,6 mCi/mg ) en solution dans HC1 0,4 N ( 0,38 mCi/ml),
-Citrate de sodium 0,1 M, bicarbonate de sodium 0,1 M, pH 8,6.

- Citrate de sodium 0,1 M, bicarbonate de sodium 0,1 M,pH 10.
-57FeC13 dans le tampon citrate pH 8,6 précedent, 3 raison

de 52 ug de fer par 100 ul.

b) Méthode

On prépare la solution de sel ferrique radioactive én mélan~
geant 20 ul de solution de 59FeCl3, 20 pyl du tampon citrateva 10, et
55 pl du tampon citrate pH 8,6, contgnant le fer frqid, de mani&ge a
obtenir un pH neutre. Cette solution contient 3,23 ug de fer par 10 ul.

- . - 125 '
A 1 mg d'aposérotransferrine, marquée au I ou non, en

solution dans le tampon citrate pH 8,6, on rajoute 5 ul de la solution
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ferrique radioactive décrite ci-dessus, correspondant a 10 p.100

de fer en excé@s par rapport 3 la quantité stoechiométrique nécessaire
pour fixer deux atomes de fer par molécule. Aprés deux heures de contact
d l'obscurité, le mélange est déposé sur une colonne de Séphadex G-25
( PD~10 " Pharmacia ", 1,5 ecm x 9,5 cm ), &quilibrée dans le tampon
de HANKS et WALLACE ( 235) et &luée par le méme tampon.
Les STF ainsi marquées‘sont prétes d 1l'emploi pour les incorpo-
rations sur les réticulocytes. Leur concentration est déterminée

spectrophotométriquement en prenant comme coefficient d'absorption

lp 100

] cm =11 pour l'aposérotransferrine de lapin et 13,8 pour la

saturée en fer. ( Ces coefficients ont &té déterminés en prenant
1'absorbance de solutions de concentrations sroissantes en STF, con—-

centrations mésurées par la méthode de LOWRY ( 236 )).

C - PREPARATIONS DES GLYCOPEPTIDES

Les glycopeptides pronasiques et trypsiques de la STF de
lapin, avec ou sans acides sialiques, sont préparés selon les pro-
tocoles décrits & la page 47, |

‘Des solutions méres de 10 & 30 mM dans le tampon dé,HANKS
et WALLACE ( 237 ), sont préparées, et ajustées a pH 7,4 par la soude
0,2 M pour les glycopeptides contenant de 1'acide 31a11que. Puls, on
effectue une série de dilutions au demi afin d'obtenir une gamme de

concentrations.

D - PROCEDES D'INCUBATION

1. Matériel

~ Culot de cellules enrichi en réticulocytes.
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- Gamme de concentrations en glycopeptides.
~ Tampon de HANKS et WALLACE ( 238 ), dont la composition
est la suivante : NaCl, 8 g/1 ; KCl, 0,4 g/l ; CaCl, 0,14 g/l ;

Mgs0, (7 H,y0), 0,2 g/1 ; Na,HPO, (12 H,0), 0,12 g/1 ;

2
KH,PO,, 0,06 g/1 ; NaHCO,,

- Solutions de STF marquées selon le protocole décrit

0,35 g/l et glucose 3 1 g/l.

précedemment.
- Tampon phosphate isotonique 310 miliosmolaire (mOsm) de
pH 7,4. Soit NaH,P0, (2H,0), 20,962 mM (3,27 g/1) et

2
2 . Méthode

Na HP04(12H20) » 89,364 mM (32,006 g/1).

On répartit 0,2 ml de culot de cellules dans une série de
tubes 3 hémolyse en polystyréne. Dans chaque tube on ajoute 0,2 ml
de tampon de Hanks et Wallace. Les tubes sont mis & incuber dans un
bain marie couvert et thermostaté i 37°C, ainsi que les solutions de
glycopeptides et les transferrines marquées, 20 minutes avant de pro-
céder 3 la préincubation.

On préincube 10 minutes les tubes contenant les réticulocytes
avec 100 11 de solution de concentration croissante en glycopeptides,
puis on ajoute dans chaque tube la méme quantité de STF de lapin

N , s 40125 ; 57,
( de 80 a 150 Ug ) marquée, soit 3 1 I et saturée en ~ Fe ( non
radioactif ), soit uniquement au SgFe” soit doublement marquée au
125 59 . . . '
I et au ""Fe, et on laisse en contact 10 minutes en agitant douce-—

mant les tubes 3 l'obscurité, ol pendant des temps variables lorsqu'on

fait une étude cynétique d'incorporation.

La milliosmolarité se calcule en totalisant la concentration de toutes
les espéces ionisables en solution, sans tenir compte de la déviation du
comportement idéal des sels.




Dans chaque série, on introduit 3 témoins internes
dans lesquels, les solutions de glycopeptides sont remplacéés
par 100 ul de tampon de Hanks et Wallace,

Pour les expériences d'incorporétion du fer sans
essais d'inhibition par les glycopeptides, 1é protocolé ést
identique, excepté la préincubation avec les solutions de glyco-
© peptides. |

L'incubation est ensuite arr&tée en plongeant les
tubes dans la glace et en diluant immédiatémént par 4 ml dé tampon
phosphate isotonique i 0°C. Puis, les tuﬁgs sont bouchds et cen-
trifugés a 1.000 g pendant 4 minutes. Le surnageant ést éliminé
par aspiration, et le culot dé cellules éstAlavé 2 fois dans 1és
mémes conditions par 4,5 ml du méme tampon froid,

Le dernier surnageant est &liminé par aspiration, et
les tuges bouchés sont analysés dans un compteur des radiationmns
gamma INTERTECHNIQUE ( cristal 3 pouces, 3 canaux ).

Le 100 p.100 dé radioactivité totale est déterminé en
comptant 3 tubes témoins contenant la méme quantité de STF marquéé
qu'on a mis par tuEe. Le bruit de fond est déterminé par comptagé

de tubes contenant toutes les solutions exceptée la STF marquée,
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I - ISOLEMENT DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

Le sang de lapin recueilli en grande quantité ( environ
© 30 litres ) est partiellement hémolysé, malgré le traitement par
1'héparine. Pour un litre de sang nous obtenons environ 50 g de

plasma 1yop?ilisé.

A - PRECIPITATION AU RIVANOL PUIS AU SULFATE D'AMMONIUM

500 g dé plasma lyophilisé fournissent apré@s la précipi-

tafion rivanolique 76 g de précipité.

| Un premiér traitément de ce précipité au sulfate d'ammo-
nium ( & 55 p.100 de saturation ) fournit uné fraction surnageante
de 36 g ; et uné déuxiéme précipitation ( & %0 p.100 de saturation)
fournit 14,25 g de précipité sulfaté d'ammonium. Lors de ces préci-
pitations succesives au sulfate d'ammonium, nous obtenons une pré-
paration enrichié en STF mais contenant éncore des traces d'immuno-
globulines IgG, d'hémogioﬁiné, d'hémopéxine, et d'autres B-globulines

( Fig.8 p.55).

B - CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-SEPHADEX

La chromatographie sur colonne de DEAE~Séphadex du pré-

cipité 70 p.100 de saturation au sulfate d'ammonium, suivant le proto-—

cole décrit p.35 , nous fournit 4 fractions ( Fig.9 ,p.56 ), dénommées

A, B, C et D, répresentant respectivement 8,7 p,100, 74,7 p,100,

8,8 p.100 et 5,6 p.100. La composition de ces fractions a été analysée

en &lectrophorése sur bande d'acétate de.cellulose ( Fig.10 p.57 ) et

en &lectrophoré&se en plaque de gel de polyacrylamide ( Fig.8 p.35 ).




Figure 8

1234567 8

: Electrophorése sur plaque de gel de polyacrylamide des

différentes fractions de préparation de la STF de lapinj;
pH 8,6 ; en présence de SDS et de mercaptoéthanol.

] : Sérum dé lapin

: Précipité rivanolique

: Précipité 3 70 p.100 de saturation en sulfate d'ammonium
: Fraction A du fractionnement sur DEAE-Séphadex
: Fraction B du fractionnemént sur DEAE-Séphadex
: Fraction C du fractionnement sur DEAE-Séphadex

: Pic D du fractionnement sur DEAE-Séphadex

o N oy BN

¢ STF aprés double passage sur SP-Séphadex.
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Révélation Amidoschwartz

Figure 10 : Electrophorése
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(R

(6) (7))  (8)

Révélation O-dianisidine

en acétate de cellulose de :

A

B
C
D

aprés
aprés
apreés

aprés

STF aprés double

DEAE-Séphadex
DEAE-SéphédéX
DEAE-Séphadex
DEAE-Séphadex

passage sur SP-Séphadex

Précipité 70 p.100 de saturation en sulfate d'ammonium

Fraction B aprés DEAE-Séphadex

STF aprés double passage sur SP-Séphadex,
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L'examen de 1'électrophorégramme en plaque de gel de

polyacrylamide montre que la fraction B contient la majeure par-

tie de la STF, soit 10,7 g en partant de 14,25 g de précipité

70 p.100 de saturation en sulfate d'ammonium, On retrouve néan-

moins des quantités plus faiﬁlés dé STF dans lés autrés fractions.
Nous sommesjdonc én préséncé'd'uné.microhétérogénéité qui provient,
soit de 1l'existence dé variants, soif d'uné pérté;partielle d'acide
sialique.

Nous constatons cepéndant qué la fraction B renferme une
quantité non négligeablé dé protéine contaminante d'une masse
moléculaire voisiné de la sérumalﬁumine, Bién qu'on ne détecte
pas de sérumalbumine dans l'éléctrophorésé éh acétate &e cellulose
( Fig. 10p.57 ). Cetté fraction B est totalément dépourvue d'hémo~
globine, cellé—ci étant éluée avec la fréctioﬁ D, ét sé retrouve
au front de l'éléctrophorégrammé en gel de polyacrylamide ( Fig. 8
P. 55 ) ;>1'é1ectrophorése étant réalisée én présénce de SDS et
de mercaptoéthanol.

De plus, la révélation spécifiqué a 1'ortiho-dianisidine,
de 1'é&lectrophorégramme r&alisé sur acétaté dé cellulose ( Fig. p.
montre 1'existehcé d'un composé de nature héminique, 1'hémopexine,
migrant au niveau des B]—globulinés, dans la fraction B, comme dans
le précipité 70 p.100 de saturation én sulfaté d'ammonium, En effet;
HATTON et af. (239 ), ont d&ja décrit 1'impossibilité d'isoler la
STF bovine pure par chromatographie sur DEAE-céllulosé, i partir
d'un sérum partiellement hémolysé ; imﬁoSsiﬁilité due i la présence
dé 1'hémopexine saturée én héme, qui est &luée au méme temps que

la STF,
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C - CHROMATOGRAPHIE SUR SP-SEPHADEX

La fraction B &luée dé la colonné de DEAE-Séphadex
est chromatographiée sur colonné de SP-Séphadéx sélon le protocole
décrit p. 36 . Lé schéma dé fractionnément ést donné dans la
Fig. 11 p.60 .

|  La fraction correspondante au sommét du pic, &lude

entre pH 5,52 ét pH 5,58, avec un réndémént dé 60 p.100 ( soit 6,4 g )
est rechromatographiéé sur colonné dé SP-Séphadéx, dans les mémes .
conditions. Cette derniére purification nous fournit un pic symétrique
( Fig.ll p.60) avec un rendémént de 90 p.lOO, qui correspond a
5,78 g de STF pour 500 g de plasma lyophilisé&, soit un rendement
final de 1,15 p.]Od. Nous constatons d'autfe part que le passage
sur colonne de SP-Séphadex dans les conditions particuliéres
que nous utilisons, nous fournit uné STF désaturée én fer
( contenant moins dé 72 ng dé fer par mg de protéine ), qui sera
utiliéée dans des expériences ultérieuréssomme apo STF.

La STF ainsi préparéé ést analysée en é&lectrophorése
sur bande d'acétate dé céllulose, révélée a 1'Amidoschwartz ( Fig. 10
p. 57 ), au réactif 3 1'orto-dianisidine ( Fig.l0 p.57 ), en
électrophorése'sur plaque de gél de polyacrylamide ( Fig. 8 p.55 )
et en immunoé&lectrophorése ( Fig.!12 p.6l ). Dans les différents
cas analysés nous pouvons.constatér l'aﬁsence dé.protéines con~-

taminantes dans la pré&paration de STF.

D - CONCLUSIONS

L'examen des crité@res de pureté montre 1'absence
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Figure 11

40 80

Chromatographie sur colonne de SP~Séphadex de la
fraction B &luée de la colonne de DEAE~Séphadex,
selon le protocole p. 36,

(a) premier passage

(b) deuxiéme passage
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Figure 12 : Immunoélectrophorése sur gélose de la STF de lapin aprés
double passage sur colonne de SP-Séphadex. Le dépot a été
éffectué a des concentrations décroissantes : 1 p.100,

0,8 p.100 , 0,6 p,100, 0,4 p.100 et 0,2 p.100.




d'hémoprotéines et d'autres contaminants, et nous pouvons considérer
que notre préparation de STF est pure, dans la limite de'sensibilité
des méthodes utilisées.

Nous avons vérifié én particulier, l'abséncé d'hémopexine,
condition indispénsablé pour nos études sur la fraction glycannique

~de la STF de lapin, par révélation spécifiqué 3 1' ortho-dianisidine

En effet, comme nous l1l'avons déja écrit ( voir p. 6 ), lé pourcentage
€levé en glucides dé cette protéine et la grandé difficulté méthodo-
logique pour 1'éliminer, fait de 1'hémopexiné lé contaminant le
plus iﬁportanté des préparations dé STF.

Nous avons‘éliminéu la contamination en hémopexine,
méme dans des préparations provénant dé sang partiéllement hémolysé,
par un doublé passage sur colonné de SP—Séphadéx, dans les condi-
tions décrites 3 la page 36.

Clest cétté préparation qui ést utilis&e pour les &tudes

physico-chimiques et biologiques ultérieures,

11 - ETUDE DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

La préparation dé STF dé lapin pure, oﬁtenue comme nous
1'avons décrit précédémmént, est utiliséé pour lés études physico-
chimiques concernant la masse molééulairé, la fixation du fer, la
composition en acides aminés, la structuré du peptidé N-terminal

et la composition en glucides.
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A - PROPRIETES PHYSIQUES

1 . Masse moléculaire

La masse moléculairé de notre préparation de STF de
lapin a été déterminée sélon lé procédé décrit p.J38, Elle est
égale a 75.000 + 2.000, Cette valéur ést én accord avéc célles
déja citées dans la littérature pour la STF dé lapin Tableau I
p-7 ).

2 ., Fixation du fer

4 2+

A uné solution 3 1 é.lOO d'aposérotransferrine de
lapin préparée selon le protocole décrit P'36 , mous avons ajouté
des quantités croissantés dé la solution dé sel ferrique d'AZARI
et BAUGH ( 240 ). La saturation en fer ést suivié par la mesure
de 1'absorbance 3 460 nm. ( Fig.13 p.64 ).

Lés valeurs obténués d'aprés la courﬁe, en suivant la
méthodé décrité p39 , néus montrént qué 1'$$sorbancé Azgélgg. est
égale 3 0,58 pour 1,90 atomés dé fer par molécule, soit 1,44 ug
de fer par mg de protéiné. Cés valeurs sont én accord avec celles -
de HUDSON et al. (241 ), PALMOUR et SUTTON ( 54 ) et BAKER et af.( 243),
qui donnent respectivemént : 1,92 ; 1,95 ét 1,91 atomes de fer par

molécule, Nous pouvons donc conclure que la STF de lapin fixe, comme

les autres sérotransferrines, deux atomes de fer,
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13 : Saturation en fer d'une solution 3 10 mg/ml d'aposéro-

transferrine de Lapin.
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B - PROPRIETES CHIMIQUES

1 . Composition en acides aminés

La composition en acides aminés , par molé&cule de STF
de lapin, est donnée dans le Tableau IV,pﬁ6Cé sont des valeurs
moyennes déterminées d'aprés la combosition dé 3 échantillons
~différents be STF aprés dés témps'd'hydrolyse dé 24, 48 et 72 heures.
Notré résultat ést én accord avéc céux déja cités par

différents auteurs ( Taﬁleau IT ,p. 9 ) pour la STF de lapin.

Nous avons déterminé la séquence peptidique N-terminale

de la STF de lapin afin de la comparer 3 celles des autres STF

{ Fig. {1 , p. 10). Cette sé&quence est exposée ci-dessous :
Val-X-Glu-Lys-@#-Val

Nous pouvons constatér qu'il éxisté de grandes homologies
entre les séqﬁences N-terminales des STF de différents espécés de
mammiféres.

Le ziéme acide aminé n'a pu étre identifié&, ni par
chromatographie surcouché mincé, ni aprés régéneration des PTH-acides
aminés . Il ne sémﬁle pas étré la proliné comme dans les STF des autres
espéces animales. Par analogié avec lés autrés STF, il,existerait
une délétion ( @ ) au niveau du résidu d'acidé aminé hydroxylé en

position 5.
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“TABLEAU ~ 1V

Composition molaire en acides aminés de la sérotransferrine de lapin,(a).

Asp 72
Thr 26
Ser 43
Glu _ 66
Pro : 36
Gly 47
Ala _ 53
1/2 Cys (b) 34
Val 45 -
‘Met 7
Ileu 16
Leu 59
. Tyr 26
Phe 25
Lys ' 54
His 18
Arg 26
Trp (c) 10
TOTAL 663

(a) Chaque détermination est déduite de 1'analyse des résultats obtenus
aprés 24, 48 et 72 heures d'hydrolyse.

(b) Déterminé sous forme de S~carboxyméthyl-cystéine,

(c) Déterminé selon le procédé de BENCZE et SCHMID ( 244).
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Les compositions céntésimalés et molairés en glucides
obtenues pour la fraction B aprés passage sur colonné de DEAE-Séphadex,
et pour la STF obtenue aprés ziéme passagé sur colonné de SP-Séphadex,
sont rassemblés dans le Tabléau Vs P68 .v

Nous pouvons constater Qué lé pourcéntagé des sucres
diminue brusquemént avéc lé dégré dé purification dé la STF.

Si les valéurs obténués pour la fraction B se rapprochent
de celles oBténués par HUDSON et al. ( Taﬁléau IIi p. 14) et semblent
indiquef la préséncé dé deux grouﬁéménts giycanniques, les valeurs
de la préparation purifiéé aprés douﬁlé péssagé sur colonné de
SP-Séphadex sont plﬁs en accdrd avec la préséncé d;up seul glycanne.

En éffét, la préséncé d'hémopéxiné dans notre fraction B,
vérifiée par révélation spécifique i 1'orto-dianisidine (Fig. 10, p.57 ),
peut représenter une sourcé d'erreur trés importante dans 1'étude
de la composition en glucidés dé la STF. Etant donné 1'identité
des monosaccharides éntrant dans la composition de 1'hémopexine et
de la STF, nous ne pouvons pas différéncier les glucides provenant
de la STF de ceux provenant de 1'hémopexine, De plus, la teneur
trés élévée en sucres ( 20 p.100 ) de 1'hémopexine provoque une
forte contamination en glucidés, méme si 1é taux dé contamination en

hémopexine n'est pas trés élevé.

C - CONCLUSIONS

.Les études physico-chimiques effectuées sur notre préparation de
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STF de lapin confirment ceux des auteurs ayant déja fravaillé sur
cette protéine, en ce qui conéerne 1la masse moléculaire ( 75.000 daltons),
la. fixation de deux atomes dé fer et la composition en acides aminés.

Nous constatons qué ces propriétés sont communes i toutes les
STF de différénteséspécés dé verteﬁrés étudiéés jusqu'a présent.

%a séquéncé thérminale‘dé la STF de lapin, que nous avons
'déterminéé ést trés proché'dé celle dés autrés STF dé différents
mammiféres.

La composition molairé én glucidés dé la STF de lapin
que nous avons détérminée, soit 2 Gal, 3 Man, 4 GlcNAc et 2 NANA,
nous permet dé mettre én hypothése 1'existéncé d'un seul glycanne
dans la STF de lapin de structure sémﬁlable,a.ceux de la STF humaine.

En effet, si nous arrivons i démontrér que la structure
de 1la fraction glycanniqué de la STF dé lapin ést du m8me type que celle
des glycannes de la STF humainé, nous prouverons de plus la présence
d'un seul groupément glycanniqué dans la STF de lapin, et d'infirmer

ainsi les résultats de HUDSON et al. ( 245 ).

I11 - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES ISOLES DE LA SEROTRANSFERRINE

DE LAPIN.

Nous avons effectud des-hydrolyses pronésiqués sur la STF
de lapin afin d'obtenir des glycopeptides avec une chaine peptidique

trés courte. Ces glycopeptides ont été &tudiés en profondeur pour
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déterminer ainsi la structure de la partie glycannique de la
STF de lapin.

De plus, nous avons fait une hydrolyse trypsique podr
connaitre la structure de la chalne peptidique au voisinage du

point d'attache.

|

A - GLYCOPEPTIDES PRONASIQUES

1 , Hydrolyse pronasique

s|k=s=== ==

A chaqué étapévde 1'hydrolysé pronasique, dont le proto-
cole a été décrit p.40 , des contrdles ont été effectués en dosant
les oses " neutres ", pour détectér d'éventuélles pertes de glycannes.
Aprés la premiére hydrolysé pronasique 82 p.100 des sucres imitiaux
sqnt récupérés ; 80 p.100, aprés la déuxiémé; et aprés précipitation
5 1'ATCA on né retrouve plus que 76 p.100 de sucres. Enfin, aprés
passage sur les résines échangéusés d'ions, il ne reste plus que

62,5 p.100 de sucres,

La fraction glycopeptidiqué totalé récupéréé aprés
chromatographie suf colonné de Séphadéx G-25, ést soumisé d une
électrophorésé préparativé; en toit, sur ﬁapiér dans l'acidé acétique
1 N apH 2,4, La migration ést réaliséé dé.la cathode vers 1'anodé;
ce qui pérmét d'éliminer les pebtidés qui souillént encore la fraction
glycopeptidiqué, Une électrophorésé dans lé méme tampon mais en sens
contraire a été effectuéé afin dé vérifier l'aﬁsénce d'autres glyco-

peptides moins acides,
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Dans nos conditions d'éléctrophorése 2 taches majeures
apparaissent ; la séparatioﬁ entré ces taches est importante,
comme le montre la Fig.,l4 p. 72.

A partir dé 5¢g dé STF dé lapin hydrolysée, nous
obtenons 90 mg dé fraction glycopéptidiqué totalé. L'électro-
phorése qréparative nous fournit 11 mg &u glycopepfide GP-I et
43,5 mg du GP-II, soit un total dé 54,5 mg. ( soit un rendement
de 60 p.100 pour 1'é1éctrophorése ).

L'hydrolysé pronasiqué dé la STF dé lapin nous fournit
donc deux glycopéptidés 3 lé glycopeptidé pronasique I ( GP-I )
moins acide , ét lé glycopéptidé pronasiqué II ( GP-II ) plus

acide, dans un rapport de 1 : 4 en poids.

a ) Composition en acides aminés

Les compositions molaires én acidés aminés des glycopeptides
pronasiques GP-I1 ét GP-II sont rassemblées dans le Tableau VI p.73 .
Nous constatons qué cétté composition est identique pour
les deux glyéopeptidés pronasiqués, soit deux acidés aminés, l'acide

aspartique et la sérine, dans le rapport 1 : 1,

b ) Acide aminé N-terminal

Nous avons déterminé la nature de 1'acide aminé en position

N-terminale par dansylation. L'acide aspartique a été identifié dans




Figure 14
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GP-II

pH 2,4 3 10 V/em ; 18 h,

Electrophorése en toit & pH 2,4 de la fraction
glycopeptidique pronasique filtrée sur SG-25.
I : Révélation 3 la ninhydrine-cadmium

II : Révélation i 1'ac. périodique-benzidine
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TABLEAU VI

Composition en glucides et en acides aminés des glycopeptides

pronasiques GP-I et GP-II.

GP-1 ... .GP=11.
Rendements 20 p.100 80 p.lQQA
Composition centésimale en-glucides
Hexoses ' 38,4 32,2
‘N-acétyl glucosamine , 40,2 35,7
Acide N-acétyl neuraminique | 15,9 26,5
Composition molaire en glucides (a).
Galactose .2 1,8
Mannose : 3 3
N-acétyl glucosamine ‘ | 4,2 4,2
Acide N-acétyl neuraminique | 1,1 2,2
Composition molaire en acides aminés (b)
Asp | 1 1
Ser 0,96 1,11
N—acétyl-glucosamine 3,3 3,3

(a) Les calculs ont été effectués en prenant comme base de référence

3 résidus de mannose.

(b) Les calculs ont été effectués en prenant comme base de référence

"1 résidu d'acide aspartique.

il

ULg
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les glycopeptides GP-I et GP-II. Le fait d'identifier un seul
acide aminé par glycopeptide nous conduit & penser que nos glyco-

peptides sont dans un &tat de purété satisfaisant.
¢ ) Conclusions

Nous pouvons donc conclure que la structure de la
chaTne peptidique des deux glycopeptides pronasiques isolés de la

STF de lapin est identique, soit : Asn (CHO)-Ser,

e e e e S e e e e ——— e e e O s Lo S eSS
== et e e

GP-I_et_GP-II.

a ) Composition en glucides

Les compositions céntésimales et molaires en glucides des
glycopeptides GP-I et GP-II sont rassemblées dans le Tableau VI p.73 .

Lés rapports molairés en glucides du glycopeptide GP-I
sont dans des rapports simples, ét montrent la présence d'un seul
résidu d'acide sialiqué pour déux résidus de galactose, trois de
mannose et quatré dé glucosamiﬁe.

La composition en glucidés du glycopeptide majeur, GP-II,
né différe de célle du GP-I que par la présencé d'un résidu suppl&men-
taire d'acide sialique.

Le faible nombre de résidus de glucosamine ( 3,3 ) obténus
a 1'autoanalyseur d'acides aminés ést éxplicablé par lé taux dé récu—
pération dé celle-ci ; soit 84 p,100, ce qui fait aprés correction -

un nombre de résidus trés proche de 4 ( 3,93 ).




D'aprés les résultats obtenus au Laboratoire, la
méthanolyse ne lib&re pas la glucosamine au point d'attache dans
la liaison GlcNAc-Asn. Les résultats ont &té donc corrigés en

ajoutant 1 résidu de glucosamine par glycopeptide.

b ) Action de la neuraminidase

Aprés traitemént du GP-IT par la neuraminidase, selon
le protocolé décrit p.44 , 1'hydrolysat ést fractionné par électro-
phorése préparativé sur papier & pH 2,4, Lés déux tachés qui
apparaiésent sont dénommées GP-II (a) étAGP—II (b).

Les résultats dés analyses éfféctués par colorimétrie
et par méthanolysé, montrent qué lé glycopéptide GP-I1 (a) ne contient
plus d'acide sialiqué et qué le glycopéptide GP-I1 (B) n'en renferme

plus qu'un résidu.

¢ ) Perméthylation des_glycopeptides GP-I_et GP-II

Les résultats des analyéés chromatographiqués des éthers
méthyliqués oBtenus abrés pérméthylation et aéétylétion des glycopep-
tides GP-I et GP-IT sont rassemblés dans le TaﬁléauVII,p.76 .

Ces résultats\montrént l'idéntité des glycopeptides GP-I
et GP-II, la seule différence &tant 1'existence d'un perméthylgalactose
dans le glycopéptidé GP-I, Cé résidu de galactose se trouve donc en
position externe,

La préséncé dé deux résidus dé 2,3,4-0-méthyl-galactoside
dans le GP-II montre qu'il né.possédé plus de galactose en position

externe, ceux—ci étant substitués par de 1'acide sialique en position 6,
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TABLEAU VII

Composition molaire des &thers méthyliques obtenus aprés perméthylation

des glycopeptides pronasiques GP-I et GP-IT,

‘Monosaccharides Glycopéptides
méthylés (a) o o @P-I T ep-ri .

2,3,4,6 tét;a—o—méthylgalactoside | 1 0,12

2,3,4 tri-O-méthylgalactoside 1,13 1,76

3,4,6 tri-O-méthylmannoside 1,70 1,85

2,4 di-O-méthylmannoside 1 1

2 acétamido-3,6 di-O-méthyl-
glucoside 3,69 3,72

(a) Les calculs ont été effectués en prenant comme base de référence

1 résidu de 2,4~di-0-méthylmannoside.
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D'autré part, la pféséncé dans lés déux glycopeptides
de 1 résidu de 2,4 di-O-méthylmannose et 2 de 3,4,6 tri-O-méthyl-
mannosé, montre l’éxisténcé d'un noyau trimannosidiqué.

Tous 1és résidus de glucosaminé sont substitués dans les
deux glycopéptides, en 1,4

L'énsémblévdé ces résultats nous pérmét dé prévoir dé&ja
une structure glycanniqué du méme typé qué celle dés glycannes de

la STF humaine,

d ) Etude des_spectres de RMN du proton i 360 MHz.

Les valéurs dés déplaceménts chimiqués dés protons du
glycopeptide GP-I ét du glycoﬁéptidé GP-II disialylé ét asialylg,
comparées avéc lés valéurs obténués pour les glycopéptides de 1la
STF humaine ( DORLAND et af.( 246A) et ( 247 )); sont données
dans le Taﬁleau‘VIIb; p.%8.

L'étude dés déplacéments chimiqués &es pics caractéristiques
du glycopeptide GP-II diéialylé et asialylé, montrevla présence d'un
glycanné bianténné possédant un noyau du type mannotrioside-di-N-
acétylneuraminyl—d(Z 6)*N—acétyllactosaminiqué. Cette structure
ést identique 3 celles des glycanﬁes isolés de la STF humaine,

SPIK of al, ( 248 ) et DORLAND et al.( 249 )).

D'autré,part, nous pouvons constatér qué lé glycopeptide
GP-I est un mélangé dé deux monosialoélycopeptidés isoméres ( GP-Ia
et GP-Ib ) H 1evprémiér possédant un résidu d'acide sialique sur la

_branche supérieure et le deuxiéme sur la branche inférieure,




TABLEAU VIII

Résultats de la R.M.N, ( lire le texte p. 77 ).

GP~Ia
H-1 de
GlcNAc ! 5,073
GlcNAc 2 4,620
Man 3 4,769
Man 4 5,138
Man 4' 4,928
GlecNAce 5 4,599
GlcNAc 5' 4,577
Gal 6 4,445
Gal 6' . 4,471
H-2 de
Man 3 4,251
Man 4 4,192
Man 4" 4,112
B-3 de

NeuNAc (H3 eq) 1,716
NeuNAc (H3 ax) 2,670

N-acétyl protons de

GlcNAc 1 2,005
GlcNAc 2 2,078
GlcNAc 5 2,030
GlcNAc 5' 2,048
NeuNAc 2,068

Glycopeptides STF de lapin

GP-Ib GP-II GP-II
bisialoglycanne asialoglycanne

5,073 5,072 5’070'
4,620 4,622 4,617
4,769 4,775 4,765
5,120 5,134 5,121
4,944 4,946 4,929
4,577 4,600 4,581
4,599 4,600 4,581
4,471 4,445 4,471
4,445 4,445 4,471
4,251 4,254 4,248
4,192 4,195 4,191
4,112 4,114 4,110
1,716 1,715 -

2,670 2,671 -

2,005 2,007 2,009
2,078 2,080 2,078
2,048 2,030 2,050
2,030 2,030 2,047
2,068 2,067 -

\

Glycopeptides STF humaine

2,047

| asialoglycanne biisialoglycanne
5,072 5,073
4,616 4,598
4,77 4,77
5,119 5,133
4,926 4,946
4,581 4,598
4,581 4,598
4,470 4,447
4,470 4,447
4,244 4,254
4,188 4,196
4,107 4,115
- 1,721
- 2,671
2,013 2,013
2,076 2,079
2,047 2,030
2,030

2,068

_8L_
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La présence d'un acide sialique branché en position
a( 2—=6) sur le galactasé, produit une augmentation significative
pour les valeurs des déplacements des protons mannose 4 et 4' ;
N-acétylglucosamine 5 ét 5' et galactose 6 ét 6', comme on peut
constatér dans 1é TaﬁléauVIIﬁ;p. 78.

Lés glycopeptidéS‘GP—Ia et GP~-Ib, 3 un seul acide
sialique, peuvent provénir, soit d'uné hétérogénéité du glycanne
de la STF dé lapin au niveau du nomBré d'acidé sialiqué, soit de
la perté d'un acidé sialiqué lors dé la longue préparation des

glycopeptides pronasiques.

5 .. Conclusions

a|SSsSnsS=s=ss

L'hydrolysé pronasiqué dé la STf dé lapin, nous a
permis d'isolér déux glycopéptidés sémblablés, le GP-I ét le GP-1I,
dans un rapport 1 : 4 ., Le GP-I possédé un seul ré&sidu d'acide sialique,
tandis que lé GP-1I én possédé deux, Léur séquence peptidique est
idéntique, soit un résidu d'acidé aspartique sé trouvant en posi-
tion N-términale.

Lé glycoﬁéptide GP-1 eét constitué d'un mélange de
deux glycopéptidés, lé GP-Ia ét lé GP-Ib 3 lé premiér possédant son
acide sialique sur la branche supérieure ét 1é deuxiéme sur la branche
infériéuré. L'originé de ce glycopéptjde ééut étre éxpliqué, soit par
une hétérogénéité au nivéau de l'acidé sialique dé la STF de lapin,

soit par une perte d'acide sialique lors de la préparation des glycopeptides




pronasiques.

Nous avons rassémblé dans la Fig.l5 p,81 , 1és structures
primaires complétes des glycoféptidés GP-1a, GP-Tb ét GP-11, obtenues
d'aprés lés résultats dé composition molairé en sucres, de perméthy—
lation et des étudés dé la RMN; Nous pouvons constater une identité
complate entre les glycannes de la STF humaine ( voir Fig. 3 p.13)

et le glycanne " majeur " ( GP~IT ) isolé& de la STF de lapin,

B - GLYCOPEPTIDES TRYPSIQUES

= P

Pour purifiér les glycopéptides des hydrolysats trypsiques
de la STF de lapin, réduité et alkylée, nous avons effectué d'abord
une chromatographie de tammisagéumoléculairé qui permet d'éliminer
une grande partié 4 | o dés péptides. Ainsi, 1'hydrolysat
de STF de lapin, une fois concentré& i l'évaporatéuf rotatif, est
déposé sur une colonne dé Séphadex 5-50. La fraction glycopeptidique
est'éluée en téte, tandis qu;une imporfante quantité de peptides
est rétardée dans 1é gel. Nous oﬁtenons ainsi 39 mg de fraction
glycopeptidique, pour un hydrolysat de 1,25 g dé STF de lapin.

La fraction glycopéptidique ést alors soumise 3 une
€lectrophorése préparativé én toit 4 pH 2,4 de 1'anode vers la
cathode.

La révélation dés €lectrophorégrammes ( voir la Fig. 16
P.82 ) montre qu'apparaissént deux taches bien séparées, et
exemptes de peptides ; le glycopéptide GPT-I, qui migre le moins
vite, et le glycopéptide GPT-II qui migré davantage, Les rendements

sont de 4,3 mg pour le GPT-I, et de 17,4 mg pour le GPT-II, soit
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Figure 15: Structure primaire des glycopeptides isolds de la STF de lapin.
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GPT—| | '

QO

pH 2,4 ; 10 V/iem ; 18 h.

Figure 16 : Electrophorése en toit a pH 2,4 de la fraction
glycopeptidique trypsique filtrée sur SG-50.
I : Révélation 3 la ninhydrine-cadmium

-

ITI: Révélation 3 l'acide périodique~benzidine.

ity
QL[E




'_83..

dans un rapport 1 : 4 et avec un bilan pour 1'électrophorése

de 56 p.100.

2 . Composition des glycopeptides ngpsigues

Les compositions molaires en acides aminés et en
glucides des glycopeptides trypsiques, GPT~I et GPT-II, sont
rassemblées dans le TableaulX, p. 84.

Les résultats obtenus pour la N-acétyl glucosamine,

' soit par méthanolyse, soit apré&s passage 3 l'autoanalyseur,

ont &té corrigés commé nous 1'avons déja décrit pour les glyco-
peptides pronasiques ( p., 74).

Cés résultats montfent qué les deux glycopeptides
possédent une composition identique én glucides ; composition
qui correspondd celle du glycopéptide pronasiéue GP-1I, On
remarque aussi 1'aﬁséncé de glycopéétide i un seul résidu
d'acidé sialique, cé qui tendrait & démontrer la perte d'acide
sialique lors de la préparation dés glycopeptides pronasiques,
qui est beaucoup plus longué, expliquant ainsi l'existence du
glycopeptide pronasique GP-I,

Le glycopeptide GPT~I éossédé uné séquence peptidique

plus longue que le glycopeptide GPT-II, cependant, nous pouvons

' constater que tous les acides aminés présents dans le GPT-II,

le sont aussi dans le GPT-I, mais & des taux plus &levés, L'étude

compar& de la composition en acides aminés des glycopeptides
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TABLEAU IX

Compositions molaires en acide aminés et en glucides des

glycopeptides trypsiques de la STF de lapin.

GPT-1 GPT-1I
Rendement 20 p.100 80 p.100
‘Acides aminés
Asp ' i 1,8 0,97
Ser 2,6 1,81
‘Glu ) 0s87 .
Pro 0,67 -
Gly 0,71 -
Ala 0,50 -
Val . 0,54 -
Leu | 1,75 1,17
Lys . 0,66 -
Trp (a) v - -
GlcNAc 3,92 3,43
Glucides (b)
Galactose 2,26 2,1
Mannose 3 3
N-Acétyl glucosamine 3,94 3,9
Acide N-acé&tyl neuraminique ’ 2,03 2,06

(a) Déterminé selon le protocole de TABONE et af.(250) et REDDI et KODICEK(251)

(b) Les résultats ont &été éffectués en prenant comme base de réference

3 résidus de mannose.
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GPT-1I et GPT-II, nous conduiﬁ i penser qué ces deux glycopeptides
proviennent de coupures 3 différents niveaux, au voisinage du
méme glycanne.

Du fait de la spécificité de la trypsine, on peut
s'étonner de ne pas trouver de résidus Basiqués dans le glyco-
peptide majéur GPT-II ; et pénsér ainsi qu'il s'agit du-fragment
C-terminal de la protéinme, oﬁ bien cénsidérer qu'il s’agit d'une
coupure de type chymotrypsine au niveau de la leucine. Nous
préférons cette dernidre hypothése due au fait de l'existence
du glycopeptide GPT-I, de chalme plus longue, et vraisemblablement
provenant d'une coupuré différente, comme nous l'avons dit plus
haut. Quant au glycopeptide GPT-I, il aurait &té bien coupé
au niveau de la 1ysiné.

_D'autre part, nous avons récherché la possible
présence de Trybtophané dans les glycopeptides GPT-I et GPT-II,

suivant la méthode décrite p. 43 . Les résultats ont &té ndgatifs.

a ) Acide aminé N~terminal

L'acide aminé N-terminal identifié aprés dansylation
pour les glycopeptides trypsiques GPT-I et GPT-II, est 1'acide
aspartique,

b ) Acide aminé C-terminal du _glycopeptide GPT-II

L'acide aminé en position C-terminale, identifié
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par dansylation aprés hydrolyée du glycopeptide GPT-II par la
carboxypeptidase A i des temps différents, a été la leucine.

¢ ) Dégradation récurrente d'Edman sur le glycopeptide GPT-II

La dégradation récurrente d'Edman éfféctuée sur le glyco-
peptide " majeur " GPT-II n'a pas donné dés résultétsbsuffisament
interprétablés, vraisémblablémenf du fait que lé glycanne est,
d'aprés lés résultats dé dansylation, en position N-terminale,

et qu'il est trés court,

4 . Conclusions

L'ensemble de ces résultats, associ&s aux résultats
obtenus sur la chafne peptidique des glycopeptides pronasiques;
permettent de proposer le schéma de structure suivant pour la

séquence peptidique du glycopeptide trypsique majeur, GPT-II :

Asn (CHO)-Ser€ Ser ¥ Leu

P

glycopepfide

pronasique .

. . Action de la
dansylation carboxypeptidase A

C — CONCLUSIONS

Nous avons isolé deux glycopeptides pronasiques de la
STF de lapin: Le gljcopéptide majéur éP—II, de structure identique
d celle des deux glycopeptides de la STF humaine , et le glyco-
peptide mineur GP-I dé structuré semblable 3 celle du glycopeptide

GP-II, avec la seule différence d'avoir un seui résidu d'acide
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sialique jjg jpdifférement soit sur la branche supérieure, soit
sur la branche inférieure du glycanne.
L'hydrolyse trypsique dé la STF de lapin, nous a
permit d'isoler deux glycopéptidés sémblables, la séule différence
portant sur la longueur dé la chainé peptidiqué ; le glycopeptide
majeur, GPT-II qui possédé la séqténce péptidique suivante :
Asn (CHO)-Ser-Ser-Leu, et lé glycopéptidé mineur GPT-I, de chaine
peptidique plus longue. Nous avons vérifié 1'absence de tryptophane
‘dans les deux glycopeptides trypsiques,
La séquence peptidiqué Asn—Ser—Sér—Leu , est identique
a ceile du glycopeptide typé A de 1la STF bovine ( voir la Fig.2 p.11).
Cependant, nous ne pouvons pas formuler de conclusion quant &
la position du glycanne sur la chalne péptidique de la STF de lapin.
.Nous constaﬁons 1'aﬁsence dé glycopeptide trypsique 3
un segl acide Sialiqué ; cela nﬁus permet de pénser que le glyco-
peptide pronasique i un seul acidé sialique , GP-I , provient de
la perte d'acide sialiqué lors dé la préparation des glycopeptides.
En éffet, la préparation des glyéopeptides trypsiques
est beaucoup plus courté qué celle des glycopeptides pronasiques,
et le fait de ne pas retrouvér de glycopeptide a un seul acide
sialique, infirmerait 1'hypotbésé d'une hétérogénéité au niveau
de 1'acide sialique dans la STF de lapin,

I1 semblerait plus proﬁaﬁle que la perte d'acide sialique
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soit due 3 une coupure lors dé l;isolément des glycopeptides,
ou bien 3 la présencé d'une activité néuréminidasique dans 1la
pronase.

D'aprés 1és résultats concérnant la composition
molaire en glucides dé la STF de lapin, ét connaissant la
structure du groupémént glycannique de cétté protéine, nous
pouvons conclure qu'éllé ne posséde qu'un seul glycanne par

molécule,

IV = LE GLYCANNE DANS L'INTERACTION STF-RETICULOCYTE
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Comme nous 1'avons décrit au début de ce mémoire, notre

but principal a 8té de définir le role de la partie glucidique de

la STF dans 1'intéraction STF-réticulocyte.
Nous avons &té donc amenés, aprés un certain nombre

d'expériences préliminaires, 3 essayer d'inhiber le transfert

du fer de la STF aux réticulocytes par préincubation de ceux-ci

avec les glycopeptides de la STF,

A - EXPERIENCES PRELIMINAIRES

1 ., Préparation_des_réticulocytes

e e e T e e

Le sang enrichi en réticulocytes est préparé selon la

méthode décrite p.47 .

Le taux de réticulocytes, déterminé aprés chaque prélévement

sur un &chantillon est le suivant : 1 4 2 p,100 & la prémi&re saignée;
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539 p.100 3 1la deuxiéme ; lb a 15 p.100 3 la troisiéme et de
20 3 30 p.100 lors du derniér prélévement.

L'aspect des réticulocytés ainsi préparés est normal
au microscopé, cépéndant lés céllulés sont fragilisées aprés
lavage et 1'hémolyse intérvient plus rapidemént que dans le cas
du sang non traité. Le culot dé éellules'énrichi eniréticulocytes
est donc utilisé immédiatément aprés le lavage, pour les incor-

porations en présence de STF,

2 ., Détermination de la concentration optimale_en STF

La vitesse d'incorporation du fér dans les réticulocytes
est fonction du rapport STF/taux dé réticulocytes.

Nous avons donc r&alisé une cinétique d'incorporation
du fer par les réticulocytés dé lapin ( én ﬁoyenne 22 p.100 de
réticulocytes ) en préséncé de différentes concentrations en STF
de lapin, de maniére 3 détérminer les conditions pour lesquelles
~1'incorporation du fér est asséz rapidé pour permettre des &tudes
d'inhibition,

La Fig,17 p. 90 mnous montré qu'une concentration en
STF de 460 ug par tube ({équivalént d la concentration de la STF
dans le sané normal ), provoqué uné incorporation lente et réguliére
du fér par les réticulocytes. Par contré, avec des concentrations
beaucoup plus faibles ( 60 jg par tuEe ), 1'incorporation est plus
rapide, mais présenté un maximum aux environ de 30 nm., , pour des-
cendre lentement aprés. Ce résultat met en &vidence un défaut de STF.

Enfin, uné concentration de 120‘ug par tube, montre
une incorporation rapide et linéaire jusqu'id 15 nm., atteignant un

plateau aux zenvirons de 30 minutes,
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C'est donc au voisinage de cette dernidre concentration
( de 100 & 150 g par tube ) que nous avons réalisé les expériences
d'inhibition par les glycopeptides. En éffet, les temps d'incubation
avec la STF utilisés &tant de 10 minutés, nous nous situons dans
la partie lin&aire de la courBe et avec un pourcentage d'incorpo-

ration suffisament élevé pour étre significatif.

3 . Incorporation du_fer par_le réticulocyte de lapin ;

différence entre la_STF humaine et_la STF_de_lapin

Des expériences préliminaires avaient montré que 1l'incor-
poration du fer par les réticulocytés de lapin én présence de STF de
lapin &8tait deux fois supériéuré a célle incorporé en présence de
la STF humaine, JANDL et af. ( 252 ), Par éégtre, d'éprés les résultats
récents de PRINCIOTTO et ZAPOLSKI (253); 1;incorporation par
les réticulocytes de lapin du fer de la STF humaine, qui ré&presente
75 p.100 de celle de la STF de lapin aprés 30 minutes, atteint
90’p.100 de cette derniére 3 90 minutes d'incubation.

Nous avons répris cette expériénce, et les réesultats,
illustrés dans la Fig.18 p. 9 , montrent que la différence entre
1'incorporation du fer par la STF de lapin et la STF humaine est de
25 p.100, pour 60 minutes d'incubation.

Notre hypothé&se de travail, n'est cependant pas modifiée
par ce résultat car, comme nous 1'avons démontrég, le glycanne de la
STF de lapin est identique 3 céux de la STF humaine, et la petite

différence d'incorporation trouvée pourrait s'expliquer, soit par
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100
%

10 30 60 mn

A—a STF I,
e—e STFh.

Figure 18 : 1Incorporation du fer par les réticulocytes de lapin en

présence de STF humaine et STF de lapin. Gire
' s
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le nombre différent de groupements glycanniques, soit par de

légéres différences conformationelles entre les deux protéines.

de_lapin désialylée

. Comme dans l'éxpérience précédente, des travaux
préliminaires avaient déjé montré qué 1'élimination de l'acide sialique
de la STF humaine n'affécté pas profondément le transfert du fer
. aux réticulocytes de lapin, MORGAN et a&.(254 ) et KORNFELD (255 ).

Nous avons répris la méme éxpériénce mais.avec la
STF de lapin. Les résultats ( Fig.lo9 p.94 ), montrent que dans
le systémé homologué, le transfert du fér n'ést pas non plus
affecté par l'absénce de 1'acidé sialique dans la protéine,
Nous pouvons donc concluré que 1l'acide sialique n'in-

tervient pas de maniére déterminante dans 1'int@raction STF-réticulocytes.

B - REACTION D'INHIBITION DE L'INTERACTION STF-RETICULOCYTE PAR

LES GLYCOPEPTIDES PRONASIQUES

Comme nous 1l'avons décrit dans le chapitre précédent,
le glycanne de la STF de lapin poss&de une structure identique
a celle du glycanne de la STF humaine. Nous avons donc utilisé pour
les réactions d'inhibition, soit les glycopeptides pronasiques de”

la STF de lapin, soit les glycopeptides pronasiques de la STF humaine.

1 . Incubation dg_la STF_de_lapin_et_des réticulocytes de

lapin, en présence de_glycopeptides_de_la_STF_humaine

Le protocole expérimental utilisé est décrit p.50 . Les
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glycopeptides utilisés sont un mélange de glycopeptides promnasiques
( GP-1 a GP-4 ) de la STF humaine, obtenus aprés &lectrophorése
en veine liquide.

Dans une expérience préliminaire nous avons effectué
une gamme de concentrations finalés én glycopeptides allant de
0,01 & 10 oM, soit de 5 3 5,000 M excés par rapport i la STF,

Ces glycopeptides ne sont pas désialylés, et le pH de la solution
mére n'est pas ajusté 3 7,4.

Les résultats sont donnés dans la Fig,.20 p,96 et sont
exprimés en taux d'incorporation du fér sur lés cellules par
rapport a4 un témoin sans glycopéptidé. ( Lés témoins sont toujours
effectués en triple ).

Nous constatons~qué pour des concentrations en glyco-
peptides infériéurés'é ]50-M excés, soit 0,3 mM, il n'y a pas
des variations dans le taux d'incorporation du fer sur les cellules ;
par contre, celui—ci décroit réguliérémént pour des concentrations
supérieures 3 150 M éxcés, et est nul pour des concentrations de

1'ordre de 5000 M excés ( soit 10 mM en glyéopeptides ).

— SN EmSEEsEs _—_——_——_—==

S SSRSEmETsERS

I1 est cependant possible que la présence d'une quantité

non négligéable d'acide sialique abaisse le pH du milieu suffisament
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soit pour empécher les réticulocytes de fonctionner normalement,
éoit pour désaturer la STF. En effet, une concentration finale de
10 mM répresente 25 mg de glycopéptidé par ml de milieu d'incubation.
Ainsi, nous avons effectué la méme éxpériéﬁce que précedemment
mais en ajustant avéc la soudé, la solution mére de glycopeptide
a pH 7,4.
D'autre part, nous avons utilisé uné STF de lapin doublement
marquée & 1']251 et au SgFé, dé manidre & voir si 1'inhibition
conétatée provenait d'une non fixation de la STF sur les cellules.
Cette inhibition &tant suffisamént importgnté pour des concentrations
en glycopeptides infériéurés 4 10 mM, nous n'avons pas utilisé des
concentrations supériéurés i2,7 mM,

La coufﬁeillustrant cette expérience, réprésetée dans
la Fig.21 p. 98, nous montré uné cassuré identique 2 1a'précédente,
pour des concentrations en glycopeptlde de 150 3 200 M excés, soit
0,3 3 0,4 mM, avec cependant une diminution de 1l'incorporation du
fer'plus 1ente que dans l'expérience précédénte.

Nous constatons aussi que, contrairement au fer, la
radioactivité de 1'Iode 125 sur les cellules reste constante quelque

soit la concentration en glycopeptide, et est identique 3 celle du

témoin incubé sans glycopeptide,

e e e

[|EoomoSomER P8 T 34

Dans 1'expérience précédente la STF de lapin étant.




Figure 21

01 03 1

: Exprériences d'inhibition du transfert du fer par les glyéopeptides pronasiques

de la STF humaine ( dont le pH a &té neutralisé ).

10 mM
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doublement marquée, au 59Fe et au 1251, la fixation de 1l'iode

sur les tyrosines de la STF pourrait perturber le départ du fer
de la STF.

Nous avons donc utilisé deux lots identiques de
cellules en présence des mémes concéntrations en glycopeptide,
1'in étant mis 3 incuber avec une STF marquée au 59Fe, et 1l'autre
avec une STF saturée éh fér froid ét marquée au 1251,

Comme nous le constatons dans la Fig.22 p,100, 1le
résultat est identique au précédent, En effet, nous fetrouvons,un
début d'inhibition de 1'incorporation du fer par la cellule pour
la m@me concentration én glycopéptide (0,3mM ), la fixation

de la STF sur la cellule déterminée par la radioactivité de

1'Iode 125, restant constante.

de_la STF humaine désialylée

De maniére 3 vérifiér si 1'inhibition observée 3 partir
de certaines concentrations en glycopeptidés ne provenait pas d'une
modification localé du pH au voisinagé de la céllule du 3 une grande
concentration de molécules cénténant de 1'acide sialique, nous
avons répété l'éxpériéncé précédeﬁté en utilisant le glycopeptide
de la STF humainé, dépourvu d'acide,sialiqué. Une courbe témoin
a été effectuée simultanement, avec le glycopéptide non désialylé
a pH 7,4,

Les résultats exposés dans la Fig.22 p.00, montrent

que les deux courbes sont exactement superposables, ce qui semble

~indiquer que la diminution de 1'incorporation du fer dans la cellule
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Figure 22 : Expériences d'inhibition du tranmsfert du fer ou de la fixation sur le réticulocyte

3 partir d'un échantillon de STF marqué au Fer 59 , et d'autre échantillon saturé
en fer froid et marqué au Iode 125, en présence des glycopeptides pronesiques de la

STF humaine ( dont le pH a été neutralisé ), sialylds et asialylés ).




n'est pas due 3 la présence d'acide sialique.

ceux présents dans le glycopeptide

Enfin, lés concéntrations én glycopeptide pfovoquant
une inhibition dé 1'incorporation du fér sur la céllule étant re-
lativement élevées, il pouvait s'agir d;un phénoméne non physio-
logique. Pour vérifiér cétté hypothééé, nous avons donc repris l'expérience
précédente en remplagant lé glycopeptidé de la STF par un mélange de
monosaccharides ( NANA, Gal, Man, GlcNAc ) dans les mémes rapports
molaires que ceux de la STF de maniére 3 obténir une gamme de
concentrations idéntiqué d celle effectuée parallélement avec le
glycopeptide dé la STF humainé. Lés pH des deﬁx solutioﬁs mére
sont ajustés i pH 7,4,

Cette expériéncé est réalisée, comme les deux précédentes

avec deux STF, 1'une marquée au 59Fe et 1'autre au 1251

Les résultats exposés dans la Fig.23 p.102, montrent
clairement que, méme pour des concentrations équivalentes & 5 mM
( exprimées en &quivalentes glycopeptide ), il n'y a pas d'inhibition

de 1'incorporation du fer dans le réticulocyte, ni de modification dans

la fixation de la STF sur la cellule.
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0,1 1 5 mM

/gui ‘ Figure 23 : Expériences d'inhibition du transfert du fer, par un mélange de
1% monosaccharides dans un rapport molaire équivallente & celui des

glycannes de la STF humaine.
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6 . Cinétique d'incorporation du fer de la STF de lapin

par les réticulocytes de lapin en présence des glyco-

Nous avons utilisé dans les expériences précédentes
‘un mélange des deux glycopeptides pronasiques de la STF humaine,
de séquence : Ser-Asn (CHO) ét Asn (CHO)-Lys. Cependant, la STF
de lapin ne renferme qu'un éeul glycanne, et la séquence du
glycopeptide pronasique est 1égdrement différente : Asn (CHO)-Ser.
Afin de vérifier si cette légére différence ne provoquerait pas
upe inhibition plus importante, nous noug sommes placési une
concentration fixe en glycopeptide de 1; STF de lapin, 200 M excés,
(soit 0,4 mM) au niveau du tout déﬁut dé 1'inhibition déja observé
pour les glycopeptides de la STF humaine.

De plus, nous avons réalisé@ une cinétique d'incorporation
en fonction du temps, afin de détecter d'éventuelles différences
dans les vitesses de passagé du fér.

Cette expériénce a été éfféctuée’pgrallélement en présence
des deux glycopeptides pronasiques isolés de la STF de lapin, le GP-1
a un seul acide sialique, et le GP-II 3 deux acides sialiques; la
cinétique témoin étant réalisée sans glycopéptide.

Les résultats sont rassemblés dans la Fig.24 p.104. La
faible diminution de 1'incorporation du fér est identique 3 celles
qui a été observée avec les glycopéptidés de la STF humaine pour les

mémes concentrations, et les vitesses sont les mémes,
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Incorporation du fer par les réticulocytes de

lapin en présence des glycopeptides pronasiques
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7 . Discussion

D'aprés les résultats que nous avons observé, il
semble donc que 1'inhibition que nous avons constaté soit bien
due au glycanne de la STF

Ce n'est pas non plus la présence de 1l'acide sialique
- qui infldefsur le transfért du fér, soit par abaissement du pH,
soit par un role de chélation du fér.

Contrairement 3 l'hypothésé de départ ( voir Fig.6 p.30),
il semble que la préséncé de glycanné dans le milieu d'incubation
n'empache pas la fixation &e la STF sur son récepteur membranaire,
mais plutdt le passagé du fer dé la STF vers l'intérieur du réticulocyte.
L'inhibition ne sefait donc pas due 3 un phénoméne de saturation
des sités récepteurs de la STF par lé glycanne,

Nos résultats infirmént les conclusions dé KORNFELD ( 256 ).
En effet, cet auteur né décelait aucuné inhibition du transfert
du fer de 1la STF humainé aux réticulocytés de lapin en‘présénce des
glycopeptides de la STF humaine. Cé résultat s'explique vraisembla-
blement par le fait que les concentrations dé glycopeptides utilisées

par les auteurs n'excédaient pas 70 M exces,

C -~ REACTION DEINHIEITION DE L’INTERACTION STF-RETICULOCYTE PAR
LE GLYCOPEPTIDE TRYPSIQUE DE LA STF DE LAPIN-

Nous avons déjia vu dans le paragraphe précédent que la
mature de 1'acide aminé des glycopeptides pronasiques n'influait

pas sur l'inhibition du transfert du fer, Cependant, l'allongement
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‘de la chaine peptidique de la STF de lapin pouvait apporter
des renseignements supplémentaires sur 1'influence respective

de la partie glucidique et peptidique sur cette inhibition,

1 . Cinétique d'incorporation du fer de la STF_de lapin

EEERSOSSSRSRsRasSs= -

par_les réticulocytes de lapin, en présence du _glyco-

=== ===

peptide trypsique de_la STF_de lapin

Nous avons utilisé lé glycopeptidé trypsique majeur,
GPT-II, dont la séquence péptidiqué ést donnéé p~86, 3 une concen-
tration fixe de 200 M excés ( soit 0,4 mM ), Les r&sultats sont exposés
dans la Fig, 25 p. 107, Nous pouvons constatér que, comme dans le
cas du glycopeptide pronasique dé la STF de lapin, la diminution
de 1'incorporation dﬁ fer, n'éxcéde pas 5 3 10 p,100 par rapport

au témoin sans glycopeptide, et les vitesses sont identiques.

2 . Discussion

SRS =REEEs

L'allongement de deux acides aminés de la chalne
peptidique du glycopeptide trypsique par rapport au glycopeptide
pronasique, n'augmente donc pas 1'inhibition de 1'incorporation
du fér. Ceci n'est cepéndant pas suffisant pour conclure que la
partie peptidique ne joué aucun rdle dans le transfert du fer,
En effet, nous ne pouvons pas &carter la possibilité& que la
présence d'une partie peptidique plus importante aurait comme

conséquence une inhibition plus marquée.
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Figure 25 : Incorporation du fer par les réticulocytes de lapin
en présence du glycopeptide trypsique GPT-II, de la
STF de lapin ( concentration en glycopeptide 0,4 mM).
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D - REACTION D'INHIBITION DE L'INTERACTION STF-RETICULOCYTE PAR

D'AUTRES GLYCOPEPTIDES QUE CEUX DE LA STF.

Nous avons essayé d'inhiber 1'incorporation du fer
de la STF de lapin par les réticulocytes, par préincubation
avec des glycopeptidés de structurés différentés de celle de la
STF, de maniéré 4 vérifier si 1'inhi$ition observée précédemment

est spécifique ou non.

1 . Incorporation du fer_en présence de glycopeptides

oligomapnosidiques

Nous avons utilisé un glycopeptide trypsique de la
1actotransferriné boviné, dé naturé oligomannosidique, renfermant
8 résidus de mannose, 2 de N-acétyl glucosamine et 4 acides aminés.

Lés résultats exéosés dans lé Fig.26 p.109, ne montrent
pas d'inhibition de 1'incorporation du fér én présence de ce type
de glycanne, la fixation dé la STF sur les cellules n'&tant pas

non plus affectée,

2 ., Discussion

ERSSEESRES

Il semble donc bien d'aérés ces résultats que la
structure glucidiqué du glycopéftide soit détérminante lors de
1'inhibition de 1'incorporation du fer paf le réticulocyte.

En effet, 1es~g1ycopeptidés dé,la STF ét 1és glycopeptides
trypsiques de 1la 1actotransferriné Boviné, possédent une
masse moléculaire voisine, dé 2,200 énviron, mais le glycanne

inhibiteur, celui de la STF, possé&de une structure de type

(}
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N-acétyllactosaminique, tandis que le glycanne de la LTF
bovine , qui n'a pas d'action inhibitrice, est de nature

oligomannosidique.

E - CONCLUSIONS

- Nous avons mis en évidence une inhibition de 1'incor-
poration du fer de la SfF de lapin par 1§ réticulocyte de lapin,
en présence de concentrations de glycopeptides de la STF ( a partir
de 0,5 mM ).

La présence d'acidé sialique dans le glycopeptide
n'est pas indispensaﬁle pour cette inhiﬂition. En effet, les résul-
tats sont identiques lorsqu'on utilisé,dés glycopeptides bisialylés,
momosialylés ou asialylés,

Ce phénoméne sémBle étré spécifique du glycopeptide
de la STF én fant qu'éntité moléculaire, En effet, ni les glyco-
peptides de type oligomannosidiqué, ni un mélange des monosaccharides
liBres présents dans les mémés rapports qué dans le glycanﬁe de
la STF ne sont pas capables dé produiré une inhibition du transfert
du fer,

La. partie péptidique, sé trouvant immmédiatement au
voisinage du point d'attaché du glycanne né joue pas un rdle
prépondérant dans cétté inhibition,

| Nous pouvons donc concluré qué la partie glycannique
de la STF joué un rdle impértant dans 1'intéraction STF~réticulocyte,
contrairement aux COnclusiéns de KORNFELD ( 257 );

Cependant, 1é r81é de la partié glycannique ne serait
pas celui que nous avoné proposé p.30 . En effet, il ne semble pas

3




que la fixation de la STF sur son récepteur membranaire soit
éffectuée par 1'intermédiaire du glycanne, car 1l'inhibition
constatée s'éffectue uniquement au niveau de la fixation de
la STF sur la cellulé.

Ainsi, 1é mécanismé du transfért du fer serait
donc constitué de déux processus 1iés 1'un & 1'autre ; d'une

part la réconnaissance par le récepteur membranaire de la

STF, et d'autre part le transfert du fer a la cellule, Le

glycanne aurait un rdle fondamental dans ce transfert, soit

" " |

pour bien positionner la protéine dans l'ensemble de " 1'unité
responsable du transfert du fer, soit pour recomnaitre
directement un composé& membranaire auquel la STF céderait

son fer,
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Les conclusions que nous pouvons tirer de notre &tude sur
la sérotransferrine de lapin et sur le role de la fraction glycannique
de cette protéine dans 1'intéraction sérotransferrine-réticulocyte,

sont les suivantes :

1 - La méthode de préparation qué nous avons utilisé nous a
permis d'isoler la sérotransferrine de lapin dans un état de pureté
satisfaisant, Nous avons vérifié& en parti;uliér, 1'absence d'hémo-
pexine, qui réprésente le contaminant le plus important des pré-
parations de sérotrapsferrine. L'hémopexine, renfermant 22 7 de
glucides constitue, en effet, uné sourcé d'erréur considérable
lors de 1'étude de la fraction glycannique de la sérotransferrine

de lapin.

2 - Les é&tudes physico—chimiqués éfféctuéés sur cette pféparation
de sérotransferriné de lapin, ont montré qu'elle posséde des pro-
priétés trés voisines de cellés des sérotransférrines des autres
espéces de vertebrés. Elle posséde, en éffet, une masse moléculaire
de 75,000 , fixe déux atomes de fér d saturation et renferme une

composition en acides aminés et une séquence N-terminale trés voisine’

de celles des autres sérotransferrines.

3 - Les compositions molaires et centésimales en glucides

montrent la présence de 2 résidus de Galactose, 3 de Mannose, 4 de




- 114 -

N-acétyl glucosamine et 2 d'acide N-acétyl neuraminique par’

molécule de sérotransferrine de lapin.

4 - L'étude des glycopéptides pronasiques et trypsiques
isolés de la sérotransferriné de lapin, nous a pérmis d'établir
la structufé du groupémgnt glycannique de cétté glycoprotéine,
En effét, iés résultats dé la perméthylation ét dé la R.M.N.

a 360 MHz demontrent 1'idéntité structuralé entré le glycanne
de la sérotransferrine de lapin et ceux de la sérotransferrine
humainé. En outré, ce résultat nous permet de conclure que la

sérotransferrine de lapin ne possé&de qu'un seul groupement

~ glycannique,

La séquencé péptidique au voisinage du point d'attache
est la sﬁivante : Asn (CHO)-Ser—Ser-Leu, ce qui 1'ap§arénte a
la STF boﬁine qui ne posééde qu'uﬁ seul glycanne, avec une
séquence peptidique identiqué. Cépendant, nous ne pouvons pas
formulér des conclusions quant 3 la position du glycanne sur la

chaine peptidique de la sérotransferrine de lapin.

5 - En cé qui concérné le rdle biologique des groupements
glycanniques, nous avons mis én évidence une inhibition de 1'incor-
poration du fer de la sérotransférrine dé lapin par le réticulocyte.
de lapin,en présence des glycopéptides pronasiques de la séro-

transferrine 3 concentrations supérieures de 0,3 mdM,




6 - L'acide sialique et la partie peptidique des glyco-
peptides de la sérotransferrine utilisés ne semblent pas jouer

aucun role dans cette inhibition.

7 - La présence d'un groupement glycannique de type
oligomannosidique jusqu'3d des concentrations de 1,6 mM, n'in-
hibe pas le transfert du fer de la sérotransferrine aux réti-

culocytes,

8 - L'emsemble des résultats que nous venons d'exposer,
nous permettent de modifier notre hypothése de travail. En effet,
le réle de la partie glycannique de la sérotransferrine, ne
serait plus celui de reconnaltre le récepteur membranaire, rdle
qui serait plutdt réservé i la partie protéique, mais serait de
bien positionner la sérotransferrine dans le complexe mémbranaire

responsable du transfert du fer.

Les perspectives qui s'ouvrent maintenant pour
éclaircir ce mécanisme de fixation de la sérotransferrine et

transfert du fer sont tré&s larges, En effet, nous avons fait
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que parcourir les premiéres étapes dans la connaissance intime
du ralé du glycanne dans 1l'interaction s'érotransferriné—réti-
culocyte. La preuve directe de l'intervéntion du giycanne dans
le mécanisme du transfert du fer né sera.apportéé qu'avéc uné
sérotransferrine totalement débarrassée de sa partié glucidiqué.
Ceci ne pourra se faire qué par 1l'action d'endoglycosidasés;
capables de libérer le\glycanné tout en ne modifiant pas la

conformation de la molécule,
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