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INTRODUCTION

La découyerte de la lactotransferrine dans le lait de femme,
par Montreuil et al. en 1960 (MONTREUIL et MULLET (1), MONTREUIL,
TONNELAT et MULLET (2)) a ouvert la voie, au laboratoire, & un ensem-
ble de recherches qui portent, d'une part, sur 1l'étude structurale
des transferrines, glycoprotéines impliquées dans le transport du fer
et, d'autre part, sur la compréhension de divers mécanismes comme
1'érythropoiése, l'absorption intestinale du fer et la défense de
l'organisme contre les agressions virales et bactériennes, mécanismes

dans lesquels le rSle des transferrines s'est révélé primordial.

Les premiéres années gqui ont suivi la découverte de la lacto-
transferrine ont été consacrées a la mise au point de procédés djisole—
ment et & l'analyse comparée des propriétés physico-chimigues de la
chaine polypeptidique, des grouﬁements glycanniques et des sites de
fixation du fer de la sérotransferrine et de la lactotransferrine
humaines. Les résultats gqui ont été rassemblés dans la thése de G..
SPIK (3) ont permis de démontrer que, malgré les analogies qui exis-
tent entre les 2 transferrines, la spécificité immunochimique de ces
deux molécules reposait sur des bases physico-chimiques nettement

distinctes.

Notre travail, commencé en 1973, fait suite & ces recherches
et a consisté & reprendre l'étude comparative des deux transferrines.
En particulier, nous nous sommes orientés, d'une part, vers la déter-
mination de la séquence primaire de la chalne polypeptidique de la
lactotransferrine, vers l'analyse comparée de la conformation des deux
transferrines, avec et sans fer, et vers l'étude comparée des sites

de fixation du métal.

D'autre part, nous avons utilisé ces données pour essayer

d'expliquer & l'échelle moléculaire la spécificité de reconnaissance

de la lactotransferrine par des récepteurs membranaires de l'entérocyte




humain, spécificité de reconnaissance gue nous avons été les premiers

& mettre en évidence.

Pour réaliser notre travail, qui a fait appel & une expeéri-
mentatiocn d'ordre aussi bien physico-chimique gue bioclogique, nous
avons bénéficié de la collaboration efficace et fructueuse des équipes
des Professeurs JOLLES et PETERS, ainsi que de celles de Madame LOUCHEUX
et de Monsieur LHOSTE.

Les résultats que nous avons obtenus ont permis de préciser,
sur des bases moléculaires, la nature des ressemblances et des diffeé-
rences que présentent les deux transferrines. Ils marquent la troi-
siéme étape dans l'étude des transferrines entreprise au laboratoire
et constituent un nouveau point de départ de recherches qui devraient
conduire 4 la connaissance des structures secondaire et tertiaire de
ces molécules ainsi qu'ad une meilleure définition des sites d'inter-
action avec les récepteurs membranaires et des sites porteurs de la
spécificité immunologique de la lactotransferrine et de la sérotrans-

ferrine humaines.

L'ensemble des résultats que nous avons obtenus ont fait l'objet

des publications suivantes

1 - J. MAZURIER et G. SPIK - Action du bromure de cyanogéne sur la lacto-

transferrine humaine. Arch. Intern. Physiol. Bioch., 1974, 82, 27

2 - J. MAZURIER, G. SPIK and J. MONTREUIL - Isolation and characteri-
zation of the cyanogen bromide fragments from human lactotransferrin,

FEBS-Letters, 1974, 48 , 262-265

3 - M. KRYSTEVA, J. MAZURIER, G. SPIK and J. MONTREUIL - Comparative
study on histidine modification by diethylpyrocarbonate in human

serotransferrin and lactotransferrin, FEBS-Letters, 1975, 56, 337-340

4 - J. MAZURIER, J.P. AUBERT, M.H. LOUCHEUX~-LEFEBVRE and G. SPIK -
Comparative circular dichroism studies of iron free and iron satu-
rated forms of human sero and lactotransferrin. FEBS-Letters,
1976, 66, 238-242

5 - M.A. KRYSTEVA, J. MAZURIER and G. SPIK - Ultraviolet difference
spectral studies of human serotransferrin and lactotransferrin.

Biochim. Biophys. Acta, 1976, 453, 484-493




6 - G. SPIK et J. MAZURIER - Comparative structural and conformational
studies of polypeptide chain, .carbohydrate moiety and binding sites
of human serotransferrin and lactotransferrin. Proc. 3th Int. Conf.

Proteins of Iron Storage, New York, 1977, 143-149

7 - J. MAZURIER, J.M. LHOSTE, G. SPIK and J. MONTREUIL - The two metal
binding sites of human serotransferrin and lactotransferrin : dif-
ferences in histidine coordination as revealed by electron-paramagnetic

resonance of cupric complexes. FEBS-Letters, 1977, 81, 371-375
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GENERALITES

Ce chapitre précede l'exposé de nos travaux personnels. Il
est -essentiellement consacré aux formes biologiques du fer, & leurs

propriétés physico-chimiques, & leur métabolisme et & leur rdle dans

l'organisme.

I - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DU FER

A - GENERALITES

Le fer est un métal de la premiére série de transition qui
- posséde le numéro atomique A = 26, ce qui lui donne la formule électro-

nique 1s2 252 2p5 3s2 3p6 4s% 38%. 11 est compris entre le manganése

et le cobalt. Ses propriétés chimiques sont voisines de celles du cobalt.

Ses degrés d'oxydation peuvent varier de - 2 & + 6, mais les plus fré-

guents sont + 2 et + 3 (ferreux et ferrique).

Il existe 4 isotopes stables, de nombre de masse 56, 54,
57 et 58 classés par ordre d'abondance naturelle, et 6 isotopes radio-
actifs : 52, 53, 55, 59, 60 et 61 qui possédent une période, respec-
tivement de 8 h, 9 mn, 3 mn, 45 j., 10° ans et 100 mn.

Nous avons résumé dans le tableau I (p 6) les principales

propriétés physiques du fer.

B - STRUCTURE CHIMIQUE ET STEREOCHIMIQUE

Les 5 orbitales 34 des ions ferreux et ferrigues sont res-

pectivement occupées comme le montre le schéma ci-dessous

1l 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Fez+ | Fe3+

par 4 et 5 électrons célibataires.




TABLEAU I

PRINCIPALES PROPRIETES PEYSIQUES DU FER

Masse atomique 55,847 £ 0,003
Masse volumigue & 25°C 7,87 g / cm3
Volume spécifique & 25°C 0,12701 em® / g
) [~
Rayon covalent 1,17 A
]
Rayon atomique 1,26 A
o 2+ 2
Rayon ionique Fe 0,76 A
-}
Fed” 0,64 A

"
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Deux états sont possibles : haut spin et bas spin, comme nous
o+
le montrons pour le cas de Fe3” dans le systéme octahédral, dans le

schéma suivant

E
/N

Orbitales
3d

~
~L

1 1

1 17

1 11

Fe3+ re3”

Haut spin = Bas spin

Un changement d'état de spin a de .profondes conséguences sur

les propriétés magnétiques et la stéréochimie des ligands.

La symétrie peut étre octahédrale ou tétrahédrale comme nous

le montrons dans la figure 1 (p 8).

D'autres symétries sont connues, comme les symétries tétra-

gonale et pyramidale carrée.

., . + +
Dans le cas des bas spins, les ions Fe?” et Fe? sont hexa-
coordonnées, -dans une symétrie octahédrale, avec des liaisons formant

des angles de 90°, cette disposition étant favorisée par des orbita-
les @ libres.

Dans le cas des hauts spins, toutes les orbitales d sont
partiellement occupées et aucune direction n'est privilégiée. Ia
stéréochimie dans ce cas est imposée par la nature du ligand ; ainsi
les petits ligands comme Hpo favorisent la formation de 6 et méme de
4 liaisons de coordination. On connait méme un systéme & 7 liaisons

+
il s'agit du complexe Fe3 ~EDTA

C - COMPLEXATION ET HYDROLYSE

ES

L'ion Fe3" est petit et fortement chargé, il a une grande
affinité pour les anions F, CN, OH , RO . Ainsi, il déprotonne & pH
neutre les OH pour les coordiner. Son affinité pour OH est telle que

o+ .
(HZO)GFe3 avec un pKa de 3 est plus acide que l'acide acétique.



Figure 1

Symétrie des orbitales du Fem+
dans le systéme octahédral (I) et le systéme tétrahédral (II)



L'hydrolyse n'est pas simple, elle peut donner des groupes

tels que (Fe(OH)t?gf)x ou x peut atteindre 1 000. La polymérisation
'4

de ces derniers peut étre limitée par l'utilisation de l'acide éthy-

léne diamine-tétracétique et l'acide nitrilo-tri-acétique.

st _
La concentration & l'équilibre de Fe® ne peut donc excéder
-18
10 M & pH 7 mais peut atteindre 1 M & pHI.

Ainsi La chimie de Fe3™ & pH neutre dépend principalement
de La nature de ses complexes et de ses prodults d'hydrolyse.

+ + .
Le Fe? est moins polyméri?able que Fed et posséde un

pKa de 7, pour une solubilité de 100 M a pE 7.

I1 - REPARTITION DU FER DANS L'ORGANISME

A - REPARTITION PONDERALE

D'aprés les résultats de FORTH et RUMMEL (4) résumés dans
le tableau II (p 10), le fer est pondéralement le plus important des
métaux lourds chez les mammiféres. L‘Homme adulte en contient 4 &

5 g, répartis principalement, comme le montre le tableau III (p 11),
en deux compartiments constitués par les formes de réserve et les
formes actives. Les formes de transport du fer qui ne renferment que
0,2 p 100 du métal assurent la répartition du métal entre ces deux

compartiments.

Ces formes de transport sont des glycoprotéines que nous

appelerons d'un terme général : les transferrines.

Nous ne développerons, par la suite, que les aspects du
métabolisme du fer dans lesquels les transferrines sont directement

impliquées.

B - FORMES DE TRANSPORT

Seul l'héme peut fixer le fer ferreux en présence d'oxygéne.
Les conditions physiologiques de pH et de pression d'oxygéne font gue
le fer est toujours oxydé en Fe3+. Le renouvellement guotidien du fer
atteint 30 mg par j?gr soit 1O—EM alors que la concentration en Fe3+

ne peut excéder 10 M. De plus, comme nous l'avons décrit précédemment
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TABLEAU 11

FER CHEZ L'HOMME

RUMMEL ( 4)

Nature du Quantité Absorption par
métal g / 70 kg jour en mg
Fe 3,9 - 5,0 12 - 15 (Fe2" ,Fe?’)
cu 0,12 - 0,15 2 -5 (cuh)
Zn 1,9 - 2,0 10 - 15 (zn2")
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TABLEAU I

Il

REPARTITION ET DEGRE D'OXYDATION DU FER CHEZ L'HOMME

Nature du constituant P;;ds Pourcentage Degré d'oxydation
Fer porphyrinique

Hémoglobine 2 500 65 - 70 II

Myoglobine 150 3 -5 Iz

Enzymes héminiques 10 < 0,5 Ir, III
Enzymes non héminiques LS5 Iz
Fer de transport 5 III
Fer de réserve

Perritine 500 ITI

25 - 30
Hémosidérine 500 Iz
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page 9 , le Fe3+ s'hydrolyse rapidement pour former des complexes
insclubles, rapidement inutilisables par l'organisme. Il apparait
donc que pour réaliser un pont entre les formes de réserve (Fe3*) et
les formes actives (Pe2+, Fe3+) il doit exister un transporteur du

fer pour le maintenir en solution tout en le laissant disponible.

Ces transporteurs sont constitués chez les bactéries par

les sidérochromes et chez les vertébrés par les transferrines

1 - TERMINOLOGIE ET DEFINITION

Il existe actuellement une polémigue sur la nomenclature
des transferrines. Plusieurs auteurs : MASSON et HEREMANS (5), AISENet al.
(6) et MORGAN (7) réservent le terme de transferrine & la protéine
isolée du sérum. En accord avec MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (8)
SPIK (9) et CHASTEEN (10), nous utiliserons le terme de transferrine
pour désigner la famille des transporteurs du fer. Cette famille
est constituée par :

- les sérotransferrines isolées pour la premiére fois
du sérum, '

- les lactotransferrines (lactoferrines) isolées
du lait,

- les ovotransferrines (ovoferrine ou conalbumine)

isolées du blanc d'oeuf des Oiseaux.

En effet, il est actuellement bien démontré que ces glyco-
protéines possédent des propriétés communes gui sont résumées dans

le tableau IV (p 13).

2 - LOCALISATION DE LA SEROTRANSFERRINE

C'est en 1927 gue BARKAN (11) démontre que le fer plasma-
tigque est 1lié a4 une protéine. La réelle identité de la transferrine
n'a été définie qu'a partir de 1940 par les groupes de HOLNBERG et
LAURELL (12) et de SCHADE et CAROLINE (13).

La sérotransferrine se trouve essentiellement selon JAGER
(14), BAMBACH (15), WOODWORTH et SCHADE (16) dans le sang humain a

une concentration de 2 g par litre.

Un individu normal posséde de 10 & 11 g de transferrine,
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TABLEAU IV

PROPRIETES COMMUNES A TOUTES LES TRANSFERRINES

1 - Glycoprotéines monocaténaires de masse moléculaire
voisine de 80 006
2 - Fixent réversiblement en deux sites spécifiques
- 2 atomes de Fe3+
- 2 ions bicarbonate (ou carbonate)
- développent une coloration rose a?ec un
maximum d'absorption & 465 nm
3 - Sont compos€es de deux domaines structuraux

possédant chacun un site métallique

4 - Possédent de nombreuses homologies dans la struc-

ture covalente de la partie polypeptigue

=

5 - Assurent le transport du fer jusgu'id une cellule

cible qu'elles reconnaissent spécifiquement

6 - Possédent une activité bactériostatique
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dont 52 & 53 p 100 selon AWAI et BROWN (17) ou 56 a 62 p 100 selon

KATZ (18) sont extravasculaires.

L'urine (BERGGARD) (19),(FRESNOY et al.) (20), le liquide
céphalo~rachidien (EWERBECQ) (21), le lait (HANSON) (22), (HUIDOBROTECH)
(23) , (FILIPE DA SILVA et al.) (24),(BLANC) (25), la bile (HARWICKE
et al.) (26), les sécrétions nasales (ROSSEN et al.) (27), la salive
(GABL et al.) (28), la lymphe (MOORE et al.) (29) en contiennent des
guantités variables. De plus de nombreux tissus possédent de la
sérotransferrine. Nous avons rassemblé dans le tableau V {(p 15) les
résultats obtenus par MASON et TAYLOR (30) qui montrent d'une maniére
comparative la distribution de la sérotransferrine, de la lactotrans-

ferrine et de la ferritine, dans différents tissus.

3 - LOCALISATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

La lactotransferrine a été découverte et isolée du lait de
femme par MONTREUIL et MULLET (31), MONTREUIL, TONNELAT et MULLET
(32) et par JOHANSSON (33). Sa concentration dans le lait humain
est importante et, comme l'ont démontré MASSON et HEREMANS (34), elle
varie au cours de la lactation. Son taux atteint 6 g / 1 dans le
colostrum, puis tombe rapidement pour se stabiliser selon MONTREUIL
et al. (35) a1az2g/ 1.

BISERTE et al. (36) ont identifié les premiers la lacto-
transferrine dans les expectorations bronchiques ; par la suite,
LOISILLIERS et al. (37) et MASSON, HEREMANS et DIVE (38) l'ont carac-
térisée en quantités variables dans de nombreux milieux de sécrétions
sécrétion gastrointestinale, liquide duodénal, mucus utérin, mucus
nasal, bile hépatigue, mucus bronchique, urine. Sa présence dans le
plasma, ol elle existe & un taux compris entre O,7 et 1,1 ug /mi,
peut étre due selon RﬁMKE et al. (39), & la libération de la lacto-~

transferrine leucocytaire.

Enfin, MASSON, HEREMANS, SCHONNE et CRABE (40) l'ont mise
en évidence dans les épithélia secréteurs de la glande mammaire, du
tractus respiratoire, des glandes sous maxillaires, des mugueuses
gastrointestinales et du rein. Certains de ces épithelia sont capa-
" bles de synthétiser la lactotransferrine : il s'‘agit de la glande
mammaire, de la mugqueuse rectale, de l'endométre, de 1l'endocol, du

rein et des vésicules séminales (HECKMAN et RUMKE) (41).

~



TABLEAU V

REPARTITION COMPAREE DE LA SEROTRANSFERRINE, DE LA LACTOTRANSFERRINE

ET DE LA FERRITINE DANS LES TISSUS HUMAINS d'aprés MASON et al. (30)

Tissus Transferrine Lactotransferrine Ferritine
Tractus gastrolntestinal
Fole Hiépatocytes Non Hépatocytes, cellules de Kupflex
Histiocytes
Estomac Cellules pariétales Cellules & mucus Cellules épithéliales
Duodénum . Cellules épithéliales Cellules épithéliales Cellules épithéliales

Vésicule biliaire

Glandes endocrines

Thyroide

Appareil urogénital

Rein
Utérus

Glandes exocrines

Tissu mammaire

Moelle osseuse

Systéme réticulo-endothélial

Histiocytes
Peau

Systéme respiratoire

Bronches

Cellules épithéliales

Colloide

Tubules
Epithélium cervical
Cellules myoépithéliales

Cellules périductulaires

Non

Histlocytes activés

Cellules épidermiques

Non

Non

Non

Non
Cellules glandulaires
cervicales

Cellules acinaires, lait

Cellules myéloides

Non

Non

Cellules glandulaires

Non

Non

Epithélium cervical

Cellules périacinaires

Histiocytes

Histlocytes

Cellules épidermiques

Non
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La lactotransferrine est en outre présente, comme l'ont
démontré MASSON, HEREMANS et SCHONNE (42) par des techniques d'immuno-
électrophorése, dans les leucocytes neutrophiles & un taux de 3,4 ug
par million de leucocytes. Dans les leucocytes, elle est localisée
dans les granules spécifiques et associée selon LEFFNELL et SPITZNAGEL
(43) au lysozyme. Cette lactotransferrine leucocytaire est d'aprés

MASSON (44) synthétisée par les tissus hématopoiétiques.

Au laboratoire, la lactotransferrine a été mise en évidence
dans les selles de nourrissons alimentés au lait maternel. Cette
lactotransferrine a gardé la capacité de fixer le fer (MAZURIER -

DEHAINE )(45) .

C - LES FORMES DE RESERVE 1

1 - LES COMPARTIMENTS DE RESERVE

Le métabolisme du fer est caractérisé par un échange externe
limité et par une grande réutilisation du métal & partir des sources

internes.

Il existe deux cycles différents de réutilisation du fer,

comme le montre la figure 2 (p 17), faisant intervenir soit le sys-

téme réticuloendothélial (R-E): des cellules du foie, de la rate et
de la moelle osseuse, soit le systéme des cellules du parenchyme
hépatique (BERSHKO et al. )(46). Le cycle érythrocyte - R-E - plasma
est unidirectionnel puisgqu'il ne peut prélever le fer de la séro-
transferrine (STF), alors que le cycle hépatique parenchymateux est

bidirectionnel (COOK et al. )(47).

Le fer est stocké sous forme de ferritine dans les deux

systémes.

Z - FERRITINE ET HEMOSIDERINE

La ferritine est une protéine soluble dans l'eau, isolée
pour la premiére fois par LAUFBERGER en 1237 (48). Elle posséde une
masse moléculaire de 445 OO0 et est constituée de 24 sous-unités.

Elle peut fixer jusqu'ad 4 500 atomes de fer ferrique. Les études
de diffraction aux rayons X montrent qu'elle a la forme d'une "coquille

] -]
creuse" de rayon interne de 37 A et de rayon externe de 61 A. Elle
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Erythrocyte
Parenchyme hépatigue ' Réticulum endothélial
. 5 ; rAm
Réserve _;C?mpartlment STF Compartiment Réserve
T échangeable — échangeable .,
Estomac
Figure 2

Relations entre la sérotransferrine (STF)

et les différents compartiments du fer d'aprés HERSHKO (46)

S
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posséde six anneaux, qui permettent le passage de molécules de di-

mension inférieure a 15 ; (HARRISON )(49) , (HOARE et al.) (50), comme

le montre la figure 3 (p 19). Il existe une grande hétérogénéité de
la ferritine suivant les tissus et les espéces animales analysées.

Actuellement 12 & 13 isoferritines ont été, selon DRYSDALE et al.

{51), isolées.

L'hémosidérine est insoluble et contient plus de fer que
ferritine (Mc KAY et al.)(52, 53). Normalement l1'hémosidérine ren-
ferme moins de la moitié du fer de réserve (BOTHWELL et al.)(54).
Elle est probablement un produit d'oxydation ou de digestion de la
partie protéique de la ferritine (TRUMP et al.) (55). Le fer de
l'hémosidérine est mobilisable par l'organisme avec une efficacité
beaucoup plus faible que celui de la ferritine (WYLLIE et al.) (56},

( HERSHKO ),(57) (MILLAR et al.) (58).

3 - CAPTURE ET ELIMINATION DU FER DE LA FERRITINE

la

Deux mécanismes sont évogqués pour expliguer la capture du

fer par la ferritine : le premier proposé, & partir des travaux de
SPIRD et al. (59), est gque 1l'apoferritine piége les micelles de

+
fer Fe3 préformés. PAPE et al. (60) eux, pensent que les micelles

de fer se forment indépencdamment de 1'apoferritine.

Cependant des expériences in vivo montrent que la pre-

miére étape consécutive & une surcharge en fer est une synthése de

ferritine pauvre en fer (DRYSDALE et al.) (61),(FINBERG et al.) (62).

Ces expériences ont conduit & l'hypothése de "pénétration" (NIEDERER)

o+
(63). En effet, le Fe? est contrairement au Fe3" rapidement incor-
+
poré par la ferritine et la catalyse de re? en Fe3+ est réalisée
par la ferritine (NIEDERER)(64), (MACARA et al.) (65),( BRYCE et al.
(66) .

La ferritine emmagasine le fer sous forme de Fe3+ mais le
reldche sous forme de Fe?'., Différents auteurs comme TANAKA (67),
GREEN et MAZUR (68) et MAZUR et al. (69,70) suggérent la participa-
tion de la xanthine oxydase lors de l'élimination du fer de la fer-
ritine. Plus récemment, d'autres auteurs (FRIEDEN et al.)(71),
(SIRIVECH et al. )(72), (CRICHTON et al.)(73) ont évoqué la participa-

tion d'une enzyme d'oxydo-réduction & NADH~FMN, pour réaliser le

départ du fer de la ferxritine.
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Figure 3

Schéma de structure de la ferritine d'aprés SIMKISS (74)
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II1 - PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES TRANSFERRINES

A - MASSE MOLECULAIRE

La masse moléculaire des transferrines a été déterminée
par de nombreux auteurs et les résultatsont longtemps €té compris

comme le montre le tableau VI (p 21) entre 68 000 et 114 000.

Des résultats plus récents, obtenus par LEGER, VERBERT
et al. (75) donnent & la sérotransferrine une masse de 75 000 %
2 000. Ces valeurs sont semblables & celles mesurées par SPIK et

MONTREUIL (76), MANN et al. (77) et GREEN et FEENEY (78).

La lactotransferrine posséde, guelle que soit la technique

utilisée, une masse moléculaire supérieure & celle de la sérotrans-

ferrine. LEGER et al. (79) l'ont trouvée égale a 76 000 + 1 000.

B -COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES

Nous ne citerons que les travaux qui ont été réalisés dans le labo-
ratoire et qui ont conduit & l'établissement de la structure primaire des
glycannes des transferrines. La composition centésimale et molaire en mono-
saccharides de la sérotransferrine humaine a été établie par MONTREUIL,
BISERTE et al. (80), SPIK (g1) et SPIK et MONTREUIL (82) puis SPIK,
VANDERSYPPE et al. (83), celle de la lactotransferrine humaine par
SPIK (84), SPIK, VANDERSYPPE et al. (85) et MONTREUIL et SPIK (86)
et SPIK, STRECKER et al (87). Nous avons rassemblé dans le tableau
VII (p 22) les compositions centésimales et molaires de la sérotrans-
ferrine humaine, de la lactotransferrine humaine et de 1l'ovotransfer-
rine de Poule. Ces résultats montrent que ces trois transferrines
différent l'une de l'autre par la nature des oses : absence d'acide

N-acétyl neuraminigque et de galactose dans l'ovotransferrine, présence

de fucose jans la lactotransferrine.

C - COMPOSITION EN ACIDES AMINES

Les compositions en acides aminés ont été établies au
laboratoire par MONTREUIL, BISERTE et al. (88), MONTREUIL et al. (89),
MONTREUIL, SPIK et al. (90), puis SPIK (91), SPIK (92) et MONTREUIL
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TABLEAU VI

MASSE MOLECULAIRE DE LA SEROTRANSFERRINE ET
DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINES

Méthode utilisée Sérotransferrine Lactotransferrine
Constante de sédimentation 73 800 & 91 00O 95 000
(a=-e)h (i)
Equilibre de sédimentation 68 000 & 114 0O0OQ 76 700
{(a-e, e-=h) (d)
Tamisage moléculaire 76 OO0 & 78 000 76 000
(e=h) (h)
Electrophorése en gel de 75 000 & 81 000
polyacrylamide (g~h)
Titration du Fer 74 100 & 93 000 75 980 - 80 000
(a,c,e) {(h,1)
Viscosité et sédimentation 74 000 & 79 300 78 100
(£,h) (3)
Viscosité 74 700 a 96 000 77 500
' (a,f,h) (3)
Diffusion de la lumiére 89 000
(1)

j+3

BEZKOROVAINY, RAFELSON et al. (93), BEZKOROVAINY et RAFELSON (94 ),
BEZKOROVAINY - ( 95), BEZKOROVAINY et GROHLICH ( 96 )
CHARLWOOD ( 97)

ROBERTS et al. (98)

MONTREUIL, TONNELAT et MULLET ( 99)

SPIK et MONTREUIL (100), SPIK (101)

MANN et al. (102)

PALMOUR et al. (103)

LEGER, SPIK et al. (104)

MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (105)

LEGER, VERBERT et al. (106)

SPIK (107)

MASSON et HEREMANS (108), QUERINJEAN et al. (109)

ARG Qo Q00
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TABLEAU VII

COMPOSITION MOLAIRE ET CENTESIMALE
EN MONOSACCHARIDES DES TRANSFERRINES

Nature des Sérotransferrine Lactotransferrine Ovotransferrine
Monosaccharides humaine humaine de Poule
a b . c d e

Composition centésimale

Oses neutres 2,6 2,3 3,8 3,11 0,85
N-acétyl~hexosamines - 1,98 2,4 2,1 1,78
Aﬁ:i;g;iiiif‘ 1,3 1,43 0,87 1,22
Composition molaire

Galactose 4 S 10 6

Mannose 8 6 7 5

Fucose - - 5 3
N~acétyl~glucosamine 8 8 13 8

Acide N-aceétyl 4 3-4 3 3

neuraminigque

a JAMIESON (110,111)

b SPIK (112), SPIK et MONTREUIL (113), SPIK, VANDERSYPPE et al. (114)
MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (115)

SPIK, VANDERSYPPE et al. (116)

0

[

e SPIK, FOURNET et MONTREUIL (117)

Vi anin

( FUS
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et SPIK (118)pour la serotransferrine et la lactotransferrine humaine.
Comme le montre le tableau VIII (p 24) les compositions sont trés voi-
Sines mais elles différent néanmoins pour certains acides aminés.
Ainsi, la lactotransferrine posséde moins de résidus de cystine et
prés de deux fois plus de résidus d'arginine que les autres trans-

ferrines.
D - CONCLUSIONS

Des transferrines de différentes origines ont actuellement
été analysées, elles possédent toutes une masse moléculaire et une

composition en acides aminés voisines, mais elles différent énormé-

ment par la nature de leurs monosaccharides.

Iv - ETUDE DES DEUX SITES DE FIXATION DU FER

Pour une étude plus approfondie, nous renvoyons aux revues
générales de CHASTEEN (119), de AISEN et BROWN (120) et aux deux ouvra-
ges édités par CRICHTON (i21)et par BROWN et al. (122).

Depuis. la découverte de l'ovotransferrine par OSBORNE et

CAMPBELL (123), la détermination de la structure des deux sites de
fixation du fer a été entreprise par de nombreux auteurs. A l'heure
actuelle, 30 ans aprés les travaux de pionniers comme FRAENKEL-
CONRAT et FEENEY (124) la structure des sites est encore inconnue,
qui plus est, les ligands et la géométrie du métal ne sont méme pas
définis. Dans sa revue générale, CHASTEEN (125) analyse les nombreux
problémes posés par l'étude de ces sites et montre l'importance

du site anionique et de la conformation de la protéine.

La plupart des travaux ont été effectués sur la sérotrans-
ferrine humaine. Tous les paramétres physiques gque nous allons déve-
lopper dans ce chapitre (état magnétique et stéréochimie du métal,
propriétés optiques, constante d'affinité) déterminés sur toutes
les transferrines (sérotransferrine, ovotransferrine, lactotransfer-
rine) par différentes techniques (absorption, fluorescence, dichrois-
me circulaire, effet Raman, infrarouge, résonance paramagnétique

électronique, effet Mossbauer, titration) sont identiques. Seule
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TABLEAU VIII

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE,

DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE ET DE L'OVOTRANSFERRINE DE POULE

Nature des | Sérotransferrine Lactotransferrine Ovotransferrine
Acides aminés a b c d e
Asp 77 71 65 71 68
Thi 30 25 33 30 28
Ser 42 35 46 54 30
Glu 62 53 69 62 65
Pro 33 36 33 26 30
Gly 48 46 49 53 48
Ala 55 51 56 59 55
1/2 Cys 30 30 26 26 41
val 41 40 43 37 52
Met ) 7-8 5 6 10
Ile 15 14 16 14 30
Leu 58 52 54 54 51
Tyxr 26 24 20 21 21
Phe 29 27 28 32 29
Try 7 - 11 13 -
Lys 54 49 39 41 49
His 17 17 10 10 14
Arg 20 23 38 40 34
Total 634 601 641 649 655
a SPIK (126,127), MONTREUIL, BISERTE et al. (128), MONTREUIL, SPIK et al.
b SUTTON et BREW (130)
c QUERINJEAN et al. (131)
d MONTREUIL et SPIK (132)

e WILLIAMS (133)
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la lactotransferrine se différencie des autres par sa grande résis-

tance vis-a-vis de l'action des protons (MONTREUIL, TONNELAT et MULLET
(134)_

Jusqu'en 1975, les deux sites ont été considérés comme simi-
laires et le modéle proposé par WINDLE et al. (135) en 1963 (Fig. 4,
P 26) était généralement admis. De récents Ttravaux dont les ndtres,

remettent ce schéma en cause.

Ainsi dans l'exposé qui suit, nous étudierons les différentes
propriétés des sites en prenant comme références les résultats obtenus

sur la sérotransferrine humaine.

A - PROPRIETES PHYSTIQUES GENERALES DES SITES METALLIQUES

1 - CONDITIONS DE FIXATION DU FER

Les transferrines peuvent fixer deux atomes de fer de maniére
réversible en développant une coloration rouge dont le maximum §'ab-
sorption est centré a4 465 nm (LAURELL et INGELMAN) (136), (AISEN et
- LEIBMAN) (137), (AASA et al.) (138), (MONTREUIL, TONNELAT et MULLET)

(139), (JOHANSSON) (140), (SPIK) (141).

La fixation de chaque ion métallique nécessite la fixation
d'un ion bicarbonate (WARNER et WEBER) (142), (AISEN, AASA et al.)(143) ,
. (MASSON et HEREMANS) (144) et la libération de trois protons (SCHADE,
REINHART et al.) (145), (WARNER et WEBER) (146), (TEUWISSEN,MASSON

et al.) (147) selon la formule suivante :

-+ - +
2 Fe3” + apotransferrine + 2 BCO3 ==(Fegp-tf- (HCO3)2) + 6H

2 - FIXATION D'AUTRES METAUX

Les transferrines fixent de nombreux ions de métaux de tran-

sition aussi bien divalents que trivalents, tout comme plusieurs lan-
2+ 2+ o+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
thanides : Cu ’ Zn ’ VO , Cr , Mn 7 co ’ Ga ’ Hb r Exr ’ Tb ]
+ + + ,

Eud’, na3", pr3*, Ga®" (WINDLE, WIERSEMA et al.) (148),(LUK) (149),
(WARNER et al.) (150), (CANNON et CHASTEEN) (151),{BARRIS, GRAY et al.)
(152), (AASA et AISEN) (153);:(ZWEIR) (154), (TEUWISSEN,MASSON et al.)

= =

(155) & raison de deux ions par molécule de transferrine a4 l'exception
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Figure 4

Site de fixation du fer des transferrines selon WINDLE et al.

%“S}
LILik
NS

(156)
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2+

+ + L.
de Nd3 et Pr3” on un seul ion est fixé. Par contre, le Fe ne semble

pas étre fixé (BATES, WORKMAN et al.) (137).

TAN et WOODWORTH (158) ont calculé la stabilité des diffe-~
rents complexes métalliques de l'ovotransferrine. Le fer est le métal
qui a le plus d'affinité suivi du cu2’. Le Ni2" posséde 1'affinité
la plus faible. Tous ces métaux ne se fixent sur la protéine qu'en
présence de bicarbonate (AISEN, AASA et al.) (159),(CHASTEEN, WHITE
et al.) (160).

Actuellement, plusieurs auteurs ont décrit des transferrines
mixtes, c¢'est-d-dire possédant un métal différent sur chaque site :
Fe-Cr (AISEN et al.) (161),Fe-Cu, Fe-Tb (CANNON et CHASTEEN) (162),
{(ZWEIR) (163).

Les travaux récents de EVANS et WINTER (164) et EVANS (165)
montrent gue la sérotransferrine in vivo est un transporteur de zn,
et qu'elle est responsable de son adsorption intestinale. Cependant
CHARLWOOD (166) démontre que la sérum albumine a la possibilité de

déplacer puis de complexer le Zn transporté par la sérotransferrine.

3 - CONSTANTES D'AFFINITE

Tous les auteurs qui ont étudié les constantes d'affinité,
jusgu'en 1976, sur la serotransferrine et l'ovotransferrine (AASA,
MALMSTROM et al.) (167),(AISEN et LEIBMAN) (168) ,(JARRIT et CHARLWOOD)
(169) ,par les techniques d'équilibre de dialyse ont suggéré que les
deux sites pouvaient étre considérés comme équivalents et indépen-
dants l'un de l'autre. La constante apparente de dissociation pour

un pH et une pression p COp; voisins de ceux du sang est de l'ordre
de k1=102“. Elle n'est affectée ni par la désialylation des groupements

glycaniques, ni par le remplacement du bicarbonate par un anion équi-

valent : l'oxalate (JARRIT et al.) ( 170).

Les premiers travaux de DAVIS et al. (171) qui montrent que
les constantes des deux sites différent par un facteur 400 semblent
erronés, car leurs mesures effectuées en présence d'E.D.T.A. n'étaient

pas réalisées & l'équilibre de dialyse. a

La lactotransferrine se différencie nettement de la séro-
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transferrine humaine & pH 6,4 par une constante K;=2,6 10° soit 260

fois plus importante (AISEN et LEIBMAN) (172)

Une récente réinvestigation des constantes d'équilibre
stochiométrique ou thermodynamique de la sérotransferrine a permis
& AISEN, LEIBMAN et al. (173) de démontrer que.,quel que soit le pH
d'étude, K; est toujours plus grand que Ko et qu'd pE 7,4 et & p COy,
Ka; et Kap; , les constantes apparentes de stabilité,valent respecti-
vement 4,7 1020 et 2,4 1019, Les mémes auteurs constatent que la

fixation séguentielle des métaux est anticoopérative.

4 - GEOMETRIE DU METAL

L'analyse du spectre R.P.E. des complexes des ferritrans-
ferrines montre que le fer ferrique est sous la forme haut spin dans
un champ cristallin rhombique (AASA, MALMSTROM et al.) (174),{ WINDLE
et al.) (175) (RISEN et LEIBMAN) (176). L'environnement du métal a une
faible symétrie. Des considérations théoriques permettent de proposer

deux géométries (CASTNER et al.) (177):

~ un arrangement tétrahédral avec ses substituants’

identiques deux par deux.

~ un arrangement hexacoordcnné avec six ligands iden-
tiques, & égale distance l'un de l'autre. Cet arrangement a été choisi
par WINDLE et al. (178) & la suite de considérations chimiques sur

le nombre de ligands.

B ~ LE SITE ANIONIQUE

La difficulté d'obtenir des solutions absolument démunies
de carbonate a longtemps rendu aléatoire toute étude du site anioni-
gue. Les travaux de SCHLABACH et BATES (179), confirmés par ceux de
TSANG et al. (180) montrent que le métal ne peut se fixer sur le site
spécifique qu'en présence d'un anion. Par contre, l'anion ne se fixe
pas sur la protéine en l'absence du métal (AISEN, AASA et al.) (181)

Il existe donc un effet coopératif entre le métal et l'anion.
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1 - NATURE DE L'ANION

L'anion doit avoir une formulation du type :

H
| 0
=
R-¢c-c€ -
§ N
L

ol L est un groupement donneur d'électrons qui doit adopter une con~
figuration de type carbonate (CHASTEEN) (182).Les anions qui ont
l'effet synergique le plus important sont le bicarbonate, le carbo-
nate et l'oxalate (SCELABACH et al.)(183). Il n'est pas encore pos-
sible de définir si l'anion naturel est le carbonate ou le bicar-

bonate.

Z - LOCALISATION DU SITE ANTONIQUE

Le coefficient d'extincticn molaire & 465 nm varie en fonc-
tion de la nature de l'anion (SCHLABACH et al.) (184). Ceci peut étre
la conséquencé d'un effet allostérique sur le site métallique induit
par la fixation de l'anion, ou la conséquence de la fixation de
1'anion directement sur le métal. La résonance en 13¢C du complexe
Fe; STF (13C05), indique que la distance entre Fe3V et 13c est ge
S g (HARRIS, GRAY et al.) {185). Par contre, CAMPBELL et CHASTEEN
(186) montrent que dans le cas d'un complexe STF-VO l'anion est
directement coordiné au métal tout au moins dans le cas du site
dénommé B, qui correspond donc au site "acide labile" localisé

dans la région N~terminale.

Afin d'expliquer que seuls les anions du type carbonate
sont utilisables, BATES et SCHLABACH (187) ont suggéré que 1l'anion
est de plus coordiné & la protéine par l'intermédiare d'un groupement
i pour former un carbone tétravalent comme nous l'indiquons dans

la figure 5 (p 30).

Cette hypothése a trocuvé confirmation, d'une part, au niveau
de la séguence peptidique ol Mc GILLIVRAY et al. (188) montrent qu'un

résidu arginyl se retrouve 4 fois dans une ségquence conservatrice en
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Figure 5

Modéle des sites de fixation du fer et de l'anion

d'aprés SCHLABACE et al. (189)

1 - La distance entre le carbonate et le métal a été mesurée par

HARRIS et al. (190)
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position 5 par rapport & un résidu de His

Lys~-Lys-Ser-Cys-His-Thr -Gly-Leu-Gly-Arg
Lys-Lys-Ser-Cys-His-Thr -Ala~Val-Thr-Arg
Val-Pro-Ser - ¢ -His-Thrval-Val-ala-Arg
Ala-Pro-Asn- @ -His-Ala-Val-Val-Thr-arg

d'autre part, par la démonstration par ROGERS et al. (191)
gque la modification chimique sélective de l'arginine inhibe la fixation

du fer.

C - DIFFERENCES ENTRE LES DEUX SITES DE FIXATION DU METAL

A ce jour aucune différence n'a pu étre mise en évidence

dans la nature ou le nombre des ligands de chacun des 2 sites.

Le probléme de la non équivalence biologigue des deux sites
de la sérotransferrine a été posé en hypothése par FLETCHER et
HUEHMS en 1967 (192) (voir chapitreVII, p 62 ). Il a fallu attendre
1975 pour voir la démonstration de cette non éguivalence au niveau
de l'attaque des protons par PRINCIOTTO et al. (193) et au niveau

de la réactivité des résidus d'histidine par notre laboratoire.
1 - PROTONATION

La courbe de dissociation du métal de la sérotransferrine
est biphasique (PRINCIOTTO et ZAPOLSKI) (194),LESTAS) (195). Un premier
métal est €liminé & pH 5,8, le deuxiéme & pH 4,8, les auteurs défi-
nissent ainsi un site basique et un site acide. De la méme maniére,
la fixation du métal est séquentielle et influencée par la nature
du complexe métallique présenté : lorsgu'une quantité de métal équi-
valente &4 50 p 100 de saturation est présentée, celui-ci se fixe
sur le site "acide stable" dans le cas du complexe Fe-N-TA, et sur
le site "acide labile" & partir du sulfate ou du chlorure ferrique

& pH basique.

Z - REACTIVITE CHIMIQUE DES RESIDUS D'HISTIDINE

La différence de réactivité des deux sites vis-a-vis du
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diéthylpyrocarbonate, réactif spécifique de la modification des rési-

dus d'histidine fait l'objet du chapitre II de nos travaux personnels.

3 - SPECTRES EN RESONANCE PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE

L'analyse des spectres R.P.E. permet dans certaines condi-
tions de mettre en évidence une différence dans le comportement des

métaux suivant le site qu'ils occupent.

a - Spectre des ferritransferrines

L'analyse des spectres R.P.E. des ferritransferrines ne
décéle que de trés faibles variations, en fonction du site considéré.
Les résultats de PRICE et GIBSON (196) montrent que les deux sites

identiques existent chacun sous deux conformations différentes.

b - Spectre des transferrines complexées & d'autres métaux

Les spectres des cr2”, cu?®, vo2*-transferrines sont réso-
lus en deux composantes. En particulier, il existe une dépendance des
spectres du cu2® (ZWEIR) (197) et du V02" (CHASTEEN) (198) en fonction
du pH. Le cas du VO2+ a été bien étudié et comme le montre le schéma
suivant, la sérotransferrine fixe deux ions en deux sites distincts
puisqu'ils donnent deux signaux R.P.E. caractéristiques. Le signal B
provient de l'ion VO2+ saturant le site "acide labile". En milieu alca-
lin, les deux ions donnent le méme signal C, ce qui suggére une modi-

fication au moins de l'environnement des deux sites.

Nombre d'ions fixés 1 2 2
Signal R.P.E. A A+B o
Zone de pH (4 -6) (6 ~-9) (9 ~ 10)

4 - DEMONSTRATION "IN VIVO"

MAKEY et al. (199) ont réussi les premiers & séparer en
électrophorése les gquatre formes de la sérotransferrine = aposéro-
transferrine, serotransferrine avec 1 seul métal sur le site acide

stable, sérotransferrine avec 1 seul métal sur le site acide labile,
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sérotransferrine complétement saturée. LEIBMAN et AISEN (200), en
‘réalisant une immunoélectrophorése bidimentionnelle utilisant dans
la premiére dimension le systéme de MAKEY et al. (201),ont démontré
que,dans le sérum, la sérotransferrine fixe presgue uniquement le
métal sur le site "acide labile". Ce résultat a été confirmé par

WILLIAMS et al. (202) -

D - DISTANCE ENTRE LES DEUX SITES DE FIXATION

Les premiers travaux obtenus par AASA et al. (203) indi-
quaient une distance minimale de 9 g entre les deux sites. En 1971,
LUK (204) travaillant en déclin de fluorescence trouve une distance
de 45 ; , alors qu'en 1977 MEARES et al. (205) par la méme technique

8 (-]
estiment la distance & 25 + 2 A.

E - NATURE DES LIGANDS IMPLIQUES DANS LA FIXATION DU METAL ET DE
L'ANION

1 - TYROSINE

La démonstration de la participation de la tyrosine a été
réalisée par les méthodes optiques et par modification chimique.
La fixation du métal entraine l'apparition de deux bandes optiques
& 245 et 295 nm, caractéristiques de l'ionisation de 4 résidus de
tyrosine. (CANNON et al.) (206), (WOODWORTH et al.) (207), (TAN et al.)
(208) , (LEHRER) (209).

De plus l'étude en fluorescence des complexes STF-lanthanides
indique la coordination de 4 résidus tyrosine (LUK) (210). Toutes
ces méthodes sont critiquables car le modéle de tyrosine ne tient

pas compte de l'effet de la fixation du métal sur le spectre optique.

D'autre part, la modification chimique des résidus de
tyrosine par iodination (PHILLIPS et al.) (211) ou nitrationn
(BEZKOROVAINY et GROHLICH) (212) suggére la participation de 4 et

6 résidus. |

+
Un modéle, constitué d'un complexe Fe3 - EDDHA {éthyléne
diamine di (O-hydroxylphényl acétate), dans leguel existent deux

groupements phénolate coordinés au métal, donne un spectre identique
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& deux des transferrines. L'analyse des spectres Raman réalisés sur
1'ovotransferrine et la sérotransferrine (GABER et al.) (213),
TOMIMATSU, KINT et al. (214), TOMIMATSU, WONG =t al. (215) confirme

ces résultats.

2 - TRYPTOPHANE

LEHRER (216) le premier, a suggéré l'intervention du tryp-
tophane dans le site de la séro et de l'ovotransferrine. Il semble
que cet acide aminé soit perturbé par la fixation du métal, en par-
ticulier, les différences de spectre obtenues aprés la fixation des
métaux n'absorbant pas dans l'ultraviolet (TAN et WOODWORTH) (217)

(TOMIMATSUet DONOVAN) (218), indiguentla trés nette participation
du tryptophane, mais sa liaison directe avec le métal n'a jamais
été démontrée. Les modifications chimiques par le diméthyl 2 OHSNO,
Benzyl (FORD-HUTCHINSON et al.) (219) n'interdit pas la fixation du

fer sur la sérotransferrine.
3 - HISTIDINE

A l'origine, la participation de l'histidine dans le site

métallique a été suggérée par AASA et al. -(220) & partir des spectres

R.P.E. des cupri-séro et ovotransferrines. Une interprétation erronée
de ces auteurs, confirmée par WINDLE et al. (221) a conduit & admet-
tre que chagque site fixe le fer par 1l'intermédiaire de deux noyaux
azotés ne pouvant appartenir, vu leur pK, gu'd l'histidine. Une
réinterprétation de ces résultats par AASA et al. (222) puis plus
tard par nous-mémes et enfin par ZWEIR et al. (223) et ZWEIR (224)

a permis de démontrer l'inexistence d'un signal R.P.E. caractéris-
tique de la coordination de 2 noyaux azotés. Les deux sites fixant

le cuivre ne font intervenir qu'un seul azote dans une gamme de pH
s'étalant de 6 & 8,6, pour des pH plus basiques, l'un des sites

devient caractéristique de la fixation de 3 & 4 noyaux azotés.

Des medifications chimiques sélectives par l'acide bromo-
acétique (BEZKOROVAINY et GROHLICH) (225) puis par le diéthyl pyro-
carbonate (ROGERS et al.) (226) faites postérieurement & nos travaux
suggérent la participation de 2 &4 4 noyaux imidazoles. Nous consa-
crons un chapitre & la démontration chimique de la participation de

l'histidine dans la coordination du fer.
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4 - ARGININE

Les premiers, BATES et SCHLABACH (227) ont suggéré 1la
participation de l'arginine non pas dans le site métalligque mais
dans le site anionique. ROGERS et al. (228) ont récemment démontré
que 66 p 100 des Arg sont modifiables sur les ferri séro et ovo-
transferrines sans perte de la capacité & fixer le métal, par contre,

celle-ci est perdue aprés un taux de réaction de 88 p 100.

5 - EAU

Les travaux de KOENING et SCHILLINGER (229,230) en RMN
o
du proton montrent gqu'une molécule d'eau est située a4 2 A du métal

-]
et gu'une autre est éloignée de 5 A.

V = STRUCTURE DE LA PARTIE PEPTIDIQUE DES TRANSFERRINES

Les revues générales de BEZKOROVAINY et al.(231),de LLINAS (232)

traitent de maniére approfondie les problémes de la détermination

de la structure et de la conformation des transferrines.

A - STRUCTURE COVALENTE

Les études de la séguence primaire des transferrines sont
actuellement en cours dans différents laboratoires. En effet, celle
de la sérotransferrine humaine est connue & 80 p 100 gréce aux travaux
de Mac GILLIVRAY et al. (233), celle de l'ovotransferrine de Poule
est en cours de détermination par le groupe de WILLIAMS ; en collabo-
ration avec le groupe du Professeur JOLLES, nous avons abordé 1l'étude

de la séquence primaire de la lactotransferrine.

Nous allons dans un premier temps développer les caractéris-
tiques générales de la chaine peptidique des différentes transferrines
et discuter les résultats obtenus par Mac GILLIVRAY et BREW sur la

sérotransferrine humaine.
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I - NATURE DES EXTREMITES N- ET C- TERMINALES

a - Extrémité N-Terminale

1°) Lactotransferrine. MONTREUIL, BISERTE et al. (234),

SPIK et MONTREUIL (235), MAZURIER, SPIK et al. (236) n'ont pas carac-
térisé de fonction a-NH; libre a l'extrémité N-terminale. Par contre,
BLUARD-DECONNINCK, MASSON et al. (237) et BEZKOROVAINY et al. (238)

ont mis en évidence un résidu de glycocclle.

2° Strotrhansfersine. Un seul acide aminé N-terminal,

la valine, a été identifié par de nombreux auteurs : GOLLNER (239),
PUTNAN (240) , MONTREUIL, BISERTE et al. (241), BEARN et al. (242),
JEPPSSON (243) et SPIK (244).

3° Autnes thansfersrines. GRAHAMS et WILLIAMS (245)

ont identifié un résidu d'alanine en position N-terminale dans 1'ovo-

transferrine de Poule. Selon ces mémes auteurs, toutes les transfer-

Asp

rines posséderaient une séguence N-terminale du type : X-Pro-Glu—

Lys=Thr-

b - Extrémité C-terminale

1°) ~Lactotrans ferrine. SPIK (246), SPIK, MONSIGNY et

MONTREUIL (247) ont mis en évidence, par hydrazinolyse, du glycocolle
et de la sérine en position C-terminale. Par contre, BLUARD-DECONNINCK,
MASSON et al. (248) libérent par action des carboxypeptidases A et B

un résidu de Lys, d'Arg de Leu et de Phé et proposent la ségquence

C-terminale suivante : -Leu-Phe-Lys-Arg.

2° Sérnotransfersine.  SPIK (249), SPIK, MONSIGNY et

MONTREUIL (250) ont identifié la proline et la glycocolle en position
C-terminale. Ces résultats ont été confirmés par CHARET (251) qui a
identifié en plus un résidu de cystine. Ce résidu de cystine a été
retrouvé par GRAHAM et al. (252), par contre Mac GILLIVRAY et al.
(253) n'ont identifié qu'un seul résidu de proline en position C-

terminale.




- 37 -

2 - MONOCATENARITE DE LA CHAINE PEPTIDIQUE

La présence de plusieurs acides aminés C-terminaux, de deux
sites de fixation du métal, les travaux de JEPPSSON (254) sur la séro-
transferrine, ceux de SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (255 et de GOT
et al. (256) sur la lactotransferrine ont amené ces auteurs & admet-
tre la nature pluricaténaire de la chaine peptidique. C'est ainsi
gque, dans le cas de la sérotransferrine 1'idée d'une duplication de
la chaine peptidique (GREEN et al.) (257),(MANN et al.) (258), (BAKER
et al. (259) a pris naissance. Cependant les travaux de PARKER et al.
(260), de GREEN et al. (261), de BEZKOROVAINY et al. (262),de MANN €t al.
(263) et de QUERINJEAN et al. (264) et au laboratoire ceux de LEGER
(265) , LEGER, SPIK et al. (266), LEGER, VERBERT et al. ( 267) ont démontré .
gue la longueur de la chaine peptidigque des transferrines et leur
masse meoléculaire ne sont pas modifiées par la réduction et 1'alkyla-~-
tion des ponts disulfures Ces résultats ont apporté la preuve de la

monocaténarité de la chaine peptidique.

3 - SEQUENCES PEPTIDIQUES AU VOISINAGE DES RESIDUS DE CYSTINE

En 1976, BLUARD~DECONNINCK et al. (268) ont isolé et séquen-
cé & partir de la lactotransferrine oxydée 6 peptides contenant un
résidu d'acide cystéique. D'aprés ces auteurs, les peptides dont nous
donnons la séquence dans le tableau IX (p 38) sont homologués a certains

peptides cystéiques isolés de l'ovotransferrine par ELLEMAN et al.
(269) .

4 - SEQUENCES PEPTIDIQUES AU VOISINAGE DU POINT D'ATTACHE DES
GLYCANNES -

La détermination de la séquence peptidique au voisinage du
point d'attache des glycannes a été en partie effectuée au laboratoire
sur la lactotransferrine par SPIK, VANDERSYPPE et al. (270) et METZ-~
BOUTIGUE et al. (271) et sur la sérotransferrine.par SPIK et MONTREUIL
{272) , SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (273), SPIK (274), MONSIGNY,
CHARET et al. (275), CHARET, SPIK et al. (276), CHARET, MONSIGNY et
3&;»(277), CHARET et MONTREUIL (278), CHARET (279), CHARET, TETAERT
et al. (280), GRAHAMS et WILLIAMS (281), Mac GILLIVRAY et al. (282)
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et sur l'ovotransferrine par ELLEMAN et WILLIAMS (284) et GRAHAM
et WILLIAMS (285).

Ces structures confirment l'existence de la séguence
code Asn-X-Thr pour le greffage des glycannes de type N-acétyl lacto-
saminigue (DAYHOFF et al.) (286). Plus récemment GRAHAMS et WILLIAMS
(287) ont proposé de classer les séquences en deux groupes : groupe
A, ol l'acide aminé X est basique et groupe B lorsqu'il est aliphati-

que. Nous discuterons ces séquences dans le chapitre V de nos travaux.

5 - ACTION DU BROMURE DE CYANOGENE

L'importance de la chalne peptidique des transferrines
interdit actuellement toute étude directe. Ainsi tous les auteurs
ayant entrepris la détermination de la structure covalente ont du
utiliser les fragments obtenus aprés coupure des liaisons méthionyles

par le bromure de cyanogéne.

Le premier travail a été réalisé sur la sérotransferrine
par JEPPSSON (288) puis BEZKOROVAINY et al. (289), SUTTON et BREW
(290) et enfin au laboratoire par CHARET (291), sur la lactotransfer-
rine par nous-mémes (292) et BEZKOROVAINY (293), sur l'ovotrans-
ferrine par TSAO, AZARI et al. (294), TSAO, MORRIS et al. (295)
puis KINGSTON et WILLIAMS (296). Neuf fragments ont été isolés &
partir de la sérotransferrine primaire, quatre d'entre eux : CN 6, 7,
8, 9 ont été séquencés par CHARET (297) en collaboration avec le groupe
du Professeur JOLLES (JOLLES et al.) (298),(BOUTIGUE et al.) (299),
les autres fragments & l'exception du CN, et CNIO l'ont été par Mac
GILLIVRAY et al. (300).

Sur l'ovotransferrine de Poule, un seul fragment : Bed

glycosylé, a été ségquencé par KINGSTON et al. (301)

L'isolement & partir de la lactotransferrine humaine

des fragments BrCN sera décrite dans la suite de notre travail.

6 - SEQUENCE PEPTIDIQUE DE LA SERUTRANSFERRINE HUMAINE

Mac GILLIVRAY et al. (302) ont séquencé 80 p 100 de
la chaine peptidique de la sérotransferrine. Nous présenterons leurs

résultats en comparaison avec la séquence de la lactotransferrine
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dans le chapitre IV L'ensemble peptidique monocaténaire posséde

673 acides aminés ce gui, compte tenu de la présence de deux glycanes,
lui donne une masse moléculaire proche de 81 000. Au sujet de cette
structure, plusieurs remarques sont & faire : il existe des divergences
entre les séquences de l'extrémité C-terminale de CHARET et al. (303),
celles de GRAHAMS et WILLIAMS (304) et celle de Mac GILLIVRAY et al.
(302) . Les fragments CN 7, 8, 9 ont été séquencés par JOLLES et al.

{305) . L'extrémité N-terminale a été séquencée par BOUTIGUE et al. (306).

Récemment, BRUNE et al. (307) ont ségquencé l'extrémité

N-terminale et positionné les deux premiers ponts disulfures.

L'analyse de la séquence apporte de précieux renseigne-
ments. Tout d'abord, il existe une grande homologie entre la séquence

des résidus 1 & 336 et 337 & 673, ce gqui confirme l'hypothése de la

duplication de la chalne peptidique.

Les deux glycannes sont localisés dans la région C-

terminale.

B - CONFORMATION DES TRANSFERRINES

La conformation des transferrines est trés étrocitement
liée au degré de saturation des deux sites métalliques. Les premiers
auteurs (IMMAN) (308), (WARNER et WEBER) (309), ayant supposé que
la vitesse de fixation du premier métal est beaucoup plus lente que
celle du second ont amené WOODWORTH (310) & proposer un mécanisme
en deux temps : tout d'abord le premier atome de fer se fixe lente-
ment sur deux points situés d'une maniére éloignée sur l'apotransfer-
rine provoquant un remaniement de la molécule qui, dans un deuxiéme
temps permet, en rapprochant les deux autres points de la conjugaison
du métal, la fixation de ce dernier. Ce schéma impligque de profonds
remaniements dans la conformation de la molécule et une interaction

entre les deux sites.
7 - DIMENSTIONS

Nous avons résumé dans le tableau X (p 41) les données

actuelles sur les dimensions des transferrines.



~ 41 -

TABLEAU X

DIMENSION DES TRANSFERRINES

Nature des Dimension de l'axe | Dimension de 1l'axe Rapport :es axes
. [-Y [+ ———
transferrines a 2 b (A) b
Apo - STF a 62 24,6 3
b 2
STF a 55,2 27,6 2
Apo - OTF ) c 79 17;5 4/5
d 68 21
oTF c 60 20 3
a ROSENEU et al. (311)

b BEZKOROVAINY (312)

¢ - FAUST et al. (313)
d YEHet al. (314)
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Tous les auteurs sont d'accord pour les définir comme

des ellipsoides de révolution.

2 - STRUCTURE SECONDAIRE

Les analyses en dichroisme circulaire sur l'ovotrans-
ferrine (TAN) (315), (TAN et al.) (316), sur la sérotransferrine
(NAGGY et al.) (317), (TOMIMATSU et al.) (318), (VENTURA et al.) (319)
et les ndtres sur la lactotransferrine montrent gque les différentes
transferrines possédent de nombreuses analogies et gue la structure

secondaire est peu ou pas affectée par la fixation du métal.

Nous présenterons’les résultats obtenus sur les diffeé-

rentes transferrines en comparaison avec les ndtres dans le cha-~

pitre II.

3 - MISE EN EVIDENCE DES DOMAINES STRUCTURAUX ET STRUCTURE
TERTIAIRE

a ) Coupure enzymatique. Le premier, WILLIAMS (320),

en 1974, a isolé & partir de l'ovotransferrine, saturée & 30 p 100

en fer,un fragment peptidique de masse moléculaire 35 OO0 qui fixe

un seul atome de fer. Ce fragment, monocaténaire, a été identifié

& l'extrémité N-terminale de la protéine. Par une autre technique,

il obtient (WILLIAMS) (321) un deuxiéme fragment de masse molécu-
laire 35 000,qui fixe lui aussi un seul métal mais qui correspond

4 l'extrémité C-terminale de l'ovotransferrine. Il est & remarquer que
ces fragments sont obtenus & partir de protéine fixant le métal sur
l'un ou l'autre site et par dégradation enzymatique de l'extrémité

non protégée par le métal.

Ces fragments peptidiques ne possédent aucun caractére

immunologique commun.

Par la suite, le méme type de manipulation a été réa-
lisé sur la sérotransferrine bovine par BROCK et al. (322,323,324),

4 la différence cependant que dans ce cas les deux fragments ont été

obtenus & partir de la protéine complétement saturée, sans dégrada-

tion de l'un des 2 domaines.

En 1976, LINE et al. (325) ont isoclé & partir de la

lactotransferrine un. fragment de masse moléculaire 33 000, gue plus
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tard BLUARD-DECONNINCK, WILLIAMS et al. (326) ont identifié & l'ex~
trémité C-terminale. Nous avons repris et étendu ces expériences et

nous les développerons dans le chapitre IV(p156).

La sérotransferrine humaine a été, elle, coupée en deux
ensembles par EVANS et al. (327) et tout récemment LEGER et al. (328)

=

ont isolé un fragment & partir de la sérotransferrine de Lapin.

b - Dénaturation thermique. DONOVAN et ROSS (329), en

utilisant les techniques de dénaturation thermigque, ont réussi &
démontrer qu'il existe pour les molécules de transferrine, une tem-
pérature de dénaturation, correspondant aux formes apo, monoferrique
sur l'un ou l'autre site et diferrigue. Le cas de la sérotransferrine
(DONOVAN, BEARSLEE et al. } (330) a été bien étudié comme le montre
la figure 6 (p 44).

L'aposérotransferrine posséde deux domaines structuraux
dont les températures de dénaturation sont bien définies. La fixa-
tion d'un ion ferrique ou d'un ion Al3+ sur l'un ou l'autre des
domaines n'augmente la température de dénaturation gue du domaine
concerné. Il n'y a pas, ou peu, de relations entre ces domaines gui
sont donc indépendants. Seule existe peut-étre, une légére anticoo-
pérativité dans la fixation séquentielle des deux ions. Cette indé-
pendance des deux domaines peut expliquer la possibilité de séparer
en électrophorése en gel de polyacrylamide (MAKEY et al.) (331), ou
en."isoelectrofocusing” (VAN EIJK et al.) (332), les guatres formes

moléculaires de la sérotransferrine humaine.

Par contre, dans le cas de l'ovotransferrine, DONOVAN
et al. (333) ont montré gue les deux domaines existent et que les
interactions sont faites entre eux puisque la dénaturation de l'un
entraine celle de l'autre. Cette interaction est détruite par l'action

de NacCloOy.

4 - DONNEES CRISTALLOGRAPHIQUES

Les études cristallographigues ont €té entreprises
par trois groupes : le groupe du BIRBECK Collége (AL HILAL et al.)
(334), (GORINSKI et al.) (335) sur la sérotransferrine de Lapin,
le groupe de ABOLA (336) sur l'ovotransferrine et celui de BAKER

et al. (337) sur la lactotransferrine. Nous résumons dans le
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62°72° 63° 77°
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Figure 6

Relations entre les domaines structuraux de

la sérotransferrine d'aprés DONOVAN et al. (338)
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tableau XI (p 46) les données actuellement disponibles.

Récemment GORINSKI eﬁ al. (339) ont publié un modéle molé-
culaire de la sérotransferrine de lapin obtenu avec une résoclution
de 6 ; . Comme le montre la figure 7 (p 47), la sérotransferrine de
lapin, de dimension 95 x 60 x 50 ; est constituée de deux lobes
de volume presque identigue ; chague lobe dont les axes forment un
angle de 30° éntre eux est creusé d'une cavité ouverte sur 1l'axe de
symétrie. L'une de ces cavités est délimitée d'un cbté, par une hé-

lice de a, de l'autre par un feuillet plissé B.

VI - STRUCTURE ET CONFORMATION DES GLYCANNES

A - STRUCTURE PRIMAIRE

1 - NATURE DU POINT D'ATTACHE GLYCANNE PROTEINE

Dés 1965, SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (340) et SPIK (341)
ont démontré que les deux glycannes de la sérotransferrine étaient
conjugués & la protéine par une liaison de type N-{B-aspartyl)-N-
acétyl glucosaminylaminigque. Ce résultat a été retrouvé en 1966 dans
le cas de la lactotransferrine par SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (342)
et SPIK et MONTREUIL (343).

2 - STRUCTURE DES GLYCANNES

La détermination des structures glycannigues des différentes
transferrines a été réalisée en grande partie au laboratoire et la
structure des glycannes de la sérotransferrine fait partie des pre-

miéres structures glycannigues complétes ayant été identifiées.

a - La sérotransferrine. La séquence primaire des glycannes

de la sérotransferrine a été entreprise en 1962 par MONTREUIL, SPIK
et CHOSSON (344) et MONTREUIL, ADAM CHOSSON et SPIK (345). Des

résultats partiels ont été obtenus par JAMIESON et al. (346) ,SPIK, MON§I¢N¥j

e

et MONTREUIL (347) et SPIK (348). Elle a été définitivement é€tablie
par SPIK, VANDERSYPPE et al. (349), SPIK, FOURNET et al. (350) et
SPIK, BAYARD et al. (351) dés 1974. Par la suite, cette structure
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TABLEAU X1

PARAMETRES CRISTALLOGRAPHIQUES DES TRANSFERRINES SATUREES EN FER

LTF humaine (a)

—STF de Porc (b)

-STF de Lapin (c)

Température de
cristallisation

Systéme de
cristallisation

Pourcentage d'eau
Masse moléculaire

Dimension des
trois axes

4°C
orthorombigue
P
21 21 21
42 p 100
85 000
(a) 155,5
(b) 97,3
(c) 55,5

4°C

orthorombigque

P
21 21 2l

87,1
88,3
114,0

5°¢C

tétragonal

Py
1 %1 %

P
31 21 21

68 p 100

126,9
126,9
145,2

BAKER et al. (352)
MAGDOFF et al. (353)

AL-HITLAL et al. (354)




Figure 7

Modéle moléculaire de la sérotransferrine de Lapin obtenu
-4
par diffraction des rayons X, avec une résolution de 6 A

d'aprés GORINSKI et al. (355)
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obtenue & l'aide des méthodes chimiques, a été confirmée par l'analyse
des spectres de Résonance Magnétigue Nucléaire & 360 MH; par DORLAND,
HAVERKAMP et al. (356). Nous donnons la structure des glycannes de

la sérotransferrine dans la figure 8 (p 49). Les deux glycannes sont
du type N-acétyllactosaminique tel que 1l'a défini MONTREUIL (357).
Deux structures coexistent : une structure biantennée et une trian-

tennée.

b - La lactotransferrine. La structure des glycannes de la

lactotransferrine a été plus déiicate 4 déterminer, car elle présente
de nombreuses variations dues a l'introduction de 1 & 3 résidus de
L-fucose, branchés en o-1,6 ou en o-1,3, sur une structure de type'
J-acétyilactosaminique, identique & celle de la sérotransferrine
humaine. Ces structures, représentées dans la figure 9 (p 50), ont
été établies par SPIK, FOURNET et al. (358), SPIK, VANDERSYPPE et al.

(359), MONTREUIL et SPIK (360), SPIK et al. (361), SPIK, FOURNET

et al. (362), SPIK, STRECKER et al. (363)

¢ - Les autres transferrines. La structure du glycanne de

la sérotransferrine de lapin déterminée par LEGER, TORDERA et al.
{364) est identique & celle de la sérotransferrine humaine. La séro-
transferrine de Lapin différe néanmoins de la sérotransferrine humaine

par la présence d'un seul glycanne.

La structure de l'unique glycanne de l'ovotransferrine de
Poule se différencie nettement des autres transferrines par l'absence
de résidus de galactose et d'acide N-acétyl neuraminiqgue. Sa struc-
ture, présentée dans la figure 10 (p 51), a été établie par SPIK,
FOURNET et MONTREUIL (365) et DORLAND, HAVERKAMP et al. (366).

La lactotransferrine bovine selon CHERON (367) et CHERON et al.
(368) posséde outre des glycannes de type N-acétyllactosaminigque
classique des glycannes de type oligomannosidique (MONTREUIL)
(369) .

D - CONCLUSIONS

Chagque transferrine se caractérise par des glycannes qui

différent soit par leur nombre, soit par leur structure.




49

(OLE) °Te 19 MI4S soade,p aufewny dUTIABISURIJOADS BT 9p 2uueoi1h np ainjoniysg

g eanbryg

(9+1) ~UBR-D- (Z«]) ~OUNITD-g~ (p+1) ~TeD~-g- (9«Z) ~O¥NaN-D

/
N

(€«1) ~UBW-0-(Z+«1) ~OUNITD-F~ (p+1) -TeD-J- (9+¢) —OYnaN-»

USYe[-DUNOTO-g- (P+1) ~OUNDTD-9~ (p«T) uew-9



50

(94€) MIdS 14 TINTILNOW 32 (GLE ‘PLE ‘€LE ’TLE ‘1LE) "Te 32 AI4S soade,p

suTeWNY BUTIIDFSURIJOFORT BT 9p SauuedA(h sop ainloniisg

6 2anbtg
ong-o

ong-o . 1

ﬁ w

w , (9¢1) ~UBeW-0—~ (Z+]) —OUNDTOH-9- (p+1) -T1ed-¢g

i e

USY« [ -OUNITO-g- (p<1) ~OUNOTD-9- (p+«1) ~uen- 9 ~
- (£<1) ~UBH-D~ (2« ) ~OUNOTID~9~ (p«1) -TeD-g- (9+Z) ~OUYNSN-O

ong-n0

i

w (9«1) —UBW-0- (Z+]) -OUNDTO-g- (b+1) -TeD-9

| . e
USY+]-OUNITO-§- (§+1) -OUNDTD~g~- (p+«1) -Uel-g¢
///Am+~vI:mz;anAN+ﬁvnoconwnu|.v+ﬁvxﬂm01m|Aw+mv|o<|:wz|a
ong-o

1
§ \\\Am+~.;=<z:alAN+~,|o<ono-uuAvfﬁvndmo-u-Ao+wvuo<=mzla
i
USY+ [ -OYNITO-F~ (p+1) ~OUNIOTO-9- (p+1) —uen-9 ~
(€41) —UBH-0— (Z+]) -DUNITO-9- (¥<1) -TeDH-g- (9¢Z) ~O¥NaN-D




(8LE) “Te 32 ANYTHOA 38 (LLE) “Te 38 JNIds saade,p

8[N0d 9p SUTIAI3ISURIJOA0,T 9p 3auuedATH np ainjonils

o1 @anbyg

(9+1) ~uel-0 -~ (2+]) -OUNDT1D-9

/

USY+] OUNDTO-9- (F«1) -DeNOTD-8- (pe1) -Uel-g- (p+1) ~OUNOTO-¢
(E£¢1)~UeR-0—(Z+]) -OUNO19-¢

4
t
1

OUNDOTH-¢




- 52 =

E - CONFORMATION DES GLYCANNES

L'étude de la conformation des glycannes est encore purement
spéculative. Cependant l'étude des modéles moléculaires du glycanne
biantenné de la sérotransferrine a permis & MONTREUIL (379), MONTREUIL,
FOURNET et al. (380), MONTREUIL et VLIEGENTHART (381) de définir quel-

ques paramétres.

1. Le noyau pentasaccharidique du mannotriasidodi-N-
acétylchitobiose invariable est compact. Le trisaccharide BMan-
(1 ~4)-B-GlcNac- (1+4) -B-GlcNac-1+As-n conjugué au résidu d'aspara-
gine est disposé dans un plan,de plus deux liaisons hydrogénes doivent

le stabiliser.

2. Les antennes constituées par l'enchainement sialyl

N-acétyllactosamine s'enroulent en hélice.

3. Le résidu de mannose 4 peut se disposer de deux
maniéres par rapport au plan défini par le trisaccharide défini pré-
cédemment et donner ainsi comme nous le montrons dans la figure

11 (p 53) soit une configuration en Y soit une configuration en T.

De récentes données cristallographigues (WARIN et al.)
(382,383) laissent supposer que le modéle T serait le modéle corres-

pondant 4 la réalité.

VII - ROLE DES TRANSFERRINES DANS LA

REGULATION DU METABOLISME DU FER

A - RELATIONS ENTRE LES FORMES DE RESERVE ET LES FORMES ACTIVES

Pour une étude plus détaillée nous renvoyons aux revues
générales de HERSHKO (384), LYNCH et al. (385), MORGAN (386) et
AISEN et al. (387).

A - CAPTURE DU FER DE RESERVE PAR LES TRANSFERRINES

La principale source du fer est située dans les cellules




- 53 -

Figure 11

Modéles moléculaires compacts (A et B) et éclaté (C)

du glycanne biantenné de la sérotransferrine humaine selon MONTREUIL et al. (388)

A : conformation en Y
B

: conformation en T
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du systaéme réticuloendothélial. Les deux tiers des réserves proviennent
du catabolisme de l'hémoglobine des érythrocytes phagocytés. La prescue
totalitéd : 85 p 100 du métal du catabolisme de l'héme est immédiate-
ment recyclée suivant le schéma que nous donnons dans la figure 12

(p 33), le reste 15 p 100 est stocké par la ferritine. Ainsi donc,

dans les conditions physiclogiques normales, les ichanges avec les
formes de stockage sont limités. Quelle que soit la source du métal
(ferritine ou catabolisme immédiat de l'héme), son recyclage paxr
l'intermédiaire de la sérotransferrine plasmatique nécessite une é&tape
de réduction qui ferait intervenir l'acide ascorbigue, puis une étape
d'oxydation qui ferait intervenir un enzyme : la ferroxidase I.
C'est en 1966 que OSAKI et al. (389) suggérent la participation de la
céruléoplasmine (Ferroxidase I) dans l'oxydation du fer. La figure 13
(p 56) schématise le réle physiologique de la céruléoplasmine qui selon
OSAKT et al. (390) réalise un gradient de concentration de re2” et de
rel” entre le métal de stockage et le métal de transpere.

Cependant un travail récent de HARRIS (391) suggére un
transfert direct entre la ferxzitine et la transfarrine, transfert
qui est augmenté en preésence d'ATP ou de citrate. Ce transfert
pourrait étre la conségquence d'un équilibre entre le fer du core

de la Zerritine et celui de la surface de la preotéine.

De plus, en accord avec HARRISON, EOY et al. (392) la dis-
ponibilité du fer de la ferxritine est fonction du taux de saturation
de celle-~ci, elle est maximale pour une saturation en métal comprise
entre 30 et 50 p 100.

Z - TRANSFERRINE ET SYNTHESE DE L'HEME

La synthése de l'héme: s'effectue dans les mitochondries
des cellules de la lignée erythropoidétigque. La seule scurce de fer
pour cette synthése est la transferrine (EEMMAPLARDH et al.) (393).
Les premiers travaux sur l'incorporation du fer par le réticulocyte
at la moélle osseuse datent de 1949 (WALSH et al.) (394) mais JANDL
INMAN et al. (395) et JANDL et KATZ (396) furent les premiers i faire

intervenir la transZerrine dans la synthése de l'hémoglobine.
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MORGAN (399) a suggéré l'intervention de plusieurs étapes

dans l'interaction sérotransferrine-réticulocyte

1. Reconnaissance de la sérotransferrine par le réticu-

locyte et formation Jd un complexe avec le récepteur membranaire.
2. Transfert du fer au réticulocyte
3. Libération de la transferrine par le récepteur

Deux hypothéses sont actuellement proposées pour expli-~
quer le transfert du fer de la sérotransferrine plasmatique & la
mitrochondrie. La premiére, que nous avons schématisée dans la fi-
gure 14 (p 58), étayée par les expériences de SPEYER et FIELDING
(400), suppose que la sérotransferrine fixée par le récepteur mem-
branaire {(By) céde son fer & divers intermédiaires membranaires

(By, A) puis cytolosiques (C) qui vont le véhiculer jusqu'a 1'héme.

La deuxiéme hypothése, émise par MORGAN et son groupe
(401), propose une endocytose de la sérotransferrine par le réticu-
locyte. Une récente étude de OCTAVE et al. (402) concilie les deux
théories. Selon ces auteurs, la transferrine endocytée, gagne les
lysosomes ©old elle perd son métal puis est excrétée dans le fluide
extracellulaire.

Quel gue soit le mécanisme proposé, certaines étapes, que

nous allons développer, sont communes a ces différentes hypothéses.

- a Interactions sérotransferrine-réticulocytes
- b Départ du métal

- ¢ Intermédiaires cytosoligues.

a - Interaction sérotransferrine-réticulocyte

L'interaction sérotransferrine-~réticulocyte pose plu~
sieurs problémes
- Pourquoi 1l'aposérotransferrine n'est-elle pas reconnue ?
- Quel est le signal de reconnaissance : les glycannes,
la protéine, les sites de fixation du fer ?

- Quelle est la nature du récepteur ?

1° Les signawx de heconnaissance

Le fait que l'aposérotransferrine ne soit pas reconnue par

la cellule cible suggére que l'élimination du fer induit un changement
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de conformation de la protéine ou un changement de la localisation des
signaux de reconnaissance. Au laboratoire, MONTREUIL et al. (404)
(figure 15, p 60) ont émis 1l'hypothése que les glycannes, véritables

antennes sont responsables de la reconnaissance de la cellule cible.

Cependant, la désialylation des glycannes (KORNFELD)
(405) , (MORGAN) (406), et l'élimination de 60 p 100 des glycannes

{KORNFELD) (407) ne sont suivies d'aucun effet sur le transfert du

fer.

Par contre, la perte de propriété de fixer spécifiquement
la sérotransferrine lors de la maturation du réticulocyte en hématie
est synchrone de la déglycosylation du récepteur membranaire.

(Van BOCKXMEER, MORGAN et al.) (408).

2° Le nBceptewr membranaire

Les résultats actuellement obtenus par de nombreuses équi-
pes sont contradictoires. Cependant Van BOCKXMEER, YATES et al. (409)
ont isolé du réticulocyte de_LaPin une glycoprotéine membranaire de
masse moléculaire 275 000 qui "in vitro", fixe réversiblement et &
saturation la sérotransferrine. YANG-HU et al. (410) ont isolé eux
un récepteur de masse»mOléculaire 175 000 (composé peut-étre de
deux sous-unités) dont le rapport des axes est égal a 9. Récemment
un récepteur placentaire a été identifié et purifié (SELIGMAN et

al.) (411),(WaDA et al.) (412).

b - Départ du métal

La forte affinité de la transferrine pour le fer pose

le probléme du processus de libération de celui-ci.
Trois mécanismes sont possibles

- réduction du fer ferrigue en fer ferreux
- abaissement du pH, au niveau du site cellulaire
par protonation

- élimination de l'ion bicarbonate (ou carbonate).

La seule certitude est l'existence, a un endroit guelcon-
que, d'une étape de réduction de Fe3+ en Fez+ qui fait intervenir
soit un systéme & NADH (EGYED) ( 413)-soit un systéme ATP-ascorbate
(MAZUR et al.) (414).
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¢ - Les intermédiaires cytosoligues

Ils ne sont pas clairement définis mais deux protéines
sont susceptibles de jouer un réle important : la ferritine et la

sérotransferrine.

- La ferritine est peut-étre l'intermédiaire C défini
par SPEYER et FIELDING (416) (Figure 14). Cette hypothése est confirmée

par les travaux de SPEYER et FIELDING (417) et ceux de ROMSLO (418).

-~ D'autre part, plusieurs auteurs ont décrit 1l'existence
de récepteurs de la sérotransferrine & la surface de la mitochondrie

(KONOPKA) (4192) , (KONOPKA et al.) (420).

3 - CONSTITUTION DES FORMES DE RESERVE A PARTIR DE LA TRANSFERRINE

a - Constitution des réserves hépatigues

Le foie constitue la plus grande réserve de fer de
l'organisme, il contient approximativement 30 p 100 du métal de

réserve (FINCH et FINCH) (421).

L'incorporation du fer de la transferrine par le systéme
parenchymateux est faible (POLLYCOVE et MORTIMER) (422) : elle
atteint 0,09 mg/100 ml de sang par jour, soit 20 p 100 du fer incor-
porable par le réticulocyte, elle peut atteindre 0,45 mg chez le

'sujet atteint d'anémie réfractaire aplasique.

La transferrine est certes la source principale du fer du
parenchyme , mais d'autres voies doivent exister comme les incorpo-
rations & partir des systémes hémoglobine~haptoglobine et héme-
hémopexine (HERSHKO, COOK et al.) (423), (HERSHKO) (424) et (MULLER

et al.) (425).

Toutes les protéines fixant le fer : hémopexine, trans-
ferrine, ferritine, ainsi que le fer libre, seraient pinocytées par
l'hépatocyte. A ce niveau, le fer est libéré sous forme ferreuse
par la formation de lysosomes secondaires (TRUMP et al.) (426)
(SARGENT et al.) (427). La transferrine serait remise en circulation

sous forme d'apotransferrine (MUNRO et LINDER) (428).

Les travaux de HOY et HARRISON (429) et de ZIMELMAN et al.

(430) démontrent que le fer, ferrique ou ferreux, est incorporé par
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l'hépatocyte mais que le phénoméne est plus important avec le fer
ferreux. Récemment GROHLICH, COLIN et al. (431, 432 ont mis en évi-
dence des récepteurs protéiques spécifiques de la sérotransferrine

4 la surface de l'hépatocyte. Leurs résultats suggérent gque l'absorp-
tion plus importante du fer ferreux n'est que le reflet d'une étape

intermédiaire du mécanisme d4d'absorption.

b - Hypothése de FLETCHER et HUEHNS

La possibilité pour la sérotransferrine de céder spé-
cifigquement le fer, soit aux formes actives de son métabolisme, soit
aux formes de réserve, pose le probléme de la différenciation des

deux sites de fixation spécifique du métal.

L'élégante hypothése de FLETCHER et HUEHNS (433 ,434) peut
certes apporter une réponse a ce probléme. Ces auteurs suggérent que
les mécanismes de fixation ou d'incorporation du métal dépendent uni-
quement d'un processus &'interaction de la transferrine avec diffeé-
rents organes récepteurs. Le fer d'un des sites dénommés A serait
délivré uniquement aux cellules érythropoiétigues alors gue celui du
deuxiéme site B serait cédé préférentiellement soit aux cellules
concernées par le stockage du fer, soit aux cellules intestinales.

Nous avons schématisé cette hypothése dans la figure 16 (p 63).

Cette hypothése, sur laquelle toute la recherche biolo-
gique sur les transferrines est fondée depuis 10 ans, a engendré de
nombreux résultats contradictoires. Elle repose sur les travaux de
FLETCHER et HUEHENS (435),AVAI et al. (436), BARHN (437) et ZAPOLSKI
GANZ et al. (438), gui démontrent que le réticulocyte de Lapin incor-
pore le fer d'un seul des deux sites de fixation du métal de la séro-
transferrine. De plus, le rat, & qui on injecte une sérotransferrine
marguée au 59%e sur un site et au °>Fe sur l'autre site, incorpore
le 3%e sur l'érythrocyte, l'héme, la moelle osseuse et la rate alors
gue le 55Fe se retrouve lui dans l'hépatocyte et l'intestin ( AWAI
et al.) (439).

Cependant, de nombreuses expériences contredisent cette
hypothése ; d'une part, HARRIS et AISEN (440) démontrent que dans
un systéme homologue, transferrine humaine-réticulocyte humain,
les deux sites donnent aux réticulocytes de la mé€me maniére,

d'autre part, la distribution du fer de l'aposérotransferrine
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saturée par du 59re au niveau des cellules intestinales, ou de la
sérotransferrine partiellement désaturée par le systéme parenchymateux

se répartit au hasard sur les deux sites (POOTRAKUL et al.) (442).

4 - LACTOTRANSFERRINE ET LE SYSTEME RETICULOENDOTHELIAL

Les interactions entre les formes de transport et les formes
de stockage du fer'font classiquement appel & la transferrine et aux
systémes parenchymateux et réticuloendothélial. Cependant, il existe
une voie qui fait intervenir la lactotransferrine et le macrophage.

Cette voie est mineure et n'existe gue dans les cas pathologidques.

Lors d'une inflammation quelconque le taux de fer sérique
baisse condirablement (CARTWRIGHT) (443), alors qu'il s'accumule dans
la ferritine du systéme réticuloendothélial (CARTWRIGHT) (444),
WOHLER et al. (445). Cette baisse du taux de fer est consécutive
& une libération de l'apolactotransferrine des leucocytes neutro-
philes (Van SNICK, MASSON et al.) (446) gui, par l'intermédiaire
vraisemblablement d'ions citrates, préléve le fer de la sérotrans~
ferrine pour aller sous forme saturée reconnaitre (Van SNICK et
MASSON) (447) un récepteur de la membrane plasmique du macrophage.
Ce récepteur est spécifique de la lactotransferrine saturée. Nous
avons schématisé les relations entre la lactotransferrine et le

systéme réticuloendothélial dans la figure 17 (p 65).

Le fer ainsi véhiculé se retrouve fixé i la ferritine
tandis que la protéine est dégradée (VAN SNICK, MARKOWETZ et al.)
(448) .

B - ABSORPTION DU FER

Bien que de nombreux résultats aient été acquis sur 1'étude
de l'absorption du fer, un certain nombre de problémes restent & ré-
soudre. Ainsi, il reste & définir les formes assimilables du fer,
les constituants responsables de l'absorption et de la régulation de
celle-ci, le mécanisme du transfert du fer jusqu'ad la sérotransfer-
rine. Une étude détaillée de l'absorption du fer est réalisée dans

les revues générales de FORTH et al. (449) et de TURNBULL (450).
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1 - LE LIEU DE L'ABSORPTION

Une premiére phase rapide d'absorption du fer ionisé a
lieu principalement au niveau du duodénum et du jéjunum (WEBY et
al.) (452), une deuxiéme phase plus lente a lieu dans 1l'iléon
(HEMMATI) (453), (WEBY) (454) . D'aprés RHODES et al. (455) le fer

peut aussi étre absorbé au niveau de l'estomac.

Le siége de l'absorption au niveau du duodénum est l'enté-
rocyte dont la bordure en brosse est en contact direct avec le flux

alimentaire.

2 - LA FORME DU FER

Dés 1924, HEUBNER (456) suggére gue le fer n'est absorbé
gqu'éd 1'état ferreux. Par la suite, MOORE et al. (457) et HAHN, JONES
et al. (458) démontrent que chez des sujets anémiés par ferripriva-
tion, la quantité de Fe2+ résorbé est 1,5 & 10 fois plus importante
qgue celle de Fe3T ces résultats furent confirmés par BRISE et
HALLBERG (459) . Actuellement, il est admis que la différence de
solubilité de Fe2+(1.6 10 2M) et de Fe3+ (10" 18M) est responsable
de la plus faible absorption des ions Fe3+ (STARKENSTEIN) (460), en
effet, lorsqu'ils sont présentés sous forme de chélates les deux sels
sont absorbés de maniére identique (FORTH, LICHTENBERT et al.) (461)
et FORTH et RUMMEL (462) .

Actuellement, les auteurs considérent que seul le métal
"disponible”, gquelle gue soit sa forme est susceptible d'étre absorbé.
La disponibilité du métal est fonction de la nature du milieu. En
effet, la composition chimique du milieu stomacal fait que le fer
arrive dans le duodénum sous forme ferrigque, au fur et & mesure du
transit, il va étre soit compléxé par des ligands, soit réduit par
la présence d'agent réducteur, soit étre précipité, comme le montre

la figure 18 (p 67), sous forme d'hydroxydes ferrigques insolubles.

Il apparait donc que l'alimentation joue un rdSle important

dans la disponibilité du fer.
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3 - LES BESOINS EN FER

L'absorption du fer augmente linéairement en fonction de

la quantité présentée jusqu'd un certaine limite, déterminée par les

besoins de 1l'organisme (GITLIN et al.) 464).

Le pourcentage de fer (présenté sous forme de sulfate

ferreux) inco ré par l'organisme est fonction de la dose présentée.
rpore p g

Ainsi, 25 mg de fer ingéré sont absorbés & 11,2 p 100,
50mg &2 7,4 p 100 et 100 mg & 8,2 p 100.

Il est actuellement admis gue chez l'adulte normal 10 p
100 du fer ingéré est absorbé (X) (465). Dans le cas de déficience

en fer de l'organisme, 1l'absorption augmente.

Il est encore difficile de déterminer cette quantité de fer
absorbée, car comme nous le verrons plus loin de nombreux facteurs
entrent en Jjeu, aussi bien au niveau de la présentation du métal
qu'au niveau de la mesure du fer absorbé (comptage de radioactivité
du corps entier, taux de saturation de la sérotransferrine, quanti-

té de fer absorbé au niveau des sites d'absorption).

4 - CAS DU FER DU LAIT HUMAIN

Il existe d'aprés BLANC (466) 0,8 mg de fer par litre de
lait de femme, ce fer est localisé dans la fraction lipidique, la
caséine, et en grande partie dans le lactosérum ou il est fixé ré-

versiblement par la lactotransferrine.

D'aprés les résultats récents de SIIMES et al. (467) qui
confirment ceux de BLANC (468), le taux de fer baisse en fonction
de la durée de la lactation : & deux semainesla concentration statis-
tique est de 0,56 mg/l, elle tombe & 0,3 mg/l au bout de 5 mois.
La variation de la concentration en fer suit celle de la lacto-
transferrine. Si l'on considére gu'un lait stabilisé contient de
1 &8 2 g (MONTREUIL et al.) (469) de lactotransferrine par litre de
lait, sa saturation théorigue en fer doit varier de 15 & 30 p 100 si
elle fixe tout le métal présent. Or, la lactotransferrine isolée
a4 partir du lait a un taux de saturation compris entre 15 et 30
p 100.




- 69 -

Le fer du lait humain a une grande disponibilité (Mac MILLAN
et al.) (470), ainsi comme le montrent SAARINEN (471) et SAARINEN
et al. (472) le taux d’absorption du fer du lait humain par l'enfant
est de 50 p 100 contre 10 p 100 pour celui du lait de vache. Le
probléme du rdle de la lactotransferrine dans 1'absorption du fer

n'est pas encore résolue.

Selon BLANC et ISLIKER (473), la lactotransferrine, en
captant le fer de la transferrine sérique, permettrait l'introduc-
tion directe de celui-ci dans le lait. La grande stabilité du com-
plexe fer-lactotransferrine (SPIK et MONTREUIL) (474), (BLANC) (475),
pose le probléme du mécanisme de libération du fer au niveau de l'in-
testin du nourrisson. Pour SPIK (476), la lactotransferrine ne serait
pas attagquée par des protéases, mais céderait son fer & des agents
chélateurs, ou bien des transférases réaliseraient activement le
transfert du fer aux chélateurs. Le réle de la lactotransferrine
dans l'apport du fer au nourrisson est mise en doute par MASSON
(477) car il n'existe aucune relation entre le taux de fer et la
concentration en lactotransferrine dans le lait des différents
mammifaires. Cependant, cet auteur n'exclut pas définitivement l'in-
tervention de la lactotransferrine, qui pourrait agir de la facgon
suivante : le fer de la glycoprotéine pourrait &tre capté par les
cellules épithéliales de la glande mammaire et étre stocké dans des
granules lipidiques gui seraient & l'origine du fer véhiculé par le
lait.

5 - MECANISME D'ABSORPTION

Le mécanisme d'absorption du fer pose trois problémes

& - Existe-t-il & la surface de la mugqueuse des
récepteurs spécifiques ?

b - Quels sont les facteurs moléculaires de l'enté~
rocyte qui vont stocker ou chélater le fer ?

¢ - Par quel mécanisme la sérotransferrine va-t-elle

au niveau de la mugqueuse capter le fer absorbé ?

Trés tdt les auteurs se sont intéressés aux problémes de
l'absorption du fer au niveau jejunal, nous avons fait figurer dans

la figure 19 (p 70) les schémas résumant les travaux de GRANICK (478)
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DOWDLE et al. (480) et de HELBOCK et al. (481). A l'heure actuelle,
les auteurs cherchent & préciser les différents constituants molé-

culaires intervenant dans l'absorption du métal.

a - Spécificité de l'absorption et présence d'un récepteur

mucosal

Les travaux de HUEBERS, HUEBERS et RUMMEL (482) sur le rat
(déficient en fer) montrent la présence d'un récepteur spécifique de
l'absorption du fer au niveau de la bordure en brosse, ce récepteur
n'existe pas au niveau de l'iléon. Ces mémes auteurs mettent en évi-
dence chez le rat un facteur soluble "facteur éluable" (figure 20

-+
p 72) responsable de l'absorption du fer présenté sous la forme Fe3”.

Ce composé élué de la lumiére intestinale peut étre transferré & un
intestin récepteur et rester fonctionnel. Cependant, il n'est pas

détectable chez les sujets normaux (HUEBERS, HUEBERS et RUMMEL) (483).

b - Protéines chélatrices du fer dans la celiule intestinale

HUEBERS, HUEBERS et al. (484), BALIDAY, POWELL et al. (485),
POLLACK et LASKY (486) et KAUFMAN et al. (487) ont isolé & partir de
la mugueuse intestinale de rat ou de cobbaye deux protéines fixant
le fer. L'une de ces protéines : la protéine 1 est,selon les
quatres auteurs, identifiable & une ferritine. La ferritine intes-
tinale différe néanmoins de la ferritine caractérisée dans le foie
et dans la rate.

L'accord est par contre loin d'étre fait sur la protéine

2, & l'exception du fait gqu'elle fixe le Fe3+

. D'aprés BUEBERS et al.
(488) il s'agirait d'une transferrine différente de la sérotransfer-
rine sérique puisque in vitro elle ne peut fixer le métal qu'en pré-
sence d'un extrait cytosolique d'entérocyte. HALIDAY, POWELL et al.
(489) n'identifient pas la protéine et considérent gu'elle est conta-
minée par la transferrine sérigue. Par contre, POLLACK et al. (490)
démontrent chez le cobbaye qu'elle (s'il s'agit bien de la-méme
protéine) fixe deux atomes de fer ferrigques mais gqu'elle est bica-
ténaire avec une masse moléculaire de 40 000 D et qu'elle n'est iden-

=

tifiable ni & la sérotransferrine ni i la lactotransferrine.
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6 - REGULATION DE L'ABSORPTION DU FER

Le taux de renouvellement journalier du fer par destruction
de la lignée rouge est de 2 p 100 ( Von HEVESY et Von LOCKNER) (492) .
La régulation du métabolisme du fer dépend donc essentiellement de

son absorption (Mac CANSE et al.) (493), (BOTWELL et al.) (494).

Les facteurs régulant cette absorption peuvent étre classés
en trois suivant leur localisation : facteurs intraluminaux, humoraux

et mucosaux.

a - Facteurs intraluminaux

1° Gastno feyiine. Actuellement les auteurs excluent

la participation des constituants du liquide gastrique et en parti-
culier de la "gastroferrine" (gui seraient de nature polysacchari-
digue), dans la régulation de l'absorption du fer (MURRAY et STEIN)
(495) .

2° Lactotrans feriine. Le réle de la lactotransferrine

dans la régulation de l'absorption du fer n'est pas clairement éta-

bli et nous le discuterons dans le chapitre I de nos travaux person-

nels.

b - Pacteurs humoraux

1° Enythropolliine. La recherche d'une hormone régu-

lant l'absorption du fer a été vaine (KRANTZ et al.) (496), (BEUTLER
et al.) (497). L'érythropoliétine augmente, certes, l'absorption du
fer, mais indirectement par le biais de son action sur la moelle

osseuse  (MENDELL) (498).

2° Hypox émie. L'absorption du fer est augmentée dans

des conditions d'asphyxie. Ceci est & rapprocher de l'action de la

déficience en oxygéne & haute altitude (WEINTRAUB et al.) (499).

3° Trans ferrine. Il est actuellement bien démontré que

la baisse du taux de saturation de la sérotransferrine induit une
augmentation de l'absorption intestinale du fer. Les travaux de

KAUFMAN en 1966 (500) montrent que la perte du fer provoguée par
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saignée est compensée par un apport de réserves qui différent de
celles de la moelle épiniére et du foie. Ces réserves pourraient étre

localisées au niveau de la mugueuse intestinale.

¢ - Facteurs propres & la mugueuse intestinale

Les premiers CROSBY (501), puis CONRAD et CROSBY (502)
ont proposé dés 1966 que la capacité d'absorption de la mugQueuse est

régulée par sa propre teneur en fer.

Chez les sujets déficients en fer, seul le transfert de la
mugqueuse vers la séreuse est augmenté. Les deux protéines : Protéine
1 de type ferritine et Protéine 2 de type transferrine, sont impli-
quées. Dans le premiers temps, une augmentation de la synthése de la
protéine mucosale de type transferrine provoque une augmentation de
l'absorption du fer . Cette Protéine 2 est le support de la phase
rapide de l'absorption du fer. Dans une deuxiéme é&tape la production
de ferritine mucosale va prévenir le transfert du fer dans le sang,

en le stockant (EL SCHOBAKI et RUMMEL) (503).

7 - PASSAGE DU FER A TRAVERS LA SEREUSE

Presque tout le fer incorporé pénétre dans le plasma et
moins de 5 p 100 pénétre dans le systéme lymphatique (PETERSON et al.)
(504) . La vitesse d'incorporation dépend du taux de saturation de la
-sérotransferrine (HYDE) (505) et (COX et al.) (506). Cependant, la
saturation artificielle in vivo de la sérotransferrine a peu d'action

sur l1l'incorporation du fer (POLLACK et al.) (507).

VIIT = FER., TRANSFERRINES ET INFECTION

——— me——————— ——

le rbéle des transferrines dans la lutte contre l'infection
a fait 1l'objet de nombreuses revues générales dont en particulier

celles de WEINBERG (508) et de SUSSMAN (509).

De part la nature méme de ses fonctions dans la chaine
de transport des électrons et comme cofacteur de nombreux enzymes,
le fer est un oligo-élément indispensable aussi bien & la vie de

l'organisme de 1l'héte infecté qu'ad celle des microorganismes parasites.
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Dans les conditions physiologiques, tous les &tres vivants
ayant créé des systémes de transport du fer, comme les transferrines
ou comme les sidérophores bactériens (entérochiline, ferrichrome,
ferrioxamine B), la lutte de l'organisme cohtre l'invasion bacté-
rienne pourrait se résumer & une compétition entre les chélates du
fer de 1'hote et de ceux des parasites. En réalité, comme le montre
le tableau XI (p 76) (WEINBERG) (510), il existe chez 1'hSte infecté
de nombreux mécanismes pour limiter la disponibilité du fer indis-

pensable & la croissance des microorganismes parasites.

Nous ne traiterons dans ce chapitre gue les cas ol les

transferrines sont directement impliguées.

A - ACTION AU NIVEAU DU METABOLISME DU FER

L'organisme va réagir en diminuant la quantité de fer de

transport et en augmentant la guantité de fer de stockage.

1 - BAISSE DE L'ABSORPTION DU FER

Une. faible baisse de 1l'absorption du fer a été’constatée
chez l'homme lors de l'agression microbienne (BERESFORD et al.) (511),
(CARTWRIGHT et al.) (512), (DUBACH et al.) (513).

Les transferrines n'ont pas été impligquées directement dans
ce phénoméne, mais on ne peut les exclure étant donné le rdle qu'elles

jouent dans le mécanisme de l'absorption du fer.

2 - DIMINUTION DU FER PLASMATTQUE ET AUGMENTATION DU FER DE RESERVE

Ce phénoméne,encore mal expliqué, se manifeste par une
anémie ferriprive consécutive au stockage du fer dans le foie et

a4 l'arrét de la réutilisation du fer du systéme réticulo-endothélial.

Chez le sujet infecté, l‘'administration parentérale du
fer provoque une accumulation de celui~-ci dans le systéme réticulo-
endothélial du foie et de la rate. Les travaux de Van SNICK et al.
(514,515,516 ) ont montré que la lactotransferrine leucocytaire
{(voir p64) libérée dans le plasma capte le fer de la sérotransfer-
rine pour le transférer & la ferritine du macrophage qui posséde &
sa surface des récepteurs spécifiques de la ferrilactotransferrine.

Ces résultats ont amené plusieurs auteurs : HANSEN et al. (517),
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TABLEAU XI

MECANISMES MIS EN OEUVRE PAR L'HOTE POUR DIMINUER
LA DISPONIBILITE DU FER INDISPENSABLE A LA CROISSANCE
DES MICROORGANISMES PARASITES d'aprés WEINBERG (518)

Augmentation de l'excrétion du fer

Baisse de l'absorption intestinale du fer

Diminution du fer plasmatigue et augmentation du ferxr
de réserve

Présence des protéines de transport du fer au niveau
de l'agression

Augmentation de la synthése des protéinés de transport
du fexr

Inhibition de la synthése des sidérophores bactériens
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LEFFEL et al. (519) et BENNETT et al. (520) & étudier la variation
du taux de lactotransferrine dans les leucocytes neutrophiles et
le plasma en comparaison avec d'autres protéines comme la myélo-
péroxydase ou encore en fonction de divers paramétres connus : le
sexe et l'dge. Nous avons schématisé dans la figure 21 (p 78) le

r8le des transferrines dans l'hyposidérémie des états inflammatoires.

3 - AUGMENTATION DE LA SYNTHESE DES TRANSFERRINES

Alors que chez la Souris (SWORD) (521), (EDWARDS et al.)
(522), la concentration en sérotransferrine augmente considérable-
ment durant l'infection, chez 1'Homme, l'anaboli;me devient plus
faible que le catabolisme (JARNUM et al.) (523), ce qui provoque une

~

baisse de 15 & 20 p 100 de la concentration en sérotransferrine.

L'augmentation de la concentration en lactotransferrine

du plasma de sujet arthritigque est due selon BENNET et al. (524) &
l'accélération du taux de renouvellement des leucocytes neutrophiles
qui la libérent dans le milieu. Cette cbservation est confirmée par
HANSEN et al. (525) dans des cas de pneumonie. Cependant, au niveau
de la glande mammaire de Vache, l'augmentation de 300 p 100 du taux
de  lactotransferrine constatée aprés une infection par Escherichia

Coli (mastitite) serait consécutive & une synthése accélérée (HARMON

et al.) (526).

B - LIBERATION DES TRANSFERRINES AU LIEU DE L'AGRESSION

1° MECANISME D'ACTION DES TRANSFERRINES

a - Compétition entre transferrines et sidérophores.

L'activité bactériostatigue des transferrines a été mise en évidence
"in vitro" par SCHADE et CAROLINE (527,528) et SCEADE (529) en uti-
lisant l'ovotransferrine et la sérotransferrine. Elle a été posée

en hypothése dans le cas de la lactotransferrine, par MONTREUIL (530)
puis BLANC et ISLIKER (531) puis vérifiée "in vitro" vis-a-vis de
différents germes Staphylococcus aureus (BLANC) (532), Staphylococ-

cus albus et Pseudomonas aeroginosa (MASSON et HEREMANS) (533),

Baccillus staeru Hermophilus (ORAM et REITER) (534).

Cette -activité bactériostafique est due selon FEENEY (535)
et SCHADE et CAROLINE (536) & un mécanisme de ferriprivation. En
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réalité, les constantes d'affinité des sidérophores bactériens
(entérochiline, ferrichrome, ferrioxamine B) pour le fer, sont du
méme ordre de grandeur que celles des transferrines. Les chélateurs
bactériens sont donc capables de prélever le fer & ces derniéres.
Le mécanisme de ferriprivation se résume ainsi & une compétition
eritre chélateurs du fer, il est influencé par le taux de saturation
des protéines chélatrices (POLLACK, AISEN et al.) (546):. le rapport
molaire entre transferrines et sidérophores, le pH du milieu gqui doit
étre supérieur & pH 7,5 (BULLEN, CUSHENIE et al.) (547) et il néces-
site la présence d'ions citrates ou bicarbonates (REITER , BROCK
et al.) (548).

Toutefois, cette activité ferriprive serait selon MARTIN

et al. (549) faible in vivo pour la sérotransferrine.

b - Synergie entre la lactotransferrine et les immuno-

globulines. REITER, BROCK et al. (550) puis BULLEN, ROGERS et al.

{551) ont démontré que l'activité d'anticorps spécifiques d'Escherichia

coli (O III/B,/Bs) est stimulée par l'addition de lactotrahsferrine

De récentes expériences réalisées par SPIK, CHERON et al.
(552) montrent sans ambiguité que des IgA de sécrétion (isolées du
lait de femme) potentialisent l'activité bactériostatigque de la
lactotransferrine. Ces IgA sont inactives seules, contrairement
aux 1gG spécifiques utilisées par BULLEN et al. (553), de plus,
l'addition de bicarbonate au mélange IgA-lactotransferrine est sans

effet.

MONTREUIL (554) postule gque la protection en particulier
de l'intestion du nourrisson se réalise par l'intermédiaire de com-
pPlexes formés par la lactotransferrine, les immunoglobulines, le

lyzozyme, le facteur ;- antitrypsique et des glycopeptides acides.

2° LIBERATION DES TRANSFERRINES AU LIEU DE L'AGRESSION

Les transferrines, et en particulier la lactotransferrine,
sont souvent présentes dans les tissus les plus exposés & l'invasion
microbienne. Ainsi, selon BOARD (555) l'ovotransferrine du blanc

d'oeuf de Poule n'aurait gu’'une activité bactériostatique.

La lactotransferrine, présente dans tous les épithélia

secréteurs, voit sa concentration s'élever considérablement chez le
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sujet infecté soit par une activation de sa biosynthése soit par une
accélération du taux de renouvellement des leucocytes polynucléaires

neutrophiles.

Ainsi, le taux de lactotransferrine dans le liguide pan-
créatique augmente considérablement dans la pancréatite chronique
(COLOMB, ESTEVENON et al.) (556), (FIGARELLA et al.) (557), (COLOMB,
PIANETTA et al.) (558), ce qui permet de la différencier du cancer
du pancréas (FEDAIL, SALMON et al.) (559) ol il reste faible.

Le taux de lactotransferrine est augmenté lors de 1l'inflam~
mation comme par exemple dans le liquide synovial (BENNET, EDDIE-
WUARTET et al.) (560), les exudats arthritiques (MALMQUIST et al.)
(561) et les glandes salivaires (TABAK, MANDEL et al.) (562).

le rdle de la lactotransferrine dans la protection de la
mugqueuse intestinale du nourrisson pose un important probléme. En
effet, il est difficile de concilier son activité Dbactériostatique
consécutive & sa capacité & fixer le fer dans les milieux relativement
acides et la grande capacité d'absorption du fer du lait humain par le
nourrisson (BARNESS et al.) (563). Cet égquilibre entre la disponibi-
1ité du fer nécessaire pour son absorption et sa capture irréversible
pour prévenir l'infection est réalisé chez le sujet normal. Chez le
nourrisson fortement anémigque l'administration du fer augmente la
résistance & l'infection (MACKAY) (564), alors que chez l'enfant
alimenté avec un lait artificiel surchargé en fer et ne contenant
pas de lactotransferrine, les auteurs observent le développement

d'entérocolite nécrosante (BOOK et al.) (565).

C - CONCLUSIONS

Le r8le de la lactotransferrine dans la lutte contre l'in-
fection n'est pas encore totalement élucidé, en particulier dans ses
relations avec la lignée blanche. Récemment BROXMEYER (566) et
ZUCALI et al. (567) ont mis en évidence une activité inhibitrice de
la lactotransferrine sur la sécrétion & partir de monocytes des

substances gqui stimulent la myélopoiése..
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CHAPTTRE 1

SPECITICITE DE RECONNAISSANCE DE CELLULES CIBLES
PAR LA LACTOTRANSFERRINE ET LA SEROTRANSFERRINE HUMAINES

Ce travail, dont l'idée revient & notre laboratoire, a été
réalisé dans le Service du Professeur T. PETERS au "Royal Postgraduate
Medical School" & l'HSpital de HAMMERSMITHE & Londres, en collabora-
tion avec T. COX (M.D.)

I - INTRODUCTION

La lactotransferrine étant le principal chélateur du fer
présent dans le lait humain, il était primordial de savoir si elle

est capable de céder son métal & l'entérocyte humain. Ainsi 1'hypo-

thése de MONTREUIL (568) selon laguelle la lactotransferrine serait .la

forme d'apport alimentaire du fer chez le nourrisson serait vérifiée.

Le réle de la lactotransferrine dans l'absorption du fer
a fait, jusqu'a présent, l'objet de différents travaux qui ont
conduit ‘& des conclusions contradictoires. Ainsi, DE LAEYS et al.
(569) en utilisant un systéme hétérologue (lactotransferrine humaine
et intestin isclé de rat ou de cobaye) montrent gue l'apolactotrans-
ferrine diminue au niveau de la mugueuse 1l'absorption du fer, sans
jamais la supprimer. Au contraire, au niveau de la membrane séreuse,
le transport du fer n'est jamais affecté. Les travaux de BLANC et
al. (570), chez 1'Homme semblent confirmer ceux de DE LAEYS et al.
(571) . Ces auteurs observent en outre, aprés l'inhibition de 1l'absorption
intestinale, une augmentation de l'incorporation du métal dans les
réticulocytes. Plus récemment, DE VET et Van GOOL (572), DE VET et
Van HOOPEN (573) ont établi une relation entre le métabolisme du fer

et la concentration de la lactotransferrine dans le fluide duodénal
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et dans les leucocytes polynucléaires : la lactotransferrine inhibe
l'absorption du fer, non pas par ferriprivation puisque la protéine
utilisée est saturée & 85 p 100, mais selon DE VET et al. (574), en
masquant des récepteurs membranaires présents & la surface de l'enté-
rocyte. Par ailleurs, Van GUGE et al. (575) montrent gue l'anémie
induite chez le Lapin par des saignées répétées, provoque une aug-
mentation de la concentration en lactotransferrine dans la bile.

Cette concentration redevient normale aprés une surcharge en fer.

D'autre part, les expérimentations réalisées jusqu'ici
sur la spécificité de reconnaissance des cellules cibles par diffé-
rentes transferrines sont contradictoires. En effet, PRINCIOTTO et
ZAPOLSKI (576) ont démontré que les réticulocytes n'incorporent le
fer que de la sérotransferrine, alors que WILLIAMS et al. (577) et
LINE et al. (578), montrent respectivement gue l'ovotransferrine et
la lactotransferrine sont capables de céder le fer aux réticulocytes.

C'est pourguoi nous avons étudié "in vitro"

1 - l'incorporation du S%pe complexé & la lactotransferrine

humaine par l'entérocyte humain ;

2 - la spécificité de reconnaissance des cellules cibles,
entérocytes et réticulocytes, par différentes transferrines : lacto-
transferrines humaine et bovine, sérotransferrine humaine et ovo-

transferrine du blanc d'ceuf de Poule.

Il - MATERIELS ET METHODES

Les lactotransferrines du lait de Femme et du lait de Vache
ont été préparées selon le protocole décrit dans l'appendice tech-
nigque (p 1 ). La sérotransferrine humaine a été purifiée selon la
méthode de ROOP et PUTNAM (579) et l'ovotransferrine a été fournie
par la firme Sigma (grade I)

Toutes les techniques de saturation et de désaturation des
différentes transferrines ainsi gue le margquage radioactif par le
3%e ou 1251 et 1la préparation des tampons d'incubation sont détail-

lés dans 1'appendice technigue (p 11).
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A - PREPARATION DES CELLULES CIZBLES

T - RETICULOCYTES. Les réticulocytes proviennent d'un sang hé-

pariné, prélevé chez un sujét anémié & la suite d'une coagulation
intravasculaire disséminée. Aprés centrifugation & 1 000 ¢ pendant
5 mn, le culot cellulaire est lavé deux fois par le milieu de Hanks

puis est réparti en aliquotes de O,5 ml.

2 - ENTEROCYTES. Les expérimentations ont recu l'approbation

du comité éthigue local.

Le tissu a été prélevé chez des sujets susceptibles de
présenter une maladie du tractus digestif, par biopsie au niveau du
duodénum selon la technique de CROSBY et al. (580). Seuls les tissus
des patients présentant un métabolisme du fer normal et dont 1'ana-
lyse histologique n'a révélé aucune anomalie ont été étudiés. Aussi-
tot aprés le prélévement, effectué sous contrdle radiographique, le
tissu est plongé dans la solution isoctonique saturée en 0O, dont la
composition est décrite p 3 et est maintenu & la température de la

glace fondante.

La piéce de tissu, pesant en général une trentaine de nmg,
est débarrassée du mucus par grattage puis fragmentée en deux par-
ties, l'une est destinée aux analyses cytologiques, l'autre est

découpée en morceaux pesant de 2 4 5 mg.
B -~ INCUBATION

1 - RETICULOCYTES. Les transferrines marguées au °JFe sont

dessalées sur colonne de Séphadex Gss (1 x 5 cm) stabilisée dans

le milieu de HANKS. 0,5 ml du milieu d'incubation sont alors addi-
tionnés aux O,5 ml de cellules, aprés agitation douce et stabili=-
sation & 37°C, la protéine (maintenue & 37°C) est additionnée pour
obtenir une concentration de 0,001 mM. L'incubation est arrétée

aux temps 5, 10, 30 et 60 mn par addition de 8 ml de tampon phos-

- phate de sodium 310 m Osm pH 7,4 & la température de la glace fon-
dante. Aprés centrifugation, le culot cellulaire est lavé deux fois,
puis des aliquotes de 0,2 ml sont prélevées,réparties dans les tubes

de comptage puis hémolysées par 0,2 ml d'eau.



- 84 -

2 - ENTEROCYTES. Les transferrines saturées en fer et marquées
soit au °°Fe, soit a 1251 soit aux deux radioisotopes, sont déssalées
sur une colonne de Séphadex G-35 (1 x 5 cm) stabilisée cette fois
dans le tampon isotonique (p 3 ) pour échanger les sels. Des frac-
tions de'2OO ul sont recueillies et analysées au compteur de radio-
activité Gamma afin de ne recueillir que les fractions qui contien-
nent la protéine non contaminée par le métal libre. La transferrine
est ensuite diluée par le tampon isotonique, pour obtenir une solu-
tion 0,010 mM en protéine et 0,020 mM en métal. lLa 57 Co-Cyanocoba=-
lamine est alors additionnée selon la technique de COX et al. (581)
pour obtenir une concentration finale de 5 nM. La solution est ame-
née a 37°C et est oxygénée en continu par de l'oxygéne pur & 100 %.
Aprés stabilisation de la température, les piéces de tissus sont
mises en suspension, deux fragments sont prélevés aux temps 5, 10,
15 et 20 mn. Ils sont lavés, soigneusement épongés, puis relavés
deux fois par le tampon isotonique & 4°C, enfin, ils sont séchés,
pesés et répartis dans les tubes de comptage contenant 0,5 ml de
tampon isotonique. De méme des aliquotes de la solution de protéine
avant et aprés addition de la 57C0-Cyanocobalamine et aprés l'incu-

bation sont prélevées.

C - RESULTATS OBTENUS

T - RETICULOCYTES. Dans ce cas ol un seul radioisotope est

présent, nous exprimons la quantité de fer absorbé en p.mol par

nombre de réticulocytes.

2 - ENTEROCYTES. La radiocactivité est mesurée sur trois canaux
séparés, permettant le comptage simultané de S%e et 57Co, ou de
1251 et 57co. L'émission gamma de chaque élément est corrigée
par un coefficient, déterminé avant chague mesure, permettant de
définir le taux de contamination de la radiocactivité du 57cCo paxr
celle de 5%e et de celle de 251 par 57Co. Enfin, connaissant la
radioactivité spécifique de chaque isotope dans la solution, le
volume puis la quantité de 59Fe, 1251 ot 57co sont exprimés par mg

de tissu frais.

La cyanocobalamine n'étant pas absorbée au niveau du

jéjunum (SCHUTZ et al.) (582), (COX et al.) (583), elle se répartit
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en moins de 5 mn dans le liquide extracellulaire. La quantité de
37co prélevée par le tissu est donc constante, aux erreurs expé-
rimentales prés, tout au long de la cinétique, seule une quantité

de 5%Fe supérieure & la quantité de >/Co, refléte une absorption.

La gquantité de fer absorbée est exprimée en pmol/mn/mg
de tissu frais suivant la formule : '

ulnge - u157Co)c

Q= - a
p-t
ol p = poids du tissu en mg
t = temps d'incubation en mn
¢ = correction due & la contamination du 5/Co par 59pe
A = radioactivité spécifique de la sclution de S9pe

II1 - RESULTATS

A - SPECIFICITE DE RECONNAISSANCE PAR LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE
D'UN RECEPTEUR MEMBRANAIRE AU NIVEAU DU RETICULOCYTE HUMAIN

1 - CINETIQUE D'INCORPORATION DU S%Fe COMPLEXE A LA SEROTRANS-
FERRINE ET A LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE PAR LES RETICU-
CYTES HUMAINS

; La figure 22 (p 86 ) montre, de maniére comparative, la
cinétique 4'incorporation du 59re de la sérotransferrine humaine, &
la concentration physioclogique de 0,002 mM et de la lactotransfer-~
rine par des cellules sanguines humaines contenant 6 p 100 de réti-
culocytes. Le taux de fer incorporé i partir de la lactotransferrine,
représente moins de 1 p 100 du métal présenté et reste constant
alors gue le taux d'incorporation du fer A& & la sérotransferrine
augmente iinéairement au cours du temps. Le faible pourcentage de
réticulocytes (6 p 100) expligue que tout le fer de la sérotransfer-

rine ne soit pas prélevé en 60 mn d'incubation.
2 - DISCUSSION

Cette expérience montre sans ambiguité que la lactotrans-
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ferrine humaine n'est pas reconnue par le réticulocyte humain. Les
résultats obtenus par LINE et al. (584), gqui observent une incorpo-
ration du °%Fe complexé & la lactotransferrine humaine par le réti-
culocyte de Lapin, peuvent s'expliquer par une cause d'erreur au
cours de la méthode de marguage au 5%pre de la lactotransferrine.

En effet, ces auteurs laissent incuber la protéine saturée avec du
fer "froid" (°7Fe) en présence de 59Fecl3. La constante d'affinité
de la lactotransferrine pour le fer étant de k = 1027 , il est vrai-
semblable que la faible radicactivité obtenue sur la protéine soit

due & une fixation non spécifique du fer sur la protéine.

B - SPECIFICITE DE RECONNAISSANCE PAR LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE
D'UN RECEPTEUR MEMBRANAIRE AU NIVEAU DES ENTEROCYTES HUMAINS

1 - MISE EN EVIDENCE DE L'INCORPORATION DU FER DE LA LACTO-
TRANSFERRINE PAR L'ENTEROCYTE HUMAIN

Nous avons utilisé la technique mise au peoint par COX et
"PETERS (585) ' pour démontrer "in vitro" l'incorporation par l'enté-
rocyte du S9pe complexé & différents chélates organiques comme

l'acide nitrilotriacétique ou le citrate.

La concentration en protéine a été choisie pour complexer
la totalité du métal présent dans le liquide duodénal. Ceci corres-
pond & une concentration de 0,01 mM en transferrine complétement
saturée en métal, ce gui représente un énorme excés par rapport &
la concentration physiclogique en lactotransferrine du tractus

gastro intestinal qui n'est détectée gque par radioimmunologie.

La figure 25(p 92) montre le résultat de l'incorporation
du S%e complexé a la lactotransferrine et de la 57 Co-Cyanocobala-
mine. Cette derniére, n'étant pas absorbée par l'entérocyte prélevé
au niveau du duodénum, sert de marqueur interne. L'incorporation est
linéaire sur un temps de 20 mn au bout duquel le tissu perd son

intégrité fonctionnelle.

La courbe représentée dans la figure 23 (p 88) obtenue
par l'analyse statistique de 1l'incorporation du 5%re par 42 piéces
de tissus provenant de 9 biopsies permet de calculer la vitesse
moyenne d'absorption. Cette vitesse est de 0,6 p mol Fe/mg/mn,

c'est-a-dire de l'ordre de celle observée pour le complexe citrate-
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Figure 23

BUS
\SELi) Analyse statistique de l'incorporation par l'entérocyte

du 39%e complexé & la lactotransferrine




-89 -

Fe-III (0,9 p mol/mg/mn). Cette augmentation de la radioactivité

en 3%e de l'entérocyte peut étre le reflet d'une absorption de la
lactotransferrine sur la muqueuse intestinale. En effet, il est bien
connu que la lactotransferrine forme des complexes avec des composés
acides (HEKMAN) (586), (DESCAMPS) (587)., or la muqueuse intestinale
est tapissé de mucus acide sécrété par les glandes a mucus, c'est
pourquoi nous avons analysé le comportement de la lactotransferrine

marquée a 1257,

2 - CINETIQUE D'INCORPORATION PAR L'ENTEROCYTE DE LA LACTO-
TRANSFERRINE MARQUEE A 1257,

La figure 24 {(p 90) donne la répartition de 1251 jacto-
transferrine saturée en fer et de la cyanocobalamine. La concentra-
tion en 1251 (0,243 ul/mg * 0,225) reste constante,aux erreurs
expérimentales prés, au cours du temps, et elle est voisine de celle
de la cyanocobalamine (0,218 ul % 0,114 ul/mg), ce gui montre la
présence continuelle de lactotransferrine & la surface de 1l'enté-
rocyte. Cependant,l'impossibilité d'étudier simultanément, pour des
raisons techniques, la répartition de 1251, 5%e et 57co, nous
ayant obligé & étudier séparément la cinétique d'incorporation d'une
protéine marquée a 1257 et d'une protéine marQuée au 5%Fe, nous ne
pouvons affirmer que l'iodination n'a pas, en modifiant la confor-
mation de la protéine, diminué sa capacité & transférer le fer. Nous
avons donc, pour é€liminer cette possibilité, étudié sur une méme
biopsie, d'une part, le comportement en présence de cyanocobalamine,
d'une lactotransferrine marguée au 5%e et, d'autre part, celui de
la méme protéine marquée simultanément au 5%e et a 1251, La distri-
bution des radicisotopes au bout de 20 mn 4d'incorporation a été la

suivante :

- Premiére série : 1251 = 0,260 pl/mg * 0,014

59%e = 1,099 ul/mg * 0,224
- Deuxiéme série : 5/Co = 0,140 + 0,014 '

5%Fe = 1,386t 0,3

Ces résultats démontrent que l'iodination n'a perturbé ni
la reconnaissance de l'entérocyte par la lactotransferrine, ni le

transfert du fer.

Nous pouvons donc conclure gue l'augmentation de la concen-

tration du °%Fe dans l'entérocyte n'est pas la conséguence d'une
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Figure 24

Cinétique d'incorporation par l'entérocyte humain

de La lactotransierrine marquée & [25;

1257 jactotransferrine QemO

51 Co-cyanocobalamine -
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absorption de la protéine sur la mugqueuse intestinale.

3 - ACTION DE LA CYTOCHOLASINE D.

La cytocholasine D est un inhibiteur de la contraction des
microtubules et provoque la suppression de l'activité de pinocytose
ou d'endocytose (WAGNER et al) (588), (DUNCAN et al.) (589). Nous avons
étudié son action sur l'incorporation du fer complexé a la lacto~

transferrine par l'entérocyte. -

L'expérimentation, réalisée avec une concentration de
105 M en cytocholasine D, a donné une incorporation de 9,4 % 1,8
p mol/mg alors que le témoin a donné une augmentation de 6,8 * 2,8

p mol/mg.

Le phénoméne de pinocytose semble donc étre exclu.

4 - SPECIFICITE DE TRANSFERT DU FER

Afin de démontrer que l'incorporation du fer est bien consé-

Iy

cutive & une intéraction spécifique entre 1l'entérocyte et la lacto-
transferrine, nous avons étudié le comportement du fer complexé &
d'autres transferrines : la sérotransferrine humaine, l'ovotransfer-

rine de poule et la lactotransferrine bovine.

Nous illustrons dans la figure 25 (p 92)) les cinétiques
d'incorporation du fer obtenues & partir de la méme biopsie avec la
séro et la lactotransferrine humaines. La concentration du 5%Fe de la
sérotransferrine est nettement plus faible que celle du S7¢co, 1la pro-

téine se répartit donc uniquement dans le fluide extracellulaire.

Nous avons résumé dans le tableau XII (p 93) les résultats
obtenus aprés 1l'étude de 3 biopsies sur les guatres protéines pré-
sentées & la concentration de 0,01 mM avec un taux de saturation

voisin de 95 p 100.

Nous n'avons jamais observé d'incorporation a partir de

la sérotransferrine ou de l'ovotransferrine.

=

Par contre, le fer complexé & la lactotransferrine bovine

est absorbé mais & une vitesse cing fois inférieure & celle du

complexe fer-lactotransferrine humaine
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Cinétique d'incorporation par l'entérocyte humain du 5Sre
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TABLEAU XI1

ABSORPTION DU FER COMPLEXE A LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE,
LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE, LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE ET A L'OVOTRANSFERRINE
DU BLANC D'OEUF DE POULE PAR LES ENTEROCYTES HUMAINS

Transferrines S9pe incorporé en pmol/mg de tissus

Lactotransferrine humaine 40,3
16,8

Lactotransferrine bovine 16,8
4,7

Sérotransferrine humaine < 0,1
< 0,1

Ovotransferrine du blanc < 0,1
d'oeuf de Poule < 1

o
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5 - DISCUSSION

Nous avons démontré, sans ambigulité, que l'ion ferriqgue

+
Fel

complexé & la lactotransferrine était absorbé, "in vitro", par
l'entérocyte puisgue nous mettons en évidence le métal dans la cel-
lule intestinale alors gque la protéine reste dans le milieu 4d'incu-
bation. Il est certain que nous n'avons pas mis en évidence un
simple phénoméne d'absorption du métal dissocié de la protéine car,
alors, celui-ci se réaliserait de fagon encore plus manifeste, lors-
que la forme d'apport du métal est la sérotransferrine humaine ou
l'ovotransferrine de Poule dont les constantes d'affinité pour le
fer sont plus faibles. La lactotransferrine parait donc jouer un
rdle important dans la pénétration du fer dans la cellule intesti-
nale. En effet, si nous n'avons pu vérifier, dans notre systéme
expérimental, gue le métal se retrouve ensuite complexé & la ferri-
tine de l'entérocyte et surtout transporté par la sérotransferrine
circulante, nous avons cependant montré gue l'entérocyte fixait
spécifiquement la lactotransferrine et gqu'il était capable de disso-
cier le complexe métallique dont la constante d'affinité est de
l'ordre de k = 1027,

Le r8le de la lactotransferrine dans l'absorption intesti-
nale du fer est confirmé, en outre, par le fait gue la lactotrans-
ferrine secrétée par le pancréas et par la vésicule biliaire (De VET
et al.) (590), (Van GUGH et al.) (591), tapisse la muqueuse intesti-
nale (MASSON) (592) au niveau des cellules responsables de l'absorp-
tion (MASON et al.) (593) et qQue sa concentration est augmentée chez
les sujets anémiéues (ISOBE et al.) (594).

[V = CONCLUSIONS

Nous avons démontré, pour la premiére fois, in vitro, que
la lactotransferrine était capable de reconnaltre spécifiquement
l'entérocyte et que celui-ci possédait la propriété de dissocier

le complexe fer-lactotransferrine et d'accumuler le métal.

Ces résultats corroborent 1l'hypothése de MONTREUIL selon

laguelle la lactotransferrine, principal chélateur du fer dans le
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lait humain serait le facteur alimentaire responsable de 1l'absorp-

tion de ce métal chez le nourrisson.

Le groupe de glycoprotéines gue constituent les transfer-
rines fixent & saturation deux atomes du fer et assurent le transport
du métal entre les formes de réserve et les formes actives. Elles
possédent, en outre, une activité bactériostatique qui s'exerce par
ferriptivation. Le rdle de transporteur du fer des transferrines
implique qu'elles sont capables de prélever le métal a des formes
de réserve et de le céder & des cellules cibles gu'elles reconnais-
sent spécifiquement : le réticulocyte pour la sérotransferrine
(JANDL et al.) (595), les cellules embryonnaires pour l'ovotransfer-
rine (WILLIAMS et al.) (596), les entérocytes pour la lactotransfer-

rine.

Nous nous proposons, dans la suite de cet exposé de donner
des bases moléculaires aux deux fonctions des transferrines : ferri-
privation et transport du fer et & la spécificité de reconnaissance
des cellules cibles. Ces bases ont dans une certaine mesure &té dé-
finies au cours de l'étude comparée & lagquelle nous nous sommes

livrés pendant plusieurs années et qui a porté :

1 - sur la conformation de la sérotransferrine et de la
lactotransferrine humaines en fonction de leur degré de saturation

en métal

2 - sur les sites de fixation des métaux de ces deux trans-—

ferxrines

3 - sur la séguence covalente de la lactotransferrine hu-

maine.
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CHAPITRE 1

ETUDE COMPAREE DE LA CONFORMATION DE LA LACTOTRANSFERRINE
ET DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINES ET DES MODIFICATIONS
INDUITES PAR L'ELIMINATION DU FER

Ce travail a été réalisé en ce qui concerne le dichroisme
avec la collaboration de Madame LOUCHEUX, Maitre de Recherche au
C.N.R.S. & 1l'Institut de Recherches sur le Cancer de Lille et &

1l'Unité V de 1'I.N.S.E.R.M., Directeur : Professeur G. BISERTE.

NOus leur adressons nos vifs remerciements.

I = INTRODUCTION

Les travaux de JANDL et KATZ (597) puis de FLETCHER et
HUEHNS (598) ont montré que 1l'incorporation du fer par le réticulo-
cyte était 10 foils plus rapide lorsque la sérotransferrine était
présentée sous forme diferrique. Cette influence de la saturation
en métal sur le mécanisme de reconnaissance de la cellule suggére
Aun remaniement conformationnel de la protéine lors de l'é€limination

du métal.

Cette modification de la conformation de la protéine a été
depuis longtemps posée en hypothése & la suite des travaux de WINDLE
et al. (599), AZARI et FEENEY (600) et SPIK (g01) qui ont démontré
une plus grande résistance des ferritransferrines & l'action de la
chaleur et des enzymes protéolytiques et de ceux de AISEN et al. (go2)
puis de MAKEY et al. (603) qui ont constaté une variation du point iso-
électrique de la sérotransferrine en fonction du nombre d'ions Fe3+

fixés : 0,1,0u 2.
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En outre, la grande stabilité du complexe fer-lactotrans-
ferrine qui n'est dissocié qu'en dessous de pH 4 (MONTREUIL, TONNELAT
et MULLET) (604) et sa spécificité de reconnaissance pour l'entéro-
cyte peuvent s'expliguer par une conformation différente de celle

de la sérotransferrine.

Nous avons .donc essayé de définir les paramétres de la va-
riation de conformation de la sérotransferrine humaine en fonction

de leur taux de saturation en métal en étudiant :

1 - leur structure secondaire en dichroisme circulaire,

2 - la localisation des chromophores tyrosine. et tryp-
tophane, | '

3 - la dénaturation des deux glycoprotéines par le chlo-

rhydrate de! guanidine

II - ETUDE COMPAREE DES SPECTRES
DICHROIQUES DES DEUX TRANSFERRINES
B e e e e e

A - MATERIEL ET METHODES

. Les concentrations en protéines ont été mesurées par la
méthode de LOWRY et al. (605) et d'aprés leur absorbance & 280 nm
1 em

i p 100 de 11,0, 11,2, 14,3 et 14,0
respectivement pour les apolactotransferrine et aposérotransferrine

en utilisant les valeurs de E

et leurs dérivés saturés en fer. Le degré de saturation en métal a
été déterminé par dosage du fer selon la méthode i la bathophénan-
throline modifiée par SPIK (606).

=

Les spectres ont'été obtenus & partir de protéines dissou-
tes & une concentration de 0,1 p 100 dans NaF 0,214 M, de telle
maniére que l'absorbance soit toujours inférieure,en ultraviolet,

a i,s.

Nous avons utilisé un Dichographe JOBIN et YVON R.J.  Mark
III et des cuves dont le trajet optigque est de O,1 mm lors des me-
sures dans l'ultraviolet et de 5 mm lors des mesures dans le visible.
Pour tous les calculs d'ellipticité, nous avons utilisé une valeur

moyenne de masse moléculaire pour un résidu d'acide aminé de 112
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et une masse moléculaire pour les transferrines de 76 000. Nous
avons négligé la participation de la N-acétylglucosamine et de
l'acide N-acétyl-neuraminigue qui ne représentent que 2 et 1 p 100
de la masse totale des protéines. L'ellipticité a été exprimée en

degré/cm 2/dmol L.
B - RESULTATS

] - SPECTRES ENTRE 180 ET 250 NM. Les courbes obtenues pour l1'apo-

lactotransferrine et la lactotransferrine saturée en fer sont iden-

tiques. Elles montrent (figure 26 p 29) ) deux maxima & 208 et 220

nm gqui possédent la méme ellipticité.

L'ellipticité des spectres de la sérotransferrine est plus

faible. Il n'existe pas de maximum & 220 nm.

L'application de l'éguaticon de CHEN et al. (607) 2 permis
de calculer les pourcentages de feuillet plissé B et d'hélice B. Les
valeurs sont données dans le tableau XIII(p 100)en comparaison avec

celles obtenuespar les autres auteurs.

2 - SPECTRES ENTRE 250 ET 600 NM. Les apoprotéines donnent entre

245 et 350 nm un spectre caractérisé par une large bande négative

centrée & 276 nm sur laquelle viennent se surimposer des bandes vers
250 et 291 nm (Figure 27 p 10l). La bande négative & 252 nm est dé-
placée & 256 nm pour la sérotransferrine. Les bandes &4 283 et 291

nm gui sont attribuables & la tyrosine et au tryptophane ont une
ellipticité 3 fois supérieure dans le cas de la lactotransferrine.
La bande & 276 nm qui est probablement due aux ponts disulfures et
aux résidus de phénylalanine est 2,5 fois plus importante dansle cas

de la lactotransferrine.

La fixation spécifique du métal induit dans les deux pro-

téines trois nouvelles bandes & 305, 325 et 456 nm.

La bande & 305 nm, bien définie,est attribuable & une
perturbation de l'environnement électronique du tryptophane. lLa
bande & 325 nm est peut-étre la fin de celle centrée & 456 nm ou,
comme l'a suggéré TAN (608) & propos de l'ovotransferrine, la con-

séquence du changement de l'angle dihédral d'un pont disulfure.
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Figure 26

Spectres dichroigues de la lactotransferrine ()

et de la sérotransferrine (---) entre 180 et 250 nm
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TABLEAU XIII

STRUCTURE SECONDAIRE DES TRANSFERRINES

Taux d'hélicité a

Taux de structure B

en p 100 en p 100

Apo LTF (a) 28 64
LTF (a) 26 57
Apo STF (a) 17 68
(b) 21 -

(¢) 20 40 - 45
(@& 17-18 -
STF (b,c,d)17-18 -
Apo OTF (e) 28 32

(b) 16
OTF (b,e) 1%

(611)

a résultats personnels
b TOMIMATSU et al. (609)
¢ VENTURA et al. (610)

d NAGY et al.

e TAN (612)
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Figure 27

Spectres dichroiques des apo et ferritransferrines entre 250 et 600 nm
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C -~ CONCLUSIONS

Ces résultats montrent gue la sérotransferrine & un taux
d'hélicité trés faible (17 p 100) et gue sa structure secondaire
n'est pas affectée par la fixation spécifique du métal. Ils confir-
ment les résultats obtenus par TOMIMATSU et al. (6l3) et par JIRGEN-
SONS (614),

Le taux d'hélicité de la lactotransferrine atteint 28 p
100 et n'est pas non plus affecté par la fixation du fer. La plus
grande ellipticité des bandes extrinséques de 1l'apolactotransfexrine
la différencie nettement de 1'aposérotransferrine et suggére des
intéractions plus importantes entre les chaines latérales des chro-
mophores ou encore une différence entre les sites de fixation du

métal.

ITT - LOCALISATION DES RESIDUS DE TYROSINE ET DE TRYPTOPHANE

Nous avons essayé, en utilisant la technigque de "pertur-
bation",de suivre le comportement des chromophores tyrosine et tryp-
phane localisés & la surface des apo-et ferritransferrines en tenant
compte du fait.que 4 & 6 résidus de tyrosine sont impligués dans

la liaison avec le métal.

A - MATERIEL ET METHODES

La préparation des apotransferrines réduites et alkylées

a été modifiée de maniére & obtenirdes protéines solubles en absence

d'agent dénaturant.

Apreés réduction de 50 mg d'apotransferrine selon la mé-
thode de CRESTFIEL. et al. (615 (p 4 ), l'alkylation est effectuée
par l'acide iodoacétique & pH 8,6 et la protéine est immédiatement
précipitée par un mélange acétone, HCl iM(20-1,v/v). Le précipité est
repris dans un tampon TRIS-HCl 0,1 M pH 8,6 puis mis en dialyse
24 h contre le méme tampon puis trois fois contre de l'eau dis-

tillée.
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I - DOSAGE DES CHROMOPHORES

a - ThypZophane. Le tryptophane a été dosé selon la tech-
nigque de EDELHOCH (616). La protéine réduite et alkylée est dissoute
dans un tampon phosphate de sodium 0,02 M pH 6,5, Gu, HCl 6 M, sa
concentration est déterminée sur un lcot dissout dans le méme tampon
ne contenant pas de Gu, HCL. Le nombre de résidus de tryptophane

est exprimé par la relation :

N Try = 10 3 (0,322 ¢ 288 - 0,069 ¢ 280)

b - Tyrosine. Le nombre de résidus de tyrosine est mesuré
selon la méthode de DONOVAN (617 sur les apoprotéines réduites et

alkylées.
Ib - Ia x 76 000
N Tyr =
c x A e Tyr
ol Ia = Absorbance & 295 nm de la protéine en solution dans
un tampon KC1 O,1 M pH 6,5 (Gu, HCl O ou 6 M)
Ib = Absorbance & 295 nm de la protéine en solution & pH 13

‘¢ est la concentration de la protéine

A e Tyr = 2 310 dans le tampon KCl O,1 M
A e Tyr

"

2 430 dans le tampon Gu, HCl 6 M

2 - LOCALISATION DES CHROMOPHORES

Nous avons utilisé la technigque mise au point par HERSKOVITS
et - LAWKOWSKI (618,619 . Les mesures ont été faites sur des protéines
en solution dans un tampon KCl O,1 M, phosphate de sodium O,01 M
PH 7,5 & une concentration voisine de 0,1 p 100. Les spectres ont
été réalisés sur un spectrophotométre Beckman & double faisceau entre
250 et 310 nm & la température de 22°C.

Nous avons étudié l'action de quatre perturbants possédant
°
des diamétres décroissants : le polyéthyléne glycol (9,2 A), le gly-
-] © o
cérol (5,2 A), l'éthyléne glycol (4,4 R) et l'eau lourde (2 A) et

vérifié que l'action du perturbant est proportionnelle & sa concentra-

tion entre O et 50 p 100.

a - Mesures. Une solution mére a été préparée en dissolvant 30

mg de protéine dans 4 ml de tampon KCl O,1 M- phosphate de sodium 0,01 M
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pH 7,5. A partir de cette solution mére nous avons réalisé comme
suit 4 solutions dénommées To, T, Po, P : (dans le cas d'une concen-

tration de 30 p 100 en perturbant).

Solution mére

. Perturbant Tampon
de protéine
en ml en ml
en ml
To o] o} 4
T 0,4 3,6
Po 0 1,2
P C,4 1,2 2,4

Le spectre est lu entre To, P et T, Po

b - Expressions des nésuliats. Les résultats obtenus ont
été exprimés suivant la méthode de HERSKOVITS et SORENSEN (620).

4 g 292
N Trp = oa

4 € 297 Txy

A € 2972 est la différence du coefficient d'extraction mo-
laire mesurée entre la protéine et la protéine perturbée
A € 292 Try est mesurée sur une solution témoin de N-acétyl,

O-éthyl - ester tryptophane

A e 286 -~ N TryA e 2g¢ Try

N Tyr
4 & 286 TyT

ol dans ce cas
N Try 4 € g5 Txry représente l'absorbance & 286 nm de N Try
résidus de tryptophane.

B - RESULTATS

Nous présentons dans le tableau XIV (p 105) l'accessibilité
des chromophores tyrosine et tryptophane des deux transferrines sous

forme apo et saturée.

Le nombre de résidus accessibles de tryptophane et de tyro-

sine de la sérotransferrine saturée reste constant lorsque la taille
(-] o

du perturbant passe de 4,4 A & 9,2 A. Ainsi, 27 p 100 des résidus de

tryptophane et 32 p 100 des résidus de tyrosine sont perturbés par
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TABLEAU X1V

NOMBRE DE RESIDUS DE TRYPTOPHANE ET DE TYROSINE DE LA LACTOTRANSFERRINE

ET DE LA SEROTRANSFERRINE ACCESSIBLES A L'ACTION DE QUATRE PERTURBANTS

Perturbants

Résidus de

tryptophane

accessibles

Résidus de tyrosine
accessibles

STF apo STF #

LTF apo LTF #

'STF apo STF #

LTF apo LTF #

Polyéthyléne Glycol

Glycérol

Ethyléne Glycol

Deutérium Oxyde

2,1 3 1

3,0 4,6 2
3,2 4,6 2
5,6 7,8 2

3,2 4,0 1

3,9 6,2 2
3,9 6,3 2
3,6 10,0 6

4,6 12,4 7
8,8 15,4 7
8,9 15,7 7

9 18,8 9

6,3 12,5 6

9,8 19,4 9

9,3 20,0 10

12,2 21 °
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1l'éthyléne glycol. Ce pourcentage ne varie pas pour la tyrosine en
présence d'eau lourde, alors gu'il monte & 50 p 100 dans le cas du

tryptophane.

De méme, pour la lactotransferrine saturée en fer, 30 p 100
des résidus de tryptophane et 47 p 100 de ceux de tyrosine sont ex-

posés aux perturbants de taille moyenne.

Le départ du métal de la sérotransferrine se traduit par
l'exposition de deux résidus de tryptophane et de 7 résidus de tyro-

sine supplémentaires.

Dans le cas de la lactotransferrine le nombre de résidus
supplémentaires accessibles est de respectivement 2 et 10 pour le
tryptophane et la tyrosine. De plus les chromophores deviennent beau-

coup plus accessibles & l'eau lourde.

C - CONCLUSIONS

Les deux ferriproctéines ont un comportement voisin et une

structure trés compacte.

Le départ du métal de la sérotransferrine, ne se traduit
gue par l'exposition de 2 résidus de tryptophane et 7 résidus de
tyrosine, acides aminés gui sont justement impligués dans la fixation
du métal. Ce qui laisse présager que l'apoprotéine adopte une confor-

mation trés peu différente de celle de la ferriprotéine.

Par contre, l'élimination du fer de la lactotransferrine
induit de profonds chagements, matérialisés par une grande accessi-

bilité & l'eau lourde.

IV - ETUDE DE LA DENATURATION PAR LE CHLORHYDRATE DE GUANIDINE

Afin d'obtenir des renseignements plus précis sur l'influ-
ence du métal sur la conformation des transferrines, nous avons ana-

lysé leur comportement en présence d'un agent dénaturant.

Nous avons choisi le chlorhydrate de guanidine puisque
l'urée, méme & la concentration de 8 M, n'est pas capable de dénatu-

rer complétement la lactotransferrine saturée en fer, et que l'action
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du pH est difficile & interpréter & cause des perturbations appor-

o+
tées dans les spectres par la présence de Fed”.

L'effet de la dénaturation a été suivi en dichroisme

circulaire et en différence de spectre.

A - MATERIEL ET METHODES

1 - DIFFERENCE DE SPECTRES DANS L'ULTRA-VIOLET. Nous avons uti-

lisé la technigue des quatres cuves en tandem sur des sclutions de

protéines en tampon phosphate de éodium 0,05 M, X1 0,1 M pH 7,5
de telle maniére que la densité optique soit toujours inférieure &

1,5 u D.O.

Pour chaque molarité en Gu, HCl nous préparons un témoin

blanc b et trois solutions T, Po et P de la maniére suivante :

Solution mére de protéine : 30 mg 4 ml tampon

Solution mére de Gu, BCl1 : 38,2 g gsp 50 ml

La différence de spectre est lue de 600 A& 240 nm entre les
cuves To, P et T et Po, au bout de 2 h et 24 h d'incubation.

2 - DICHROISME CIRCULAIRE. Dans ce cas la dénaturation est

réalisée par dissolution de la protéine dans Na F 0,214 M.

Les spectres dichroigues ont été réalisés sur chacune des

solutions préparées comme nous l'avons décrit plus haut.

Nous avons de plus analysé systématiquement les différen-

ces de spectre pour chague molarité en Gu, HCl.
B - RESULTATS

] - APOTRANSFERRINES

a - Diggérence de spectres. Nous représentons dans la

figure 28a (p 108) 1la dénaturation des deux apoprotéines suivies

& 292 nm. Leur comportement est voisin puisque les 50 p 100 de dé-
naturation sont obtenus pour la méme molarité en Gu, HCl : 1,5 M
Cependaht, dans le cas de la lactotransferrine, l'effet bathochrome
ocbtenu entre O et 1M, est caractéristique de la perturbation de

résidus de tryptophane, sans dénaturation de la protéine. Nous
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Dénaturation par le chlorhydrate de guanidine

de l'apolactotransferrine (o-o) et de l'aposérotransferrine (e—e) humaines

a suivie en différence de spectre & 292 nm

b suivie en dichroisme circulaire a8 € = 220 nm
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avons pu calculer, en mesurant la pente & l'origine de cet effet,
que 2,6 résidus de tryptophane sont accessibles & l'action de la
Gu, BCl & la concentration de 1 M. Un tel effet n'est pas observé
dans le cas de la sérotransferrine, dont la dénaturation commence
immédiatement. Par ailleurs, la dénaturation de la sérotransferrine
n'est compléte qu'a 3 M Gu, HCl, alors qu'elle l'est dés 2,5 M pour
la lactotransferrine. L'amplitude de la dénaturation extrapolée &
concentration nulle en Gu, HCl est de A € 292 = - 13 500 £ 750 et

A e 292 = - 11 500 % 500, respectivement pour la lactotransferrine
et la sérotransferrine. Si l'on tient compte, dans le cas de la
lactotransferrine, que 3 résidus de tryptophane, sur les 13 dosés,
ne sont pas impliqués dans la dénaturation, une valeur statistique
de - 1 350 est obtenue pour le transfert d'un résidu sous l'action

de l'agent dénaturant.

b - Dichroisme cirnculaire. La figure 28 b (p 108) montre

l1'effet de la dénaturation, suivie, & 250 nm. Dans ce cas, il appa-

rait gque les 50 p 100 de dénaturation sont obtenus en présence d'une
concentration en chlorhydrate de guanidine 2 M pour l'apolactotrans-
ferrine et de 3 M pour la sérotransferrine. Ces résultats confirment

ceux précédemment obtenus.

2 - LACTOTRANSFERRINE SATUREE EN FER

a - Dif4érence de aspectres. Nous avons représenté dans la

figure 29 (p 110), la dénaturation par le chlorhydrate de guanidine
de l'apo et de la ferrilactotransferrine en présence d'ions phospha-
tes qui fragilisent la liaison avec le métal (FIALA) (621). Tout
comme dans le cas de l'apolactotransferrine, le dérivé saturé en
fer montre lorsgue la concentration en Gu, HCl augmente de O & 1 M
une perturbation des résidus de tryptophane sans dénaturation de la
protéine. Les dosages montrent que 3 tryptophanes sont impliqués

dans ce phénoméne.

le processus de dénaturation est biphasique. Dans un premiex
temps entre 1 et 2 M Gu, HCl, nous observons une dénaturation qui
éﬁit celle de l'apolactotransferrine mais dont l'amplitude extrapolée
a4 une concentration nulle en Gu, HCl est de l'ordre de A € 297 = =

7 000, c'est-a-dire deux fois inférieure & celle de l'apolactotrans-

ferrine. Lors de cette premiére étape de dénaturation, la différence
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Dénaturation de l'apolactotransferrine (o-o) et de

la ferrilactotransferrine (e—~e) par le chlorhydrate de guanidine

— a analyse en différence de spectre a 292 nm
(zx\,\."\

"Ry b analyse en dichroisme circulaire & © = 220 nm
A\ LA
e ¢ analyse en différence de spectre & 465 nm
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de spectre lue & 465 nm montre gue 50 p 100 du métal sont éliminés.

La deuxiéme étape de dénaturation a lieu entre 2,7 et 4 M
Gu, HCl et est synchrone de la dissociation totale du complexe mé-

tallique.

=

L'extrapolation, & concentration nulle du Gu, HCl, de
l'amplitude de la dénaturation donne A € 293 = = 27 000 * 875 ce
qui permet de calculer une valeur de - 2 700 pour le transfert d'un
résidu de tryptophane lors du processus de dénaturation puisque
l'exposition de trois résidus n'entraine pas de dénaturation de
la protéine. Cette valeur est nettement supérieure a celle obtenue
avec l'apolactotransferrine. La différence de ~ 14 000 % 775 obser-
vée au cours de la deuxiéme. phase de dénaturation peut étre consé-

cutive & la fixation du métal sur des résidus de tryptophane.

b - Dichroisme circulaire. Les études ont été réalisées

en absence d'ions phosphates. La figure 29 b (p 110) montre que dans
ce cas la dénaturation de la ferrilactotransferrine est monophasigue
et est retardée jusqu'éd une concentration en Gu, HCl1 3 M. L'analyse

simultanée de © 465 mm et © 220 mm montre que l'élimination du métal

est synchrone du dépliement de la chaine peptidique.

3 - SEROTRANSFERRINE SATUREE EN FER.

a - Différence de spectres. L'analyse de la figure 30 a

(p112) montre que dans ce cas la présence de métal ne retarde pas

le processus de dénaturation, mais que l'amplitude de celle-ci
atteint & concentration nulle en Gu, HCl une valeur de A ¢ = - 27 500
+ 1 500, ce qui représente une différence de - 16 000 * 1 500 avec
1l'aposérotransferrine. Cette valeur est supérieure & celle trouvée

par la lactotransferrine.

b - Dichrodsame circulainre. L'analyse en dichroisme circu-
laire, réalisée en absence d'ions phosphates donne dés renseignements
beaucoup plus intéressants. En effet, comme nous le montrons dans
la figure 30 b (p 112), 50 p 100 de dénaturation sont atteints pour
la méme concentration (3 M) en Gu, HCl pour l'apoc et la sérotrans-
ferrine. Cependant 4 2 M en Gu, HCl alors que le dépliement de la

¢haine peptidique n'est pas encore commencé, 50 p 100 de la capacité
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Dénaturation de l'aposérotransferrine (o-o) et

de la ferrisérotransferrine (e—-e) par le chlorhydrate de guanidine

a analyse en différence de spectre & 292 nm

b analyse en dichroisme circulaire & € = 220 nm
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de fixation du métal sont déjé& perdus. Ce phénoméne est aussi obser-
vé en différence de spectres & 292 nm.

C - CONCLUSIONS

La dénaturation des deux apotransferrines par le chlorhy-
drate de guanidine suivie aussi bien en dichroisme circulaire au
niveau de la structure secondaire, qu'en différence de spectre,
montre que les deux glycoprotéines possédent une organisation treés

voisine.

En effet, les courbes obtenues en différence de spectres,
pour les deux transferrines sont superposables. Néanmoins, la lacto=-
transferrine doit posséder une structure légérement plus organisée,

mais elle est dénaturée plus rapidement gue la sérotransferrine.

L'étude des dérivés saturés en métal montre, par contre,

de profondes différences entre les deux glycoprotéines.

La fixation des deux ions ferriques par la sérotransferrine
ne change en rien le comportement de la protéine vis-a-vis de l'agent
dénaturant. Ce résultat sous-entend que la fixation du métal n'en-
traine que des changements mineurs dans la conformation de la glycopro-
téine. De plus, l'étude de la dénaturation permet de localiser un

site métalligque & la surface de la protéine, le deuxiéme site, inter-

ne, n'est détruit que lors du dépliement de la chaine peptidique.

Le processus de dénaturation de la lactotransferrine satu-
rée en fer est retardé jusgu'ad une concentration 3,5 M en chlorhydrate
de guanidine ¢omme le montre l'étude en dichroisme circulaire. L'ad-
dition d'ions phosphates permet de différencier deux phases dans la
dénaturation. Dans une premiére étape, alors gu'un ion métallique
est éliminé, la courbe de dénaturation se superpose & celle de 1l'apo-
lactotransferrine, mais elle posséde une amplitude deux fois moindre.
Par contre le deuxiéme site n'est €liminé, quant & lui, qu'id une con-
centration 3,5 M en guanidine alors gque la protéifie est complétement

dépliée.

Il est donc possible de définir, tout comme pour la séro-
transferrine, un site externe puisqu'il est accessible aux ions phos-
phates et un site interne. Le fait que le site externe ne soit démas-
qué qu'en présence d'ions phosphates suppose que la liaison du métal

avec la lactotransferrine différe de celle avec la sérotransferrine.
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Il est encore possible que la lactotransferrine adopte lors de la

fixation du métal une conformation nouvelle.

V -~ DISCUSSION

Dans Le cas de Za serotransferrine, l'étude de la locali-
sation des résidus de tryptophane et de tyrosine ainsi que l'ana-
lyse de la dénaturation par le chlorhydrate de guanidine de l'apo-
et de la ferrisérotransferrine montrent que cette glycoprotéine pos-
séde une conformation trés compacte. Un site métalligque est situé
& la surface de la protéine, alors que le deuxiéme est en position
plus interne. Le départ du métal qui s'accompagne de l'exposition
de 2 résidus de tryptophane et de 7 résidus de tyrosine ne change
pas le comportement de la glycoprotéine vis-a-vis de l'agent déna-~
turant. Ces résultats suggérent que le changement de conformation,
induit par la fixation (ou le départ) des ions métalliques sur les
sites préexistants, est trés limité et n'intéresse vraisemblablement

gque les sites métalliques eux-mémes.

Le cas de La Lactotransgerrine est plus compfexe. En effet,
s'il est possible, tout comme dans le cas de la sérotransferrine, de
définir un site situé en surface et un site interne, au contraire,
la grande accessibilité des chromophores de l'apolactotransferrine,
comparée & celle limitée de la lactotransferrine saturée en fer,
suggére que le remaniement de conformation induit par l'élimination
du métal est trés important, principalement dans la région qui fixe

le site interne.



CHAPITRE 111

DEVONSTRATION DE LA NON IDENTITE
DES SITES DE FIXATION DU METAL DES TRANSFERRINES

Nous tenons & remercier Monsieur LHOSTE directeur de

recherche 4 1' I.N.S.E.R.M. & 1' Institut CURIE (ORSAY ), qui

nous a permis -de réaliser toute l' &tude en Résonance Pafamagné-

tigue Electronigue des cupri~transferrines.

I = INTRODUCTION

A l'épogue ol nous avons entrepris ce travail, aucune
différence d'ordre chimique n'avait été démontrée entre les deux
sites de fixation des ions ferriques de la sérotransferrine et
de la lactotransferrine humaine. Cependant, l'hypothése de FLETCHER
et HUEHNS (622) (p 62) et la spécialisation de reconnaissance gque
nous avons démontré précédemment pouvaient étre la conséguence
d'une différence dans la structure des sites métalliques de chague

transferrine.
C'est pourquoi, nous avons entrepris

1 - 1l'étude chimigue des sites métalligues de ces
deux glycoprotéines en nous intéressant uniquement aux résidus
d'histidine.

2 - 1l'étude de la stabilité des sites métalliques de la

lactotransferrine en fonction du pH et de la force ionique.
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I1 - DEMONSTRATION DE LA PARTICIPATION
DE L'HI_S_TIDINE DANS {A COORDINATION DU METAL

A - HISTORIQUE

La participation de l'histidine dans la coordination des
ions ferrigues de la séro et de l'ovotransferrine a été suggérée, dés
1963, par WINDLE et al. (623) & la suite de la mise en évidence
en R.P.E. de la participation des noyaux azotés dans la fixation
des ions cuivriques.la confirmation de cette hypothése par les voies
chimiques a été tentée par BEZKOROVAINY et al. (624). Les résultats
obtenus par ces auteurs sur la sérotransferrine sont trés discutables.
En effet, l'action de l'acide bromoacétigque entraine la modification
de 11 & 12 résidus d'histidine seulement au bout de 48 heures, la
modification de 2 et 4 résidus supplémentaires n'est réalisée qu'aprés
12 jours. La durée de cette expérience étant trop longue,nous avons
étudié la modification des résidus d'histidine par un réactif plus

spécifique et plus rapide d'action : le diéthyl pyrocarbonate.

B - ACTION DE LA CARBETHOXYLATION SUR LA CAPACITE DE FIXATION DU METAL

Nous avons, dans un premier temps, analysé la capacité de
fixation du fer par les apotransferrines en fonction de la concentra-
tion en diéthyl pyrocarbonate et nous avons de méme étudié le compor-

tement des ferritransferrines.

1 - MATERTEL ET METHODES

a - Modification chimigue

1 - Sur les apoprotéines. Une solution de transferrine

4a 0,1 p 100 (10 u M), dans un tampon phosphate de sodium 0,05 M,

chlorure de potassium O,1 M pH 6,1 est répartie en fractions de 3 ml.

Le diéthyl pyrocarbonate de densité 1,12 est additionné
pour obtenir une concentration finale en réactif variant de O & 30 mM.

Pour les molarités inférieures & 5 mM, le réactif est préalablement
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(et extemporanément) dissout dans 10 V d'éthanol dans ce cas le
témoin est constituée par la solution de protéine traitée par le

méme volume d'éthanol.

=~

Aprés 50 minutes d'incubation & température ambiante,
une aliguote de 1 ml est analysée en différence de spectres entre
320 et 230 nm, alors gue les 2 ml restants sont dessalés sur une
colonne de Séphadex G-35 PDygy (1,5 cm) O,1 M pH 8,6. La concentra-
tion de chaque éluat est déterminée puis 10 ul de solution de FeClgz~

citrate (40 ug Fe/100 ul) contenant 2 p 100 de 5% e (551 mCi/mg) sont

ajoutés pour obtenir une saturation théorigue de 110 p 100. Une aliquote

de 100 pl est alors préleveée.

L'excés de réactif est €liminé par chromatographie 4d'échange
d'ions sur 2 ml de résine Dowex 2x8 '200-400 "mesh") stabilisée
dans le tampon citrate-bicarbonate O,1 M pH 8,6 et répartie dans des
cbnes de pipettes automatigues. L'éluat et les eaux de lavage (3 x
0,5 ml) sont réunis et analysés, ainsi que l'aliquote de la solution
chromatographiée,d l'aide d'un compteur de radiocactivité gamma afin de

déterminer le pourcentage de 5%e fixé par la protéine.

2 - Sur les ferriprotéines. Dans ce cas, la réaction

a été effectuée sur des solutions de transferrine de O,1 & 0,3 p 100
dans des tampons chlorure de potassium O,1 M, phosphate de sodium

0,05 M de pH 6,1 et 6,8.

b - Détenminaition de La capacit? de gixation du méial.

3 ml d'une solution d'apotransferrine & 0,3 p 100 sont
traités par le diéthyl pyrocarbconate a4 la concentration de 3,5 mM
pour la. lactotransferrine et & 12mM pour la sérotransferrine. Aprés
analyse des spectres d'absorption dans l'ultraviolet, les protéines
sont déssalées sur colonne de Séphadex G-3g5 PD 10 (1 x 5 cm) stabi-
lisée dans le tampon O,1 M pH 8,6. La concentration en protéine est

déterminée en mesurant sa densité optique & 280 nm.

La capacité de fixation en fer est mesurée, sur les apo-
transferrines modifiées par le diéthyl pyrocarbonate, par additions
successives d'aliquotes defFeCl3-citrate. La densité optique est
mesurée & 465 nm et chagque nouvelle addition de fer est réalisée,

lorsque la densité optique est devenue stable.
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Aprés saturation compléte, la solution est dialysée puis

la concentration en protéine et en métal est mesurée.

2 - RESULTATS

a - Modigication chimigue.

1 -~ Sur les apotransferrines. Les résultats obtenus

sont rassemblés dans la figure 31 (p 119). Les comportements des deux
transferrines sont voisins, puisque nous observons pour chacune

trois étapes dans la capacité de fixation du métal. Cependant, la
premiére phase permet de les différencier. En effet, la lactotrans-
ferrine perd 50 p 100 de sa capacité & fixer le métal entre 1,4

et 2,8 mM en diéthyl pyrocarbonate, alors que pour la sérotransfer-

rine cette destruction se produit linéairement entre O et 12 mM.

La deuxiéme phase est caractérisée par la formation de trans-
ferrine gardant la possibilité de fixer le fer & 50 p 100 de la sa-

turation.

Dans la troisiéme phase, qui s'amorce & la concentration
de 20 mM, la capacité commence & diminuer, mais, méme aux concen-
trations les plus fortes en réactif (30 mM), elle est toujours au

moins égale & 30 p 100.

2 - Influence de ladarbéthoxylation sSur les protéines

saturées en fer. La carbéthoxylation de la lactotransferrine saturée

en fer a été réalisée & pH 6,1 et 6,8,dans ces conditions la fixa-

tion du métal et les propriétés optigues ne sont pas altéreées.

La carbéthoxylation de la sérotransferrine, qui ne peut
étre réalisée gu'a pH 6,8, car en dessous de ce pH elle perd le
métal fixé, ne modifie pas la fixation du métal, mais induit des
modifications de ses propriétés optiques. En effet, le spectre
d'absorption dans le visible, centré & 465 nm pour la protéine non
modifiée, se déplace & 470 nm alors que son cocefficient d'extinctibn

molaire augmente Jjusqu'id 28 p 100 de sa valeur initiale.

b - Dosage des Lons ferrniques spécliiquement 44xes var Les
hans ferrines modigLdes.

Dans les expériences précédemment décrites, nous avons mesuré
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de maniére relative, grdce & un marquage radioactif par le S9pe,
la capacité de fixation du métal des transferrines en fonction du
degré de carbéthoxylation. Afin de démontrer sans ambiguité que les
transferrines modifiées ne fixent qu'un seul atome de fer, nous
avons effectué un dosage du métal réellement complexé par les pro-

téines modifiées.

La figure 32 (p 121) donne les résultats obtenus de maniére
comparative, sur l'apolactotransferrine et l'apolactotransferrine
modifiée par une concentration de 3 mM en D.E.P. Pour des quantités
de 6,7 mg de protéines le plateau de saturation est atteint pour
l'apolactotransferrine aprés addition de 10 ug de Fer et pour l'apo-

lactotransferrine modifiée aprés addition de 5 ug de Fe.

Nous avons résumé dans le tableau XVI (p 122) les résultats

des dosages gue nous avons effectués.
3 - CONCLUSTIONS

L'apolactotransferrine, tout comme l'aposérotransferrine,
ne fixe plus qu'unseul atome de fer aprés action du diéthylpyrocar-
bonate. L'augmentation de la concentration en réactif ne permet pas

de détruire complétement les deux sites de fixation du métal.

Les deux apoprotéines ont un comportement différent puisque
l'inactivation de l'apolactotransferrine se produit pour une molarité
bien déterminée en réactifs (2,8 mM), alors que celle de l'aposérotrans-
ferrine s'étale entre O et 12 mM. Ce résultat suggére gque le mécanisme
de perte de la capacité de fixation d'un métal pour la sérotransfer-

rine met en jeu plus de composants que celui de la lactotransferrine.

Le comportement de la sérotransferrine saturée suggére que
la carbéthoxylation agit au niveau méme du site. Les effets hyperchrome
et bathochrome observés sont identiques & ceux décrits par BATES et
SCHLABACH (625) qui étudient la substitution de 1l'ion bicarbonate par

1l'ion nitrilotriacétate (p 29).

Il est possible gque le groupement-carbéthoxy d'une histidine
proche du métal ou liée & celui-ci se substitue & l'ion carbonate. En
effet, le groupement carbéthoxy posséde toutes les propriétés des
anions pouvant substituer le carbonate (cft p 28 ). En outre, il
est démontré gue les deux noyaux azotés de l'histine sont réactifs

vis-&-vis du D.E.P., ce qui suggére que la liaison avec le métal
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Figure 32

Détermination du nombre d'atomes de fer fixés par

l'apolactotransferrine native (0.0) et par l'apolactotransferrine carbéthoxylée (e—e)
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LEAU XVI

CAPACITE DE FIXATION DU FER DE L'APOLACTCTRANSFERRINE

ET DE L'APOSEROTRANSFERRINE EN FONCTION DU DEGRE DE CARBETHOXYLATION

Molarité en DEP ug de Fer fixé/ Nombre d'atomes
en m mol mg de protéine de fer fixeé
Apolactotransferrine o 1,40 2
4 0,64 1
20 0,64 1
Aposérotransferrine ) 1,32 2
12 0,68 1
20 0,64 1

ot

( BN
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n'inhibe pas totalement la réactivité de l'histidine.

, . + . . e
Ces résultats qui montrent gu'un ion Fe3” au moins fixé
par la sérotransferrine est accessible au réactif, confirment la lo-
calisation & la surface de la molécule d'un des 2 sites métalligues

gue nous avens démontrée dans le chapitre précédent.

C - SPECIFICITE DE LA REACTION

Bien que la modification ait été réalisée dans des condi-
tions décrites comme spécifiques de l'histidine, il nous faut véri-
fier gque les résidus de tyrosine n'ont pas été touchés et que la
modification de la lysine n'est pas responsable de la destruction

d'un site métallique.

De plus, comme de gros excés en D.E.P. sont utilisés, en
particulier, pour la sérotransferrine, il est possible que la des-
truction partielle du deuxiéme site, soit provoguée par une modifi-

cation de la conformation de la protéine.

1 - MATERIEL ET METHODES

a - Spécigicité de La néaction

1 - Tyrosine. Nous avons analysé tous les spectres
différentiels pour chague molarité de réactif, entre la protéine
et la protéine modifiée, entre 320 nm et 235 nm. La o-carbéthoxylation
de la tyrosine se traduit, en effet, par 1l'apparition d'un spectre

négatif centré & 278 nm.

2 - Régénérationde l'histidine. La durée de demi-vie

de la carbétoxyhistidine étant de 55 h., nous avons suivi en fonction
du temps la fixation d'une guantité connue de métal par une protéine
modifiée.

Nous avons analysé l'action de 1'hydroxylamine sur la capa-
cité de fixation du métal. Aprés traitement de 4 ml de la solution
de protéine par le diétylpyrocarbonate comme il est décrit précédem-
ment, la solution de transferrine estdivisée en deux lots A et B. Le
lot A est additionné de 2 ml de tampon Tris-BCl O,1 M pH 7, le lot B

est additionné de 2 ml d'une solution de NHoO0H 1 M dans le méme tam-
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pon. Aprés incubation, les solutions sont déssalées sur colonne de
Séphadex G-»g5 PD 10 (1 x 5 cm) stabilisée dans le tampon citrate-
bicarbonate O,1 M pH 8,6.Les protéines sont resaturées puis analy-

sées comme nous l'avons décrit précédemment (p 116 )

b -~ Intégnité de La conformation. Les spectres dichroiques

de chague échantillon ont été réalisés. Le protocole expérimental

est celui décrit précédemment (p 97).
2 - RESULTATS

a - Spécificite de La réaction

1 - Différence de spectres : Les différences des

spectres montrent pour les faibles molarités en D.E.P. un spectre
positif centré & 240 nm, caractéristique de lacarbéthoxylation de
l'histidine. L'amplitude de ce spectre augmente progressivement en
fonction de la concentration en réactif (Figure 33 p 125) et & partir
de 12 mM se déplace progressivement vers 232 nm. Simultanément (Fi-
gure 33, p125) un spectre négatif centré & 278 nm apparait ainsi
qu'un spectre positif & 305 nm. Ces résultats montrent d'une part,
qu'a fortes concentrations en réactif (& partir de 12 mM), les rési-

dus d'histidine commencent & subir une deuxiéme carbéthoxylation comme

l'ont démont:ré LOOSEMORE et al. (626)

Le spectre négatif & 278 nm est attribué, comme l'ont dé-
montré BURSTEIN et al. (627) & la O-carbéthoxylationde la tyrosine.
Le tableau XVII (p 126) donne le nombre de résidus de tyrosine
modifiés lorsgue 50 p 100 de la capacité de fixation du nétal sont

atteints et lorsgue la molarité en D.E.P. atteint 25 mM.

2 - Régénération de l'histidine. Le tableau XVII

(p 126) donne la capacité de fixation du métal des apotransferrines

modifiées aprés traitement & 1l'hydroxylamine et aprés incubation de

24 h & température ambiante.
La régénération des résidus d'histidine n'a jamais été
compléte. Cependant, la capacité de fixation du métal est restaurée

aux faibles molarités en D.E.P.
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Figure 33

Différence de spectre entre 350 nm et 230 nm de l‘aposérotransferrine‘,,\

et de l'aposérotransferrine carbéthoxylée {

2 aposérotransferrine DEP (10 mM)

b aposérotransferrine DEP (25 mM)
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TABLEAU XVI

I

CAPACITE DE FIXATION DU FER DES APOTRANSFERRINES CARBETHOXYLEES APRES
REGENERATION DES RESIDUS D'HISTIDINE ET NOMBRE DE RESIDUS DE TYROSINE MODIFIES

e

Pourcentage | Pourcentage |,
e . , Nombre de (de fixation|de fixation
Molarité Fixation P . ,
résidus de du métal du métal
en DEP du Fer ) . . N
en m mol en p 100 Tyrosine aprés. trai- apres
modifiés tement par | incubation
NH,0H O, 8M de 24 h
0 100 0 100 100
Lactotransferrine 4 50 0,5 . 85 80
25 30 3,5 50 50
0 100 o] 100 100
Sérotransferrine 12 50 1,5 85 75
25 30 9,1 50 50
e
r‘:‘~\\§;' %
W b k]
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b - Intégrnité de La structure

L'analyse des spectres dichroiques (figure 34 p 128) donne

des résultats presque identigues pour les deux glycoprotéines.

Jusqu'a une concentration de 12 mM en réactif les spectres
ne subissent aucune altération aussi bien au niveau des bandes aroma-
tiques que dans l'ultraviolet. Entre 12 mM et 20 mM, l'ellipticité
de la bande centrée & 270 nm baisse légérement dans le cas de la
sérotransferrine. Par contre, éprés 20 mM les bandes centrées vers

250, 285, 290 nm disparaissent.
3 - CONCLUSTIONS

Tous les résultats obtenus montrent que la destruction du
site accessible est bien consécutive & la modification chimique de
l'histidine puisque jusgu'a environ 12 mM, la perte de 50 p 100
de la capacité de fixation du métal est réversible et que ni la
tyrosine ni le tryptophane ne sont modifiés. Par contre, le deuxiéme
site n'est pas détruit par lacarbéthoxylation. En effet, le début
de perte de capacité de fixation du métal du deuxiéme site est syn-
chrone de la modification de la tyrosine, du tryptophane et d'une
désorganisation de la conformation des transferrines. Ces résultats
contredisent, dans le cas de la sérotransferrine humaine, ceux obte-
nus par ROGERS et al. (628) qui concluent & la destruction des deux

sites métalliques aprés action du diéthyl pyrocarbonate.

D - CINETIQUE ET ST CHIOMETRIE DE LA REACTION

Tous les paramétres de la modification ayant été définis
dans les chapitres précédents, il nous est possible d'étudier quanti-
tativement la réaction de carbéthoxylation en nous plagant dans des
conditions telles qu'elles soient spécifiques. En effet, le dosage
des résidus d'histidine par le diéthyl pyrocarbonate, n'est réali-
sable que dans les conditions ol seule la monocarbéthoxy-histidine est
formée. Dans ce cas & pH 6,1, l'utilisation du coefficient d'extinction
molaire e 49 = 3 200 (OVADI et al.) (629) permet le dosage de la mongqar4
béthoxy-histidine. Lorsque la molarité du réactif augmente, il y ‘
a formation prbgressive de N-N' bi carbéthoxy~histidine (LOOSEMORE et
PRATT) (630), ces composés possédent dans l'ultraviolet un spectre
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Figure 34

Spectre dichroique entre 250 et 340 nm de 1l'aposérotransferrine
et l'aposérotransferrine carbéthoxylée
- aposérotransferrine
-.~ aposérotransferrine carbéthoxylée (10 mM)

aposérotransferrine carbéthoxylée (25 mM)
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dont le maximum se déplace progressivement vers 230 nm, avec un.
coefficient d'extinction molaire qui peut augmenter jusgu'a plus de
6 0O00. En théorie, il est possible, en utilisant des coefficients de
correction (ROOSEMONT et al.) (631), de doser l'histidine quelle gue
soit la molarité du réactif. Dans le cas des transferrines, l'utili-
sation de ces coefficients n'a donné aucun résultat interprétable
probablement parce gu'il existe deux populations d'histidine diffé-

rentes par leur réactivité.

Nous n'avons donc pu doser avec certitude gque les résidus

d'histidine modifiés & faible molarité, cest-a~dire jusgqu'a 5 mM

en D.E.P.

1 - MATERIEL ET METHODES

Les apo~et les ferriprotéines ont été étudiées dans les
conditions précédemment décrites mais pour des concentrations en
réactif inférieures & 5 mM. Le pH d'étude a toujours été de 6,1,
excepté pour la sérotransferrine saturée en fer ol nous avons tra-

vaillé a pH 6,8.
2 - RESULTATS

a - Cinétique de réaction des apoprotéines. L'analyse des

courbes log du pourcentage de réaction en fonction du temps montre
{figure 35 p 130) gque les réactions sont biphasiques et de pseudo
ordre 1.

Les constantes de vitesse mesurées sont de ki = 0,25 mn }
pour 1'aposérotransferrine humaine et k; = 0,9 mn ! pour l'apolacto-
transferrine humaine (mesurée dans ce cas &4 14°C). Le nombre de ré-
sidus d'histidine, de la lactotransferrine, modifiés dans la premiére
phase (60 p 100), est plus important gue dans le cas de la séro-
transferrine (50 p 100). '

b - Steechiométrie

1 - Etude comparative des apo- et ferritransferrines.

Nous avons résumé dans la figure 36 (p 131) le nombre de résidus

modifiés sur les apo—-et les ferriprotéines & pH 6,1 et 6,8. Ces
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ApoTF pR 6 et 7,4

mod. HIS.
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Figure 36

Accessibilité des résidus d'histidine de l'apo=- et de la ferrilactotransferrine

et de l'apo~ et de la ferrisérotransferrine & faible molarité en diéthylpyrocarb{)ﬁate;
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résultats montrent que, dans ces conditions expérimentales, seuls

14 résidus sont modifiés par l'aposérotransferrine et 6 pour 1'apo-
lactotransferrine. La modification totale des résidus d'histidine n'a
été obtenue gu'en présence d'urée 8 M. Le nombre de résidus modifiés
sur la lactotransferrine est fonction du pH puisgu'il passe de 4 &

5 alors que le pHmonte lui de 6 & 6,8.

La fixation du métal protége trois résidus supplémentaires
dans le cas de la sérotransferrine et un seul dans le cas de la lac-

totransferrine.

2 - Nombre de résidus d'histidine impligués dans la

liaison avec l'ion ferrigque. Nous avons exprimé dans la figure 37

{(p 133), la capacité de fixation du fer des apotransferrines en
fonction du nombre apparent d'histidines modifiées, c¢'est-a-dire
lorsque la molarité en diéthyl pyrocarbonate varie de O & 30 mM. Il
apparait gue dans ces conditions, la destruction du site accessible

=

de la lactotransferrine est imputable & la modification de un seul
résidu d'histidine puisqu'elle se produit & une molarité en diéthyl-
pyrocarbonate suffisamment faible pour pouvoir utiliser le coeffi-
cient d'extinction molaire mesuré par OVADI et al. (632) ( € zug =

3 200).

Dans le cas de la sérotransferrine, les gquatres résidus

impligués dans la liaison métalligue sont dosés en exceés.
3 - CONCLUSTONS

Dans les conditions expérimentales dans lesguelles nous
avons travaillé, seulement 80 p 100 des résidus d'histidine dans
le cas de la sérotransferrine, et 60 p 100 dans le cas de la lacto-
transferrine, ont pu étre carbéthoxylés. La totalité des résidus
n'ont pu étre modifiés qu'en présence d'urée 8 M. Des résultats
__différents ont été obtenus par ROGERS et al. (633) sur la séro-
transferrine. Ces auteurs ont dosé respectivement 19,5 et 15,6
résidus d'histidine sur l'apo et la ferri-sérotransferrine et ont
déduit gqu'il existait une coordination de deux résidus d'histidine

pour chague ion ferrigue.

Cependant, ROGERS et al. (634) travaillent & une molarité

de 18 mM en D.E.P. et dosent les résidus modifiés en utilisant le
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10 His

__Figure 37

Capacité de fixation du fer de l'apolactotransferrine (<--) et de
1l'aposérotransferrine (—) en fonction du nombre

apparent de résidus d'histidine carbéthoxylés
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coefficient d'extinction molaire egyg = 3 200 alors gue dans ces
conditions expérimentales, ROOSEMONT (635) a démontré que €345 =
5 000.

Nous avons différencié pour les deux transferrines deux
populations d'histidine en fonction de leur réactivité vis-a-vis
du diéthyl pyrocarbonate. La vitesse de réaction des histidines trés

actives permet de différencier la lactotransferrine (k; = 0,9 mn !

& 14°C) de la sérotransferrine (k; = 0,25 mn ! & 20°C).

Le dosage des résidus d'histidine carbéthoxylés permet de
) +
démontrer qu’'un seul résidu d'histidine est coordiné & l'ion Fe?

du site accessible de la lactotransferrine.

Dans le cas de la sérotransferrine, nous ne pouvons doser
précisément le nombre d'histidines impliquées dans le site détruit.
Nous ne pouvons gue nous borner & dire gu'il est supérieur a4 1 et
inférieur & 4.

L'étude de cinétique de la réactivité des histidines mon-
tre que l'histidine impliquée dans la coordination de Fe3+ , dans le

cas de la lactotransferrine, appartient & la population faiblement

réactive.

E - LOCALISATION DU SITE MODIFIE PAR LE D.E.P.

Pour obtenir des renseignementssur la localisation du site
modifié, nous avons été amenés & étudier les spectres R.P.E. des
cupri~-transferrines. En effet, il est démontré (voir p. 34) que
les signaux R.P.E. des cupri-transferrines sont caractéristiques -

d'intéraction hyperfine avec les noyaux azotés.

Depuis les travaux de AASA et al. (636) et de AISEN et al.
{(637), il est connu que les deux sites des cupri-transferrines donnent
en R.P.E. des signaux différents en fonction des conditions opéra-
toires utilisées. Ces auteurs ont démontré gu'a pE acide, le signal
obtenu est caractéristique d'un seul noyau azoté et coordiné au
cuivre alors qu'a pH basique (pH 10) et en absence de bicarbonate,
le signal est caractéristique d'au moins trois noyaux azotés coor-
dinés & l'ion cuivrique. Nous avons repris cette étude en nous pla-
¢ant dans des conditions telles que deux atomes de cuivre soient

fixés, c'est-a-dire entre pH 8,2 et 9 et nous avons étudié l'in-
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fluence de la carbéthoxylationsur les spectres R.P.E.

1 - MATERIEL ET METHODES

a - Fixation du culvie. Nous avons travaillé avec 1'iso-

tope 63cu (C.E.A. France), le chlorure a été préparé par action du

chlore gazeux sur le métal.

A 5 ml d'une solution alp 100 d'apotransferrine dans un
tampon Tris, HCl O,1 M, NaHCOj3 0,05 M pH 8,6 sont additionnés 70 ul

d'une solution 0,2 M de 63cuCl, dans le méme tampon.

Les apoprotéines sont préalablement déssalées sur colonne de
Séphadex G5 (1 x 5 cm), stabilisée dans le tampon de fixation

afin d'éliminer toutes traces d'éthyléne diamine tétraacétique.

Aprés fixation du métal, les cupri-transferrines sont dés-
salées sur colonne de Séphadex Gys (1 x 5 cm),stabilisées dans un

tampon NH,HCO3; 0,01 M, puis lyophilisées.

b - Determination du pourcentage de saturation en méial.

Le pourcentage de saturation est déterminé par dosage de la protéine

par la méthode de LOWRY et al. (638) et par dosage des ions métal-
“ligues par la méthode de PETERSON et al. (639). Enfin les spectres

visible et ultraviolet sont analysés.

¢ -~ Modigication pan Le diéthyl pyrocarbonate. Nous avons

travaillé dans les conditions précisées dans le chapitre précédent,

sur des protéines en solution & 5 p 10C et avec une concentration
en réactif de 12 mM et 4 mM respectivement pour l'aposérotransferrine

et l'apolactotransferrine.

d - Mesure du spectrne R.P.E. Les spectres ont été obtenus

4 la température de l'azote liquide & partir de solutions de protéine
dans Dpo, KC1 O,1 M & un pD non corrigé de 7,5 ajusté par NaoD. les
spectres ont €été mesurés par un appareil Varian E - 3 & 9,15 GHj.

Les valeurs de g ont été calibrées par un standard de D.P.P.H.
2 - RESULTATS

. . »+ 5
a - Fixation de Cu? sur Les apotransferrnines et Leurs
denivis canbéthoxylis. La fixation de deux ions cu?” a pPH 8,6 sur
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les apotransferrines se traduit par l'apparition d'un spectre

visible dont le maximum d'absorbance est centré & 432 nm. Simul-
tanément la densité optigue & 280 nm augmente de 10,7 p 100 et de
9,08 p 100 respectivement pour la lactotransferrine et la sérotrans -
ferrine. Il est & remarguer gque dans le cas de la fixation d'ions

ferriques, cette augmentation atteint 27,6 et 27,2 p 100.

Comme nous l'avons résumé dans le tableau XVIII (p 137)
la carbéthoxylationde la cupri-lactotransferrine ne change en rien
ses propriétés optiques. L'apolactotransferrine carbéthoxylée ne

peut fixer 6 elle,qu’un seul ion cuivrigue.

La modification de la cupri-sérotransferrine n'a pu é&tre
réalisée, car méme & pH 7,3 la protéine perd 50 p 100 de son métal.
L'aposérotransferrine carbéthoxylée fixe, aussi, un seul ion Cu2+,
mais le spectre visible est trés altéré puisque son maximum se dé-

place a 420 nm.

b ~ Spectre R.P.E. Les caractéristiques des spectres R.P.E.

sont données dans le tableau XIX (p 138). Les cupri-transferrines
(figure 38 p 139) donnent chacune deux signaux dont la population
est dans le rapport 1-1. Les deux transferrines donnent un signal
A "étroit" dont les caractéristiques sont voisines et qui sont iden-

tifiées au signal décrit par AASA et al. (640).

Il présente des structures hyperfines caractéristiques de

la coordination avec un seul noyau azoté.

Le deuxiéme signal B "large" est différent pour chaque
transferrine. Son profil est comparable avec une intéraction faisant
intervenir au moins trois noyaux azotés. L'abaissement du pH & 7,3
qul provoque la perte de 50 p 100 des ions cuivrigques fixés par la

sérotransferrine fait disparaitre ce seul signal.

La carbéthoxylation des apotransferrines qui résulte en la
perte de 50 p 100 de la capacité de fixation des ions cuivriques,
s'accompagne de la seule disparition du signal B "large" ainsi que
,dans le cas de la sérotransferrine,d'une légére modification du

signal A "étroit" (figure 38 p 139).

La carbéthoxylationde la lactotransferrine saturée en
cuivre qui ne modifie ni sa capacité de fixation, ni ses propriétés

optiques d'absorption dans le visible, change par contre le spectre




TABLEAU XVIII

PROPRIETES DES CUPRITRANSFERRINES ET DE
LEURS DERIVES CARBETHOXYLES

Nombre d'ions Cu2+ Absorbance & Absorbance &
fixés 432 nm 280 nm
(solution & 1 p 100)|(solution & 1 p 100)
63cu sTF 2 0,45 12,0
63cy His cM STF 1 0,30 & 12,0
83cu LTF 2 0,50 12,4
63cu Bis CM LTF 1 0,30 12,4
His cM 63cu LTF 1 0,50 12,4

& Valeur mesurée & 420 nm
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TABLEAU XIX

CARACTERISTIQUES R.P.E. DES CUPRITRANSFERRINES

ET DE LEURS DERIVES CARBETHOXYLES

5 N Nombre de résidus
Transferrine gll gL AI%% 1 TII d'histidine
G v G impliqués
63cu sTF Signal A [2,30 |2,04 | 145 | 9,0 1
Signal B 2,23 }2,04 180 |N.R"*" au moins 3
63Cu-HisCM-STF Signala' (2,27 [2,04 | 150 | 9,0 1
63cu-LTF Signal A [2,31 [2,04°] 140 | 9,4 1
Signal B (2,17 |2,04°] 200 |N.R. au moins 3
63cu-HisCM-LTF Signal A |2,31 (2,04 | 140 | 9,4 1

-

.e

non résclu

signal A et B confondu
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Figure 38

Spectre RPE descupritransferrines et de leurs dérivés carbéthoxylés

II

cuprisérotransferrine

aposérotransferrine carbéthoxylée saturée en cuivre

cuprilactotransferrine

cuprilactotransferrine carbéthoxylée saturée en cuivre

cuprilactotransferrine carbéthoxylée
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R.P.E. N

Le signal B disparait progressivement pour se surimposer
quand la réaction est terminée avec le signal A. Ce résultat suggére
donc qu'un seul résidu d'histidine est protégé de la carbéthoxylation
dans le site accessible au réactif, ce résultat est en bon accord
avec les données obtenues précédemment lors du dosage des carbétho-

xyhistidines.
3 - CONCLUSIONS

Les deux signaux A, "étroit", et B, "large", que nous avons
oObservés sur les cupri-lactotransferrines et sérotransferrines sont
ceux décrits séparément par AASA et AISEN (641) pour la sérotransfer-

=

rine. Cependant, & la différence de ces auteurs, le signal B est

obtenu & pH 8,6 et en présence de bicarbonate. Les deux signaux gqui
sont présents dans le méme rapport ont une résistance différente &
l'action de la carbéthoxylationet du pH. Le signal B est le seul &
disparaitre lors de la perte de 50 p 100 de la capacité de fixation
du métal sous l'action dudiéthyl-pyrocarbonate, de plus il est le
seul éliminé, lors de la perte de l'ion cuivrigque qui est consécutive
4 un abaissement du pH. Ainsi, nous pouvons attribuer la perte de 50
p 100 de capacité de fixation du métal & un seul site. Ce site est
accessible au réactif et est labile dans le cas de la sérotransfer-

rine & pH acide.

Les deux transferrines étudiées donnent le méme signal R.P.E.,

A pour le site non détruit, ce signal bien gue non détruit par la car-
béthoxylationest caractéristique, pour les cupri-transferrines, de

la coordination avec un noyau azoté.

Nos travaux, qui ont été réalisés en 1977, ont été dans
le cas de la sérotransferrine confirmés et étendus par ZWEIR (642)
qui a démontré que la fixation du cuivre sur cette glycoprotéine
est séquentielle en fonction du pH et que les spectres R.P.E. de
chaque ion cuivrique évoluent eux aussi. Ainsi, & pH acide, les

deux ions sont coordinés & un seul ion cuivrique, alors que le pre-

mier ion fixé se coordine & pH basique & 3 ou 4 noyaux azotés.
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F - CONCLUSIONS

La lactotransferrine et la sérotransferrine humaines pos-
sédent chacune deux sites de fixation du fer, qui se différencient
par leur réactivité vi-a-vis dudiéthyl-pyrocarbonate. Ce réactif,
utilisé dans des conditions telles que seuls les résidus d'histidine
soient modifiés, détruit un seul site de fixation du métal gui peut
étre identifié au site externe défini précédemment (chapitre II, p 113).
Ce site externe est labile dans le cas de la sérotransferrine & pH

acide.

Cependant, ce site accessible ne posséde pas les mémes
propriétés pour les deux transierrines puisque dans le cas de la
lactotransferrine un seul résidu d'azote est essentiel & la fixation
du métal alors que dans le cas de la sérotransferrine il existe au

moins deux résidus coordinés au métal.

111 - DIFFERENCE DE STABILITE DES DEUX SITES DE LA LACTOTRANSFERRINE
EN FONCTION DU PH ET DE LA FORCE IONIQUE

La différence de réactivité des deux sites de la lacto-
transferrine doit, tout comme 1l'ont montré PRINCIOTTO et ZAPOLSKI
(643) a4 propos de la sérotransferrine humaine, se manifester au
niveau de la stabilité vis-&~vis de l'action des protons. D'autre
part, la lactotransferrine doit, en principe, étre capable de pré-
lever le fer en milieu acide. En effet, dans le tractus digestif,
au niveau du duodénum, le pH remonte progressivement de pH 1,5 & 6.
Le fer libéré dans l'estomac, oxydé en ions Fe3+,;doit étre rapide-
ment chélaté ou réduit afin de ne pas précipiter sous forme &'hydro-
xyde ferrigue. C'est pourquoi, nous avons analysé la capacité de

fixation du fer de la lactotransferrine en fonction du pH.

A - DEMONSTRATION DE L'ELIMINATION SEQUENTIELLE DU FER

1 - DISSOCIATION EN MILIEU ACIDE

a - Maténiel et méthodes. Nous avons travaillé sur des
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protéines préparées & partir de lactosérum humain selon les méthodes
décrites dans 1l'appendice technique. Le taux de saturation de ces
protéines a été dosé & 80 p 100. Dans certains cas, nous avons uti-
lisé une lactotransferrine saturée & 100 p 100 par addition de chlo-
rure ferrique (appendice technique p 2 ) et déssalée par chromato-
graphie sur colonne de Séphadex Gy5 stabilisée dans une solution de

bicarbonate d'ammonium 0,1 M.

1 - Préparation des tampons. Nous avons utilisé des

tampons de force ionique 0,1, 0,2 et 0,4 réalisés dans une gamme
de pH allant de 2,6 & 4 avec le systéme acide formique-formiate de
sodium, de pH 3,6 & 6 avec l'acide acétique-acétate de sodium et de
PH 7 4 8 avec le systéme Tris, HCl. L'influence des ions phosphates
a été étudiée en additionnant du phosphate acide de sodium aux
tampons précédents pour obtenir une concentration finale de 0,02 a

0,2 M. L'action de E.D.T.A. a été analysée en additionnant son sel

bisodique & la concentration maximale de 40 mM.

2 - Analyse de la désaturation. Une solution mére de

transferrine 70 mM est réalisée dans le chlorure de sodium de force
ionique égale & celle du tampon de désaturation utilisé. Des ali-
quotes de 0,3 ml de la solution de protéine sont ajoutées 3 | ml de
la solution désaturante. Aprés une incubation de 16 h, le pH de cha-
que fraction est mesuré et le degré de saturation est déterminé par

lecture de la densité optique & 465 mn.
b - Resultats.

1 - Comparaison de la stabilité de la lactotransfer-

rine et de la sérotransferrine. Nous avons représenté dans la figure

39 (p 143) le résultat d'une désaturation réalisée avec une force

ionique I = O,1. La désaturation de la sérotransferrine est bipha=-
sique avec une demi-désaturation entre pH 5,0 et 5,5 et une désatu-
ration compléte & pH 4. Dans les mémes conditions, la désaturation

de la lactotransferrine est monophasique et n'est totale qu'a pH 2.

2 - Influence de la force ionique. L'augmentation de

la force ionique de I = 0,1 & I = 0,4 se traduit par un recul du

. , . 3+
PH de 1/2 dissociation du complexe Fe® -lactotransferrine de pH 3,3
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Analyse comparée de la désaturation de la lactotransferrine (e ) et de

la sérotransferrine (QO) humaines en fonction du pH pour une force ionigue I = O,I
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a pH 3,9 (figure 40 p 145).

3 - Influence des ions phosphates. L'addition des ions

phosphates fragilise le complexe métallique (figure 41 p 146). Ainsi
pour une force ionigque de O,1 en acétate de sodium et de 0,02 en phos-
phate, la 1/2 dissociation est reculée & pH 3,5, pH qui correspond

a la 1/2 dissociation dans un tampon de force ionique I = 0,2 en ab-

sence de phosphate.

L'augmentation de la concentration en phosphate de 0,02 &
0,2 M permet une désaturation biphasique avec 50 p 100 de désatu-~

ration entre pH 8 et 6 et la désaturation totale entre pH 4,8 et 4.

4 - Influence de 1'E.D.T.A. L'addition 4'E.D.T.A.

4 la concentration de 0,04 M & un tampon de I = 0,1 permet comme le
montre la figure 42 (p 147) d'obtenir une courbe de dissociation
sigmoide, avec le départ du premier métal entre pH 5 et 4 et du

second & pH 3,6.

L'action d'un tampon acétate formiate de sodium I = 0,2
contenant O,2 M de phosphate et 4 mM A'E.D.T.A. permet la meilleure
différenciation des deux sites. En effet, un tel tampon permet une
élimination du premier ion entre pH 6 et 8, alors qu'entre pH 5 et 6,

nous obserwvons un palier et gque le deuxiéme site part entre pH 4 et 5.

2 - MARQUAGE SELECTIF DU SITE ACIDE ET QU SITE LABILE

a - Matérnied et méthodes

1 - Marguage au 5%9re. Nous avons étudié la dissocia-

tion en milieu acide de deux lots de lactotransferrine saturée en

fer de la maniére suivante :

Lactotransferrine A : 85 mg de lactotransferrine saturée

en fer sont dissous dans 4 ml de solution désaturante acétate de
sodium I = 0,2, NaHPO, 0,2 M E.D.T.A. 40 mM pH 5,2. Aprés 16 h

d'incubation, & température ambiante, la solution de protéine ainsi
désaturée 4 50 p 100 est dessalée sur une colonne de Séphadex Gpg
PD1g (1 x 5 cm) équilibrée dans un tampon citrate ~bicarbonate de

sodium O,1M pH 8,6.La protéine est alors resaturée a 100 p 100 par
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Influence de la force ionigque sur la stabilité
du complexe métallique de la lactotrénsferrine
e I =0,1
s=s T =0,2
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Figure 41

Action des ions phosphates sur la stabilité du complexe métallique
de la lactotransferrine saturée a 78 p 100
o-0L=o0,1
-8l =0,2
n\m -0 T =-0,1 + 0,02 M PO,
U 0-0I =0.2 +0,2MP0,
& el =0,2+0,2MP0, LTF saturée & 100 p 100
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Figure 42

Action de 1'E.D.T.A. et des ions phosphates sur la stabilité

du complexe métallique de la lactotransferrine saturée & 78 p 100
o0 I .o,

-1 =-0,1 + E.D.T.A. 4 mM

0-0I = 0,2 + E.D.T.A. 4 mM + PO, 0,2 M

el =0,2 +E.D.T.A. 4 mM + PO, 0,2 M LIF saturée & 100 p 100
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addition du réactif FeClj - citrate bicarbonate O,1 M pH 8,6 (40 ug
Fe/100 ul) contenant 2 p 100 de 59re (FeCly (HCl 0,1 N 51 mCIug
CEA France). L'excés de réactif est éliminé sur colonne de Séphadex

Gy5-PDjy éguilibré dans NaCl 0,2 M.

Lactotransferrine B : nous avons utilisé le méme protocole

que pour la lactotransferrine A mais dans ce cas, nous sommes partis
d'une solution de lactotransferrine marguée au 59Fe et nous avons
resaturé la protéine aprés action du tampon pH 5,2 par du 57Fe non

radiocactif.

2 - Désaturation. Nous avons étudié la désaturation

des deux lots de lactotransferrine dans le systéme tampon acétate
de sodium I = 0,2, NaHPO, O,2 M, E.D.T.A. 40 mM, dans la gamme de
pH de pH 3 & pH 8-0,3 ml des solutions A et B sont additionnés &

1 ml de tampon de désaturation. Aprés 16 h d'incubation, 1 ml de
chague solution est désalé sur 2 ml de résine Dowex 2x8  (200-400
"mesh") présentée dans des cones de pipettes automatiques et sta-
bilisée dans le méme tampon que la solution de protéine. La colonne

est rincée par 2 x 0,5 ml de tampon .

Nous avons déterminé la radiocactivité gamma de chague
éluat de colonne, de la colonne lavée, etd'une aliquote de 100 ul

de solution non déssalée. Simultanément, le pH et la DO de chaque

solution ont €té mesurés. Nous avons exprimé le pourcentage de radio-

activité fixé par la protéine.
b - Resultats.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 43
{(p 149). Les deux lots A et B de la lactotransferrine donnent en DO
& 465 nm le méme profil de désaturation. Cependant, le lot A de
lactotransferrine voit toute sa radicactivité éliminée entre pH 8
et pH 6,2 dans la premiére phase de désaturation alors que le lot
B perd, lui, au contraire, sa radiocactivité en dessous de pH 5.
Ce résultat démontre que les courbes biphasiques de désaturation de
la lactotransferrine obtenues précédemment sont bien le reflet

d'une élimination séquentielle du métal.




PER CENT OF IRON SATURATION

~ 149 -

Mygs

80t »
-
¢—".’.
4 —‘0.’.’.’ et [ ]
- e .. ® .A !
e -t do-® \ l
@ =" - 'I '-‘
‘ / A ‘ 3
. A/
. 50 " . , ! | -O.l
& / ),
’ /
‘ °
L : , /A I'
.' A e [. .
® .' ! -
Tt o J _k
°l._'--—.—I-.&IC-'-'—I-.-.—.—'-.- ‘ .
°
o
A
q 5 ) ° 7 8 pH
Figure 43

Analyse de la dénaturation de la lactotransferrine marguée au S9re

soit sur le site labile (OQ) soit sur le site stable ( o o)
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3 - CONCLUSTONS

En présence d'un agent chélateur des ions ferrigues (phos-

-+
phate ou E.D.T.A.), il est possible d'éliminer le Fe3” de la lactotrans-
ferrine & pH 4, ce qui permet d'ocbtenir une apolactotransferrine non

dénaturée gqui a conservé intacte sa capacité de fixation du métal.

-+
L'élimination séguentielle des deux ions Fed démontre gque
les deux sites manifestent une susceptibilité différente vis-&-vis
de l'action des protons. Nous avons ainsi défini un site "acido-
3+

stable" dont l'ion Fe ne peut étre éliminé qu'a pH 4 et un site

+
"acido-labile” dont 1'ion Fe3 ne peut étre éliminé qu'a pH 6,2.

B - FIXATION SEQUENTIELLE DU METAL SUR LA LACTOTRANSFERRINE

1 - MATERIEL ET METHODES

a - Saturation. La fixation spécifique du métal a été réa-
lisée dans un tampon citrate de sodium O,1 M, bicarbonate de sodium

0,04 M dans une gamme couvrant le pH de 5 & 9.

Une solution mére & 10 p 100 de transferrine dans NaCl 0,2 M
est réalisée. Des aligquotes de 0,3 ml de cette solution sont dissoutes

dans 3 ml de solution de saturation & différents pH;

La saturation en métal est réalisée par addition de 600 ul
de réactif FeCljy - citrate (40 pg Fe/100 ul). Aprés 16 h d'incubation,

le pH et la densité optique & 465 nm de chague solution sont mesurés.

Nous avons aussi dosé le fer fixé par la protéine aprés déssalage.

b - Localisation du s4ite. La protéine est saturée dans ce

cas en introduisant 2 p 100 de S%e (59FeCl3 /HC1 0,1 N, 51 mCI/mg,
CEA France). Aprés incubation, la solution est déssalée sur une co-
lonne de séphadex G25PDjg (1 x 5 cm) stabilisée dans chlorure de

sodium 0,2 M. A ce niveau, la désaturation est conduite comme nous

l'avons décrite dans le chapitre précédent (p 148).
2 - RESULTATS

a - Satuwration. Nous avons reproduit dans la figure 44

{(p 151) les résultats obtenus sur la sérotransferrine et la lacto-
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transferrine. La saturation de la sérotransferrine ne commence,
dans ces conditions expérimentales, gu'd partir de pH 6,2 et n'est

compléte qu'a partir de pB 7,8.

Le comportement de la lactotransferrine est complétement
différent, puisgu'ad pH 4,8 20 p 100 de saturation sont déjid atteints.
De plus nous distinguons deux étapes, dans une premiére phase qui se
termine & pH 6,2, le taux de saturation ne dépasse pas 50 p 100,
puis dans une deuxiéme étape & partir de pH 6,4, la saturation
atteint 100 p 100 presque sans transition. Le pourcentage de satu-
ration obtenu par méthode optique est confirmé,comme le montre le

tableau XX (p 153) ,par le dosage du fer.

Afin de vérifier gu'en dessous de pE 6,2, la lactotrans-
ferrine fixe le fer sur un seul site et non d'une maniére statisti-
gque sur les deux, nous avons analysé le comportement d'une lactotrans-
ferrine saturée & pH 6,2, dans les systémes de désaturation que nous

avons décrits page 144.

. . L . .
b - Localisation du Fed {ix8 pan La Lactotransgerrine a
Eﬁ acide. Nous avons comparé les courbes de dissociation en fonction

du pH, d'une lactotransferrine saturée en Fe3+ (margquée au S9%re) a
pH 6,2 et & pH B8,6. Les résultats représentés dans la figure 45

(p 154) montrent que la lactotransferrine saturée & 50 p 100 & pH 8,6
a une radioactivité répartie également sur le site "acido-stable"

et sur le site "acido-labile" . Dans le cas d'une saturation & pB 6,2,

80 p 100 du métal fixé sont localisés sur le site "acide labile".

lLa comparaison des courbes de dissociation des ions ferri-
gques des deux préparations de lactotransferrine montre que l'élimi-

o+
nation du Fe3 Qdu site labile est beaucoup plus facile & partir de

la protéine saturée 3 pH 8,6.

¢ - Applications. Nous avons étudié la désaturation en

milieu acide d'une lactotransferrine isolée du lait sans modification
de la teneur en fer de celui-ci.le taux de saturation d'une telle
lactotransferrine varie, selon les échantillons, de 15 & 30 p 100.

Ce taux trop faible pour suivre la densité optique & 465 nm nous a

amené & suivre la désaturation par lecture de la densité optique &

320 nm et & 280 nm.
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TABLEAU XX

+
CAPACITE DE FIXATION DES IONS FE3  PAR LES
PAR LES TRANSFERRINES, EN FONCTION DU pH

pH Lactotxnansferrine Sérotransferrine

% DO 465 nm % Fer fixeé % DO 465 nm- % Fer fixeé
8,6 100 110 100 100
6,2 50 49 12 10
5,8 41 37 o o)
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Les résultats de la désaturation, réalisée dans le sys-
téme acétate-formiate de sodium I = 0,2 contenant 0,2 M de phosphate
et 4 mM @'E.D.T.A., montrent que 80 p 100 du métal scont &€liminés

entre pH 8 et 6,2.

Ces résultats suggérent gue, "in vivo", la lactotransfer-
rine, comme la sérotransferrine, fixe le fer sur le site "acido-

labile".
3 -~ CONCLUSTIONS

L'apolactotransferrine peut fixer le fer & pH acide, jus-
gu'd pH 4,6, dans les conditions expérimentales ol le complexe séro-

+ (<
transferrine (Fe3 )2 est dissocié.

La fixation du métal n'est possible jusqu'd un pH voisin
de 6,35 gque sur le seul site "acido-labile". L'analysé de la lacto-
transferrine native, c'es-&-dire sans modification du taux de fixa-
tion de Fe3+ de la protéine, est en faveur de la seule saturation

du site "“acido-labile".

IV = CONCLUSIONS
=

Nous avons démontré gue, bien gu'il soit possible de diffé-
rencier pour la sérotransferrine humaine et pour la lactotransferrine
humaine un site métalligque "externe” et un site "interne", un site
"acido-labile" et un site "acido-stable", les sites métalligques de ces

deux protéines possédent un comportement nettement différent.

En particulier, le site "acido-labile" de la lactotransfer-
rine, qui est le seul occupé "in vivo", coordine l'ion ferrique par
l'intermédiaire d'un seul résidu d'histidine. Dans le cas de la séro-
transferrine, la coordination implique au moins deux résidus d'histi-

dine.

Cette différence dans le nombre de résidus d'histidine coor-
dinés peut expliquer la capacité de l'apolactotransferrine & fixer

un ion métallique & pH acide sur le site "acide-labile”.
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CHAPITRE IV

RECHERCHE SUR LA STRUCTURE PRIMAIRE
DE LA CHAINE PEPTIDIQUE DE LA LACTOTRANSFERRINE

Nous avons subdivisé ce chapitre en deux parties. lLa pre-
miére est relative & des travaux gqui nous sont personnels et qui
concernent la préparation de fragments peptidigues, obtenus par
coupures enzymatiques ou chimiques, ainsi que 1'étude de leur com-

portement vis~a-vis du fer.

La seconde porte sur la détermination de la séquence des
acides aminés des fragments peptidiques précédents, résultats qui
seront rassemblés dans le mémoire de thése de Doctorat d'Etat de
Madame METZ~BOUTIGUE. C'est pourquoi, ce travail ayant essentiellement
été réalisé dans le groupe du Professeur P. JOLLES, nous le présentons

sous la forme des mémoires gqui sont parus en co-publication.

lére Partie

I — INTRODUCTION

La lactotransferrine est une glycoprotéine monocaténaire
possédant plus de 630 acides aminés, il est donc difficile d'envi-
sager la détermination directe de sa structure covalente. Le faible
nombre de résidus de méthionine, 6 en l'occurence, nous a amené &
entreprendre la coupure sélective des liéisons méthionyles par le
bromure de cyanogéne et & isoler les fragments ainsi libérés. Cepen-

dant, il apparait vite gue ce seul procédé de coupure est insuffisant,
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ne serait-ce que pour tenter de réenchainer les différents fragments
BrCN. Nous avons donc essayé d’'obtenir des fragments peptidigques longs
au moyen de coupures enzymatiques ménagées, en jouant sur les diffé-
rences de résistance de l'apolactotransferrine et de la forme saturée

en métal.

La pureté des fragments peptidigues que nous avens obtenus

a été contrdlée avant leur analyse par Séguenceur par :

- chromatographie de tamisage moléculaire
- &lectrophorése en gel de polyacrylamide
- électrophorése en acétate de cellulose
- immunoélectrophorése

- électrophorése & haut voltage

analyse des extrémités N- et C-terminales

Les fragments ne répondent pas tous & l'ensemble de ces
critéres de pureté, le seul critére décisif restant la possibilité
de déterminer la séquence peptidique covalente du fragment et la
libération, au cours de l'analyse par Ségquenceur, d'un PTH - amino
acide unique & chacune des premiéres étapes de la dégradation 4'
Edman.

IT - COUPURES ENZYMATIQUES MENAGEES

A - INTRODUCTION

Il est bien connu depuis les travaux de SPIK et MONTREUIL
(644) et de SPIK (645) que la lactotransferrine saturée en fer est
particuliérement résistante & l'hydrolyse enzymatique. En 1976,
LINE et al. (646), & la suite des travaux de WILLIAMS (647,648) sur
l'ovotransferrine, ont isolé & partir de la lactotransferrine saturée
en fer un fragment peptidique fixant un seul ion ferrigue. Ce résul-
tat a été confirmé par DECONNINCK et al. (649) qui ont identifié ce

fragment 4 la moitié C-terminale de la lactotransferrine.

Jusqu'a présent, toutes les tentatives pour préparer la
moitié N-terminale de la lactotransferrine n'ont pas été couronnées
de succés. Seuls, DECONNINCK et al. {g50) ont obtenu,avec un rende-

ment de 1 p 100, un fragment ne possédant aucun déterminant antigé-
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nique commun avec le fragment C-terminal.

La possibilité d'obtenir indifféremment la fixation d'un
ion Fe3” sur le site "acido.stable” ou le site "acido-labile" (p 141)
nous a amené a étudier l'action de diverses enzymes en vue d'obtenir
des fragments peptidiques correspondant aux extrémités N- ou C-

terminales de la lactotransferrine.

B - ISOLEMENT DES FRAGMENTS N- ET C~-TERMINAUX

T - MATERIEL ET METHODES

a - Hydrolyse de fa Ractoirnansferrine saturée. Nous avons

repris le protocole mis au point par LINE et al. (651) : 180 mg de
lactotransferrine saturée, dissous dans 3,6 ml de tampon Glycocolle/
HCl 0,1 M PpH3 sont incubés & 37°C pendant 3 h avec 18 mg de pep~
sine* mise en suspension dans 0,4 ml du méme tampon. La réaction est

arrétée en ajustant le pH & 7,8.

b - Hydrolyse de fa Lactotnansberrine sixant un seul Lon
Fe3” sun Lo site "acido-fabile”

1 - Préparation du substrat. 180 mg d'apolactotransfer-
rine, dissous dans 4,5 ml de tampon citrate de sodium O,1 M, bicar—
bonate de sodium 0,04 M pH 6,0 sont saturés pendant 4 h & température
ambiante par 0,600 ml de la solution 4'AZARI et BAUGH (652).

2 - Hydrolyses enzymatigques

. Hydrolyse trypsique et chymotrypsique. La solution

de lactotransferrine est déssalée par chromatographie sur une colonne
de Séphadex Gzs (5 x 1 cm).stabilisée dans un tampon bicaxrbonate de
sodium O,1 M. De l'urée est alors ajoutée suivant la technique de
DECONNINCK et al. (653) pour cbtenir 7,5 ml de solution 4 M en urée.
Une quantité de 6 ml d'enzyme%éctivé par 300 ul de (CHg-COO_)ZCa O,1 M
est dissoute dans 7,5 ml de bicarbonate de sodium O,1 M puis est mise
4 incuber a 37°C. La solution de protéine dénaturée est alors ajoutée

goutte & goutte & la solution enzymatigue. La réaction est arrétée

au bout de 4 h par abaissement du pH & 6,2.

* Pepsin Krist. MERCK. 100 mU/mg

* Trypsine: SIGMA ; (2 x cristallized ; 11,0 BAEE/mg) a-chymotrypsine:
MILES LABORATORIES
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. Hydrolyse par la clostripaine®. Dans ce cas le

déssalage de la solution de lactotransferrine est réalisé sur 4 ml
de résine échangeuse d'ions Dowex 2x8 (200-400 "mesh")Cl stabilisée
dans le tampon citrate-bicarbonate pH 6,2. Comme précédemment de 1'
urée est additionnée pour obtenir 7,5 ml 4'une solution 4 M. La
clostripaine (1,8 mg) activée par 1C mM de dithiothréitol est dis-
soute dans le tampon pour obtenir un volume de 7,5 ml. L'hydrolyse
conduite comme précédemment est arrétée par addition de Na OH 2N.

jusqu'a obtention d'un pH de 8,6.

. Bydrolyse par la papaine. Pour cette enzyme &

spécificité trés large, la lactotransferrine aprés déssalage sur

4 ml de résine Dowex 12x8 (200-400 "mesh")Cl  stabilisée dans le
tampon citrate-bicarbonate de sodium pH 6,2 est directement soumise
a4 l'action de 18 mg de papaine * préalablement activée par 10 mg de
KCN pendant 1 h & 37°C. La réaction est arrétée aprés 3 h par. re-

montée du pH & pH 8,6.

¢ - Electrochromatographie. Chagque hydrolysat a été ana-
lysé par électrophorése & pH 2,4 sur papierWhatman 3 MM (CH3COOH 1 M)

7.5 V/cm pendant 16 h suivie d'une chromatographie dans le systéme
de PARTRIDGE (654).

d - Purnigication des gragments. Les hydrolysats sont frac-

tionnés par tamisage moléculaire sur colonne de Séphadex G7g (100-
200 "mesh") (3 x 80 cm) stabilisée dans une solution de bicarbonate
d'ammonium O,1 M. Le débit est de 24 ml / h, les fractions sont de
8 ml.

Z - RESULTATS

a - Electrochromatographie. Les électrochromatographies

des hydrolysats pepsigques montrent la libération d'une quarantaine

de peptides et la présence d'une fraction non hydrolysée qui ne
migre pas en chromatographie. Les autres hydrolysats donnent une
carte similaire avec cependant la libération d'un plus petit nombre

de peptides.

s Clostripaine:Don du Prof.KEILque nous remercions vivement.

* Papain 2 x crystallized. 35 V / mg:SIGMA
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b - Fractionnement. Nous avons reproduit dans la figure

47 (p lél) le diagramme d'élution de la lactotransferrine et de
ses différents hydrolysats. Nous avons différencié 6 fractions
dénommées (A-F). Les quatres fractions A-D présentent une absor-
bance & 465 nm, caractéristique de la fixation spécifique des ions
ferrigues. Les cing fractions A-E ont une réaction positive au
phénol sulfurique, ce qui montre qu'elles sont de nature glycopep-

tidique.

La fraction A est toujours présente dans l'hydrolysat
pepsique, elle est éluée au volume mort de la colonne. Sa concentra-
tion augmente lorsque le pH d'hydrolyse est de pH = 3,6. Il s'agit

vraissemblablement d'un dimére de la lactotransferrine.

La fraction B a été identifiée a la lactotransferrine non
hydrolysée. Ces deux fractions sont obtenues avec un rendement pon-

déral de 5 p 100.

La fraction C est absente de 1l'hydrolysat pepsigque mais
nous l'avons obtenue avec un rendement de 30 p 100 & partir des hy-

drolysats papaique et clostripaique.

La fraction D est presque négligeable dans les hyvdrolysats
papalique et clostripaique. Elle représente 10 p 100 des hydrolysats
trypsique et chymotrypsique et 3C p 100 de 1l'hydrolysat pepsique.

La fraction E de nature glycopeptidique et la fraction F
contiennent, comme le montrent les €lectrochromatographies, des pep-

tides de faible masse moléculaire.

¢ - Analyse electrophonitigue et {immunoilectrhophoritique
des difgérentes gractions. Nous avons analysé comme le montre la

figure 48 A (p 162), le comportement en électrophorése sur acétate
de cellulose des différents fragments fixant le métal. Nous avons
ainsi défini deux classes de composés : la classe & caractére acide
représentée par les fragments isolés des fractions C et que nous

avons appelée C-pe (pepsine), C~-tr (trypsine), C-ch (chymotrypsine),

C-cl (clestripaine), et une classe de fragments gui ne migrent pas & DH 8,6

et qui ont un caractére basique. Ces fragments proviennent des frac-
tions B précédemment définies et nous les avons appelés N-pe, N-tr,

N-ch, N-cl et N-pa.
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A280

ml

Figure 47

Chromatographie de tamisage moléculaire sur colonne de Séphadex G-g5 (3 x 80 cm)
a L'hydrolysat pepsique
b L'hydreclysat papaigue
c L'hydrolysat clostripaique

Elution par le bicarbonate d'ammonium 0,1 M ; débit de 24 ml/h, fractions de 8 ml
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Figure 48

Electrophorése sur acétate de cellulose (A) et Immunoélectrophorése (B)
contre un antisérum anti~lactotransferrine des différents fragments fixant le fer

isolés par coupures enzymatiques ménagées de la lactotransferrine
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Cette classification est confirmée,.comme le montre la figure
48 B (p 162), par l'analyse en immunoélectrophorése sur gel d'agarose

contre un antisérum anti-lactotransferrine.

d - Réaction d'immunodifqusion radiale. En présence d'un

antisérum anti-lactotransferrine tous les fragments présentent une
réaction d'identité partielle avec la lactotransferrine humaine.

Les fragments isolés de la fraction B ont une réaction d'identité
totale entre eux. Les fragments C-ch et C-tr donnent,comme le montre
la figure 49 (p 164) une réaction d'identité partielle ce gqui suggére
que le fragment C-ch a perdu un déterminant antigénique de plus que
le fragment C-txr. Enfin les fragments de type C donnent une réaction

d'identité partielle avec ceux de type N.
3 - CONCLUSIONS

Les coupures ehzymatiques de la lactotransferrine fixant
un ion Fe3”, soit sur le site "acido-labile", soit sur le site
"acido-stable", permettent d'obtenir de gros fragments peptidiques
encore capables de fixer le métal. La présence dans les hydroly-
sats d'un grand nombre de petits peptides démontre que la iibéra~
tion des fragments fixant encore le fer est consécutive a 1'hydro-
lyse de la partie peptidiquenon protégée par le métal. Cépendant,
l'hydrolyse n'est possible que lorsque la chaine peptidique subit une
légére dénaturation, soit par addition d'urée, soit par abaissement
du pH. Les fragments qui fixent le métal sur le site "acido-labile" :
N-pa, N-¢cl ainsi gue N-tr et N-ch ont un caractére basique et doi-
vent posséder une masse moléculaire plus élevée que le fragment
C~pe qui fixe le métal sur le site "acido~stable". L'hydrolyse par
la trypsine et par la chymotrypsine libére simultanément un fragment

de type N et un autre de type C.

~

Nous n'avons pas, contrairement & DECONNINCK et al. (65%5),
jugé bon de purifier de fragment Qui ne posséde pas de déterminants
antigéniques communs avec le fragment C-pe. En effet, les fragments
obtenus par ces auteurs ne représentent que 1 p 100 de la lacto-
transferrine traitée au départ et sont constitués d'unités pepti-

diques reliées entre elles par des ponts disulfures.
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Figure 49

Immunodiffusion en présence d'un antisérum anti-lactotransferrine de

a : La lactotransferrine et le fragment N-pa

b : Les fragments C-pe et C-tr

¢ : Les fragments C-tr et C-ch
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C - PRINCIPALES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES FRAGMENTS OBTENUS

1 - MATERIEL ET METHODES

Les modes opératoires utilisés pour étudier la masse
moléculaire, la nature des extrémités N- et C-terminales, la compo~
sition en acides aminés, la fixation du métal sont décrits dans

l'appendice technigue.
2 - RESULTATS

a - Masse moléculaine. Nous avons mesuré la masse molécu-

laire de chaque fragment par électrophorése en gel de polyacryla-
mide en présence de SDS, par chromatographie de tamisage moléculaire
et en ultracentrifugation analytique & l'égquilibre de sédimentation.
Les résultats sont rassemblés dans le tableau XXI (p 166). Les
fragments de type N et le fragment C-pe possédent une masse com-
prise entre 50 000 et 60 0OC0. Les fragments C~tr et C-ch ont une

masse moléculaire plus faible voisine de 30 000.

b - Nature des extrnémites N- et C-terminales. Nous avons
rassemblé dans le tableau XXI (p 166) la nature des extrémités N-
et C-terminales de ces fragments. Seuls les fragments C-pe et N-pa
ne révélent qu'un seul acide aminé N-terminal. La ségquence C-terminale
du fragment C-pe est identique & celle de la lactotransferrine hu-
maine. Les fragments N-cl, N-tr, C-tr, C-ch possédent de nombreux
acides aminés en positions N- et C-terminales, en particulier, la
carboxypeptidase B libére du fragment C-tr un nombre de résidus de
lysine et d'arginine nettement supérieur au nombre de mole de frag-

ment analyse.

¢ - Composition en acides aminds. La composition en acides
aminés des différents fragments est donnée dans le tableau XXII

(p 167). Les fragments C sont proportionnellement plus riches en
résidus d'acides aspartique et glutamique que la lactotransferrine.
Le fragment C-ch qui posséde la méme masse que le fragment C-tr et
une composition en acides aminés trés voisine en différe cependant
par la perte de 5 résidus de lysine et 5 d'arginine, ce qui lui

confére son comportement électrophorétique trés acide. La libération




- 166 =~

TABLEAU XXI

PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES FRAGMENTS PEPTIDIQUES

OBTENUS PAR COUPURES ENZYMATIQUES MENAGEES

N-pa N-Cl

N-tr C-pe C-tr

C-¢ch

Masse moléculaire

Tamisage moléculaire

Ultracentrifugation &
l'équilibre de sédimen-
tation

(Vsp 0,714)

Electrophorése en gel
de polyacrylamide en
présence de SDS (sans
rupture des ponts
disulfures)

. 60 000 . 60 OO0 . 60 OO0 . 50 OCO : 30 000 ' 30 000

53 000 50 00O

60 000 60 000

- 53 000 28 00O

60 000 50 OCO 32 000

Acide aminé N-terminal

trace Leu -

Ala, trace
de Leu

Acide aminé C-terminal

Lys,Arg Lys,Arg -
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TABLEAU XXI11

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES FRAGMENTS C-pe, C-txr, C-ch, N-pa et N-tr

LTF C-pe C-txr C-ch N-pa N-tr
Asp 71 62 41 37 63 59
Thr 31 22 14 13 23 18
Ser 52 40 24 28 38 39
Glu 60 46 30 33 48 49
Pro 28 21 18 13 23 30
Gly 52 36 26 24 38 43
Ala 60 42 28 23 45 48
Cys 26 18 10 6 10 10
val 37 13 11 12 22 16
Met 6 4 2 1
Ile 13 4 2 4 4 6
Leu 53 43 28 25 45 40
Tyr 21 15 10 9 18 15
Phé 31 15 10 19 21
His 10 7 5 2 8 7
Lys 40 31 20 15 32 30
Arg 41 21 15 10 25 28
GlcNAc 8 4 4 4 8 8
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de ces 10 résidus basiques par la chymotrypsine suggére la présence
d'unités répétives poly-arginine, poly-~lysine. Les fragments de type

C possédent un glycanne, les fragments de type N deux glycannes.

d - Analyse du complexe métallique.

1 - Stabilité du complexe métalligque. Nous avons ana-

lysé la stabilité du complexe métallique dans les systémes tampons

décrits Chapitre III (p 142).

- Les fragments N-pa, N-tr perdent leur métal
avant pH 6,2.

< Le fragment C-pe devient insoluble aux pH inférieurs
4 pH 6. L'élimination totale du métal n'est possible qu'd pH 3,6
alors que le fragment se solubilise.

- Les fragments C-tr et C-ch solubles, perdent leur

métal & pH acide (pE 3,6).

2 - Capacité de fixation du métal

- Fragment N-papalique. Comme nous le montrons dans la
3+

figure 50 (p 169), 1l'apofragment papaique fixe un seul ion Fe en

donnant un spectre d'absorption dans le visible centré & 465 nm

1 cm 1 em
avec E 465 nm = 0,26 pour E 280 nm = 12,0.
1 p 100 1 p 100

- Fragment C-pepsique. L'apofragment C pepsigque étant

inscluble, nous n'avons pu mesurer sa capacité & refixer le fer.
Les dosages de fer sur le fragment natif montrent qu'il fixe un

seul atome de fer pour une masse moléculaire de 50 0CO. Son absor-
bance & 465 nm est de E i cmloo = 0,28 pour une absorbance & 280 nm
dGeE 10 =14,4 F

1 p 100 e

- Fragments C-trypsique et C-chymotrypsique. Les

apo-fragments ne refixent que 0,2 atome de fer.

D - CONCLUSIONS

Nous avons, aprés hydrolyse enzymatigue ménagée, isolé
s o . . +
8 fragments peptidiques fixant chacun un seul ion Fe3". Quatre de
ces fragments, de comportement électrophorétique acide, fixent le

métal sur le site "acido-stable", les quatre autres, de mobilité
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Détermination de la capacité de fixation du fer du fragment N-papaine
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électrophorétique basique, fixent le métal sur le site "acido-

labile".

Nos résultats concernant le fragment C-pepsique confirment
ceux de LINE et al. (656) et de DECONNINCK et al. (657) & l'exception
de la masse moléculaire gue nous avons estimée & 50 OO0 par trois

techniques différentes, au lieu de 35 000.

Les fragments C-tr et C-ch, qui sont composés de sous-
unités peptidiques reliées par les ponts disulfures, perdent leur
capacité de fixer réversiblement le fer. Le plus petit fragment
gue nous ayons obtenu posséde une masse moléculaire de 28 000, ce
qui montre gue les acides aminés impligués dans le site métallique
"acido-stable" sont répartis sur 35 p 100 de la chaine peptidique

au plus.

Seuls les fragments C-pepsine et N-papaine possédent encore
une intégrité peptidique. Ces deux fragments qui représentent chacun
prés de 60 p 100 de la chaine peptidique totale se recouvrent donc
en une région gue nous avons appelée "zone charniére" dont la lon-

gueur est au moins 20 p 100 de celle de la chaine peptidique.

Le comportement électrophorétique de plus en plus acide
des fragments de type C alors que leur masse moléculaire diminue
suggére que cette "zone charniére" est basique. La zone charniére
doit posséder au moins un des déterminants antigéniques de la lacto-
transferrine puisque tous les fragments que nous avons obtenus ont

au moins un déterminant antigénique commun.

111 - ISOLEMENT, PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET REENCHAINEMENT
DES FRAGMENTS BrCN DE L'APOLACTOTRANSFERRINE

A - INTRODUCTION

Nous avons défini, dans notre mémoire de thése de 3é& cycle,
les conditions optimales de coupure des liaisons méthionyles de l'apo-
lactotransferrine par le bromure de cyanogéne. La méthodologie uti-
lisée est décrite dans l'appendice technique (p §). Nous rappel-
lerons donc succinctement les résultats gue nous avons Obtenus

(MAZURIER, SPIK et MONTREUIL) (658).
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L'apolactotransferrine traitée par le BrCN libére deux
ensembles peptidiques de méme masse moléculaire voisine de 40 000.
Ces deux ensembles sont séparés de 1l'apolactotransferrine par tami-
sage moléculaire sur Biogel Pjgp, ils sont €lués simultanément dans
une fraction gue nous avons appelée fraction C. La fraction C libére
aprés oxydation performique six fragments qui sont purifiés par
chromatographie d'échange d'ions en présence d'urée 4 M et par chro-
matographie de tamisage moléculaire aprés maleylation. Un septiéme
fragment est isolé d'une fraction D éluée au volume total de la
colonne. Il n'existe pas de séquence -Met-Met. Les fragments
ainsi purifiés sont difficiles & travailler au Séqggnceur. Nous
avons donc dii modifier en partie cette technique en coupant les
ponts disulfures par réduction par le 2-mercapto-éthanol et alkyla-
tion par l'iodoacétamide de la fraction C afin de permettre l'iden-
tification directe de la S-carboxamido-méthyl cystéine, du trypto-
phane de la tyrosine aprés dégradation automatique selon la méthode

d'EDMAN,des différents fragments.

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous décrivons
une nouvelle méthode qui nous a permis de purifier les six fragments
BrCN de la fraction C de l'apolactotransferrine. Cette méthode a

conduit & l'obtention de fragments dont la structure peptidigue est

en cours de détermination par le groupe du Professeur JOLLES.

Dans une deuxiéme partie, nous avons étudié les fragments
BrCN des fragments C-pepsine et N-papaine qui nous ont permis de ré-

enchainer les fragments BrCN de l'apolactotransferrine.

B - FRACTIONNEMENT DES FRAGMENTS.BrCN DE LA FRACTION C DE L'APO-
LACTOTRANSFERRINE TRAITEE AU BrCN.

1 - MODE OPERATOIRE

a - Coupute des ponts disulfures.Nous avons coupé les ponts

disulfures par réduction au 2-mercapto-éthanol selon la méthode de
CRESTFIELD et al. (659), l'alkylation a été effectuge par l'iodoacé-

tamide. La méthodologie est décrite dans l'appendice technique (p 4).

b - Chnomazégnaphée de "Gel 4iLtration”. Nous avons éliminé

les produits de la réaction par chromatographie sur une colonne. de
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Séphadex G-35 (100~-200 "mesh", 5 x 80 cm), stabilisée dans l'acide
acétique 10 p 100. La colonne a été chargée par 500 mg de fraction

C réduite et alkylée additionnée de 1 ml de 2-mercapto-éthanocl.

¢ - Purnigication des gragments de masse moléculaine élevie.

Nous avons utilisé une colonne de Biogel P-gg (100-200 "mesh", 2 x
120 cm), stabilisée dans l'acide acétique 10 p 100. La charge est
de 80 mg dissoute dans 4 ml d'acide acétigue 30 p 100, contenant
1 p 1000 (v/v) de 2-mercapto-éthanol.

d - Pudigication des pragments de faible masse moléculaine.

Les petits peptides ont été purifiés par électrbphorése & pH 2,4

(acide acétique 1 M) sur papier Whatman 3 MM & raison de 7,5 V/cm

pendant 16 h.
2 - RESULTATS

a - Elimination des sels. La chromatographie sur Séphadex

Gos permet de séparer des sels deux fractions que nous avons appelées

CI et CII.

7

b - Purnification des gragments de masse moliculaire elevée.

La fraction C (CI + CII) réduite et alkylée, chromatographiée sur
colonne de Biogel P-gp donne & 254 nm un profil d'élution schématisé
dans la figure 51 (p 173). Le 2-mercapto-éthanol sert de marqueur
interne et permet de calculer le RF de chagque fraction. Les 10 frac-

tions sont découpées comme nous l'indiquons dans la figure 51 (p 173).

Un repérage par la méthode au phénocl-sulfurique de DUBCIS
et al. (660) permet de localiser les glycopeptides dans les fractions

1 a 4.

- La fraction 1 obtenue avec un rendement en poids de 5

p 100 est composée d'agrégats.

- La fraction 2 conduit aprés recyclage & l'obtention

du fragment FI avec un rendement pondéral de 19 p 100.

- La fraction 3 recyclée donne 3 fragments : FI, F'I et

FII. Elle représente 7 p 100 du matériel injecté.

- Les fractions 4, 5, 6 obtenues avec respectivement un

rendement de 12, 7 et 5 p 100 permettent aprés recyclage l'obtention
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des fragments FII, FII et FIV.

- La fraction 7 obtenue avec un rendement de 2 » 100 est
constituée, comme nous le verrons plus loin (pl78), de deux fragments

FV qui ne différent gque par les deux premiers acides aminés N~-terminaux.

- La fraction 8 ne contient aucune peptide.

- Les fractions 9 et 10 conduisent & l'obtention des frag-

ments F'V et FVI.

¢ - Punigication des peptides de haible masse moliculaire.

L'éléctrophorése préparative & pE 8,4, de la fraction CII,
ou des fractions 9 et 10, permet la séparation de deux peptides de
mobilité électrophorétique m = 0,75 et m = 0,55 (m = O pour gly, m = + 1

pour Arg) que nous avons appelés respectivement F Vet FVI.

3 - CONCLUSIONS

L'addition de 2-mercapto-éthanol rend la dissolution plus
facile et surtout permet de minimiser les phénoménes d'aggrégation.
Nous avons constaté qgue, en l'absence de cet agent réducteur, cer-
tains peptides, en particulier le fragment FIII, se polymérisaient
et étaient élués tout au long de la colonne. Nous avons purifié six
fragments FI, FII, FII, FIV, F V/et FVI. Les fragments F'I et FV,
comme nous le développerons plus loin, sont dus & des ruptures
secondaires du fragment FI. Nous avons exclu l'existence de frag-
ments peptidiques de faible masse moléculaire gqui pourraient étre
elués simultanément avec les sels lors de la chromatographie sur
colonne de Séphadex Gjg, en réalisant un fractionnement sur 1'apo-
lactotransferrine réduite et alkylée puis soumise & l'action du

BrCN.

C - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES FRAGMENTS OBTENUS APRES ACTION
DU BrCN ET RUPTURE DES PONTS DISULFURES DE LA LACTOTRANSFERRINE

La masse moléculaire, la nature des acides aminés N- et C--
terminaux, la composition en acides aminés, en monosaccharides, de

chacun des fragments BrCN ont été déterminées aprés vérification
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de leur homogénéité en électrophorése en gel de polyacrylamide en

présence de SDS et en chromatographie de tamisage moléculaire.

1 - ETUDE DE LA MASSE MOLECULAIRE

Les fragments peptidiques possédent des masses moléculaires

comprises entre 1 500 et 30 000.

a - Mode opératoire. Nous avons mesuré la masse molécu-

laire par ultracentrifugation & l'éguilibre de sédimentation en
milieu dénaturant (Gu, BCl 6 M), par électrophorése en gel de poly-
acrylamide en présence de SDS et par tamisage moléculaire. L'ensem-
ble de ces techniques sont décrites dans l'appendice technique

(p 20).

b - RéAuﬂI&t#. Les résultats obtenus par les différentes
techniques ont été rassemblés dans le tableau XXIII (pl176 ). La
- masse moléculaire des fragments FI mesurée par équilibre de sédi-
mentation est certainement donnée par défaut. La masse moléculaire
des différents fragments ne sera connue avec précision gue lorsque

leur séquence peptidique covalente aura été déterminée.

2 - EXTREMITES N- ET C-TERMINALES

a - Mode opératoire. Nous avons déterminé 1'acide aminé

"N-terminal par dansylation, guand le peptide l'a permis, nous avons
étudié la séquence N-terminale par la technique manuelle de dégra-

dation d'EDMAN.

L'extrémité C-terminale a été analysée soit par la tech-

nique d'hydrazinolyse soit par action de la carboxypeptidase B.
b - Résuliats.

1 « Extrémités N-terminales. Nous avons résumé la

nature des extrémités N-terminales des différents fragments dans le
tableau XXIV (p 177). Seul le fragment FI n'a donné aucun résultat
aussi bien en dansylation qu'en dégradation recurrente d'EDMAN.

Cette absence de résultat peut s'expliquer par l'impossibilité &

Al




TABLEAU XXI11

MASSE MOLECULAIRE DES FRAGMENTS OBTENUS APRES ACTION

DU BrCN SUR LA LACTOTRANSFERRINE ET REDUCTION ET ALKYLATION

FI F'I F II F 111 F IV F vV FVI F v/ F VII B 6

Vsp 0,714 0,711 0,724 0,724
Ultracentrifugation a

24,000 18 000 |10 00O {10 00O - - - - -
1'équilibre de sédimentation - - - - -
Electrophorése en gel de

30 00O (20 OO0 {18 00O (13 00O }10 OOO 8 500 - - - -
polyacrylamide
Tamisage moléculaire 28 000 |20 00O |18 OO0 }15 OOO |10 OOO 8 500 3 500 3 500 2 000 6 500

- 9.1



TABLEAU XXIV

EXTREMITES N~ ET C- TERMINALES DES FRAGMENTS OBTENUS APRES ACTION

DU BrCN SUR LA LACTOTRANSFERRINE ET REDUCTION ET ALKYLATION

Extrémité N-terminale Extrémité C-~terminale
Dansylation Dégradation d'Edman Hydrazinolyse Carboxypeptidase B
F1I Rien Rien Hse Rien
F'I ’ Rien X-Lys-Val - Rien
F II Gly Gly-Leu-Leu Hse " (Arg,Leu,Ala) -Hse
F 111 Asp Asp - (Leu,Arqg, Lys)
F IV i Ser Ser-Leu-Asp-Gly-Gly Hse Rien
FV Pro Pro-Asp-Pro
F V' Gly Gly Hse , {Arg) Hse
F VI Ala Ala-Pro-Asn-X-Ala-Val Hse (Gly, Ser) -Hse
F VII Ala Hse (Gly-Ser)Hse
LTF Traces Gly
LTF+Br CN Gly,Asp,Ser,Gly
Ala,Pro,Leu,Phe

- LlLT
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dissoudre le fragment dans le tampon de couplage que nous utilisons
pour la dégradation 4'EDMAN. La séquence N-terminale a été cependant
déterminée par le groupe du Professeur JOLLES : Arg-Lys-Val. Le frag-
ment F'I lui a donné une séguence N~terminale identique au fragment

FI.

Seuls les fragments FII et F'V ont le méme acide aminé N-
terminal que la lactotransferrine. Les études de séguence ont montré
que le fragment F V' correspond & l'extrémité N-terminale de la lacto-

transferrine.

Le fragment FV qui posséde la proline en position N-termi-
nale est en fait un mélange de deux peptides dérivant l'un de 1l'autre
par une coupure entre le résidu aspartique n° 2 et le résidu de

proline n°® 3.

2 - Extrémités C~terminales. L'étude des acides aminés

libérés aprés action de la carboxypeptidase B est résumée dans le
tableau XXIV (p 177). Les fragments FI, F'I et FIV ne sont pas
hydrolysés. Le fragment FIII donne les mémes acides aminés que la
lactotransferrine. Dans la mesure ol nous avons analysé tous les
fragments BrCN de la lactotransferrine, nous pouvons identifier le

fragment FIII & l'extrémité C-terminale de la lactotransferrine.

3 - COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET EN MONOSACCHARIDES

Nous avons rassemblé la composition en acides aminés et

en monosaccharides de chaque .fragment dans le tableau XXV (p 179).

Les fragments FI et FII sont de nature glycopeptidigue.
La somme de chaque acide aminé est en bon accord avec la composition

de la lactotransferrine.

4 - PROBLEMES POSES PAR LES FRAGMENTS FI, F'I et FV

La séquence peptidigue N-terminale du fragment F'I est
identique & celle du fragment FI, nous avons donc émis l'hypothése
que ce glycopeptide de masse moléculaire 20 000 correspond & 1l'ex-
trémité N-terminale du fragment FI. D'autre part, le fragment FV
gui est un mélange de deux fragments dont la séquence N-terminale

‘est Pro-Asp~Pro-Asn... et Pro-Asn..., peut lui aussi provenir d'une
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TABLEAU XXV

BrCN DE L'APOLACTOTRANSFERRINE

LTF ;ﬁg; FI PII  FIII FIV Fv FVI  FVII
Cys CM - 26 7 7 7 3 2 0 o]
Asp 71 72 24 21 13 11 1 1 2
Thr 31 33 11 7 8 5 1 1 1
Ser 52 46 19 8 7 7 3 2 2
Glu 60 68 27 14 15 6 5 2 1
Pro 28 34 17 6 4 6 1 1 o}
Gly 52 52 23 11 9 7 1 1 1
aAla 60 5% 26 13 8 7 3 1 2
val 37 40 16 7 5 8 3 1 1
Met 6
Hse 6 1 1 o} 1 1 1 1
Ile 13 14 8 2 2 2 0 o o
Leu 53 65 20 16 16 7 0 1 1
Tyr 21 20 7 4 o} 0 o}
Phe 31 31 13 2 1 o 0
Lys 40 47 16 10 14 5 1 1 1
His 10 9 3 2 2 1 o] 1
Arg 41 42 17 7 6 5 6 1 1
GlcNac 8 8 4 4
Gal 4 4 3 3
Man 6 6 2 2
Fuc 3 2 1 1
NeuAc 2 1

/84S
‘Lud

(
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rupture secondaire en milieu acide du fragment FI. Nous avons €li-
miné la possibilité d'une rupture secondaire des fragments FII, FIII
et FIV car le fragment FV n'est pas retrouvé lors du fractionnement

du fragment C-pepsique aprés action du BrCN (p 180).

Nous avons incubé le fragment FI pendant 48 h dans une
solution d'acide formigue 70 p 100 puis aprés évaporation & l'éva-
porateur rotatif, nous avons analysé les extrémités N-terminales
du fragment et nous l'avons analysé en électrophorése en gel de
polyacrylamide en présence de SDS. Nous avons observé aprés action
de l'acide formique l'apparition du dansyl proline et la libération,
comme le montre la figure 52 (p 181),d'une faible proportion du

fragment F'I.

Les fragments F'I et FV sont donc des ruptures secondaires

du fragment FI.
5 - CONCLUSTONS

La fraction C libére, aprés coupure des ponts disulfures,
6 fragments dont les masses moléculaires s'échelonnent entre 1 OO0
et 30 000. Les fragments FI et FII sont de nature glycopeptidique.
Le fragment FIII posséde la méme séguence C-terminale gue l'apolac-
transferrine. De méme, le fragment F'V s'identifie & l'extrémité
N-terminale de la glycoprotéine. Ces fragments ont &été obtenus avec
une pureté permettant de déterminer leur structure peptidique cova-

lente.

D - REENCHAINEMENT DES FRAGMENTS BrCN DE L'APOLACTOTRANSFERRINE

1 - FRACTTONNEMENT DES FRAGMENTS BACN DE L'APOFRAGMENT C-PEPSINE

a - Mode opératoire. L'apofragment C-pepsine (100 mg) a été

soumis & l'action du BrCN dans les conditions classigques décrites
dans l'appendice technique. Aprés arrét de la réaction le produit

a été concentré a l'évaporateur rotatif puis déssalé sur une colon-
ne de Séphadex G-55 (100 x 200 "mesh", 2 x 30 cm) stabilisée en
acide acétique 10 p 100. Le produit lyophylisé a été réduit et alky-
1lé puis déssalé sur la méme colonne avant d'étre chromatographié

sur colonne de Biogel P-gq-
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Figure 52

Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS des fragments FI F'I
et du fragment FI aprés_traitement pendant 48 h par l'acide formique 70 p 100




- 182 -

b - Reésuliats
1 ~ Déssalage. Le diagramme d'élution du fragment
C-pepsique réduit et alkylé sur la colonne de Séphadex G-,5 permet

de définir deux fractions C-pe-1 et C-pe-2.

2 - Fractionnement de la fraction C-pepsique 1. Le

diagramme d'élution de la fraction C-pe-1 sur colonne de Biogel
Pgo est donné dans la figure 53 (p 183) de maniére comparative
avec celui de la fraction C réduite et alkylée de l'apolactotrans-

ferrine. Nous avons obtenu 6 fractions numérotées de Bl & B6

Les fractions Bl et B2 représentent moins de 5 p 100 du

total injecté, elles sont de nature glycopeptidique.

Les fractions 3, 4 et 5 conduisent aprés recyclage & l'iso~

lement des fragments FII, FIII, FIV.

La fraction 6 permet l'obtention d'un nouveau peptide que

nous avons appelé B6.

3 - Fractionnement de la fraction C-pepsique 2. L'élec-

trophorése a4 pH 2,4 révéle l'unique présence du fragment FVI.

4 - Conclusions. Le fragment C-pepsique, Obtenu par
coupure pepsique ménagée de la lactotransferrine saturée en fer,
contient donc 4 peptides BrCN que nous avons identifiés aux frag-
ments FII, FIII,FPIV, FVI et un cinguiéme fragment B6. Ce fragment
B6 ne correspondant & aucun des peptides libérés par action directe
du BrCN sur la lactotransferrine réduite et alkylée se situe donc
obligatoirement & 1l'extrémité N- ou C~terminale du fragment C-pe
Comme la partie C~terminale a été identifiée au fragment FIII, le
fragment B6 est donc localisé en position N-terminale du fragment

C-pe.

Z - ETUDE DU FRAGMENT Bé

a - Propnldtés physico-chimigques du gragment B6.

1 - Matériel et méthodes. Les techniques utilisées

sont décrites dans 1l'appendice technique.
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2~ Résultats. La masse moléculaire du fragment B6
mesurée par tamisage moléculaire est de 6 500. L'acide aminé N-t
a été identifié par dansylation & l'alanine (souillé de Leucine).
La carboxypeptidase B libére pour 20 nM de peptide : de 1'homosérine
17 nM, de 1' alanine : 29 nM, de l'arginine : 77 nm, ce gui permet
de proposer le schéma de ségquence suivant : Ala..... (Alala2), Arg(2_3)-
Hse. La composition en acides aminés est la suivante : SCM(2) Asp(5),
Thr (4), Sex(5), Glu(l), Pro(l), Gly(5), Ala(7), val{(4), Ile(l), Leu(3),
Tyr(l), Phe(l) Lys(3) Arg(4) Hse(l).

b - Carnte peptidigue du gragment Bé

1 - Matériel et méthodes. Le fragment Bé (0,5 mg) a

été soumis & l'action de 0,020 mg de trypsine activée par CaCl, 0,01 M
pendant 16 h dans un tampon Tris, HCl 0,1 M pH 8,2. L'hydrolysat a
€été soumis & une électrophorése sur papier Whatman 3 MM, & pH 2,4

(CH3COOH 0,1 M) & 10 V/cm pendant 16 h puis & une chromatographie
dans le systéme solvant de PARTRIDGE (661).

2 ~ Résultats. La carte peptidigque représentée dans
la figure 54 (p 185) montre la libération de 15 peptides. Les pep-
tides sont tous retrouvés sur la carte peptidique du fragment FI,
de plus les peptides 1, 4, 5, 6, 7, 8, 13, 14, 15 sont retrouvés

dans la carte peptidique du fragment FV.
c - Discussion

Le fragment B6 a donc été identifié & l'extrémité N-termi-
nale du fragment C-pepsique. L'analyse des cartes peptidigues permet
de plus de localiser le fragment FI dans le région C-terminale du
fragment FI. Ce peptide posséde certaines unités trypsiques communes

avec le fragment FV.

3 - FRACTTONNEMENT DES FRAGMENTS BACN DE L'APOFRAGMENT N-PAPAINE

a - Mode opératoire.

L'apofragment N-papalne (100 mg) a été soumis & l'action

du BrCN dans les conditions classiques. Aprés évaporation, le produit
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Figure 54

Carte peptidique de 1'hydrolysat trypsique du fragment B6 -

1 : Electropharése i pH 2,4 (CH3COOH 1 M)

2 : Chromatographie dans le solvant, butanol, acide acétique, eau (4:1:5)
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a été chromatographié sur colonue de Biogel Pgq. Enfin chaque frac-
tion a été réduite et alkylée, désallée sur colonne de Séphadex G-35
puis chromatographiée sur colonne de Biogel P-gg comme nous l'avons

décrit précédemment.
b -~ Resultats.

1 - Chromatographie sur colonne de Biogel P¢, du frag-

ment N papaique aprés action du BrCN. Le diagramme d'é&lution, suivi

4 280 nm a permis comme le montre la figure 55 (p 187) de séparer
deux fractions N-papaine en 1 et 2. Ces deux fractions sont de

nature glycopeptidigue.

2 - Chromatographie sur colonne de Biogel Pgg des

fractions N-papaine 1 et 2 aprés réduction et alkylation. Comme nous

le montrons dans la figure 55 (p 187), la fraction N-pa-1 aprés
réduction et alkylation a conduit & l'isclement d'un fragment de
nature glycopeptidique gui a le comportement chromatographigue du
fragment FI. La fraction N-pa - 2 réduite et alkylée libére des

fragments (figure 55 p 187) P, et P,. Le fragment P, de nature gly-

copeptidigue posséde la méme ;équenie N-terminale qie le fragment
FII, mais il est élué avec un Rf =0,50 alors que le fragment FII
posséde un Rf =0,46, nous l'avons donc identifié & l'extrémité N-
terminale du fragment FII. Le fragment P2 est élué avec le méme RE

et posséde la méme extrémité N-terminale que le fragment F-IV.
¢ - Conclusions

La libération par le bromure de cyanogéne des fragments
FI et FIV et d'un sous fragment de FII permet de localiser le frag-
ment FII & l'extrémité C -terminale du fragment N-papaine. Nous

n'avons malheureusement isolé aucun peptide correspondant & l'extré-

mité N-terminale du fragment N-papalne.

De plus, nous pouvons déduire que les fragments FII et FIV
sont reliés entre eux par au moins un pont disulfure puisque l'action
du BrCN libére le fragment FI et un ensemble peptidigue correspondant

aux fragments FII et FIV.
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i

P1 P2
P--------j-----i’}’ﬁ\l~h----iJ/’N\N\---l”.\\\\--l
v ‘  ml
Figure 55

Fractionnement du fragment N-papalne aprés action du BrCN sur colonne de Biogel Pgg (2 x 120 cm)

Fractionnement du N-papaine aprés action du BrCN

a
ot b . Fractionnement de N-pa-j aprés réduction et alkylation
{g{éf c Fractionnement de N-pa-, aprés réduction et alkylation
Nt

Elution par CH3COOH 10 p 100, débit 12 ml/h, fractions de 4 ml
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4 - CONCLUSTIONS

L'isolement et l'étude des fragments BrcN des apofragments
C-pepsique et N-papalne permettent d'envisager le réenchainement des
fragments BrCN de l'apolactotransferrine, proposé dans la figure 56
(p 189). Le fragment FVI a été placé entre les fragments FII et FIII
par homologie de séquence avec la sérotransferrine. Seul, le fragment
FVII n'a pu étre localisé. Nous avons placé un pont disulfure dans
le fragment B6, puisque ce peptide, qui posséde deux résidus de
5-carboxyméthylcystéine n'est relié & aucun des fragments FII, FIII

ou FIV.

IV = CONCLUSIONS

Nous avons isolé, par coupure enzymatigue ménagée, 8 frag-
ments peptidiques capables chacun de fixer un seul ion Fe3+. Quatre
de ces fragments fixent le métal sur le site "acido-stable” et pos-
sédent un comportement électrophorétique acide. Les quatre autres
fixent le métal sur le site "acido-labile" et présentent un carac-

tére basique.

L'action du bromure de cyanogéne sur l'apolactotransferrine
libére, apreés coupure des ponts disulfures, 7 fragments dont deux,
FI et FII, sont de nature glycopeptidique. Les fragments FP'V et FIII

ont été respectivement identifiés aux extrémités N- et C-terminales.

L'étude des peptides libérés par action du BrCN sur le
fragment C-pepsine permet d'identifier les fragments FII, FIII, FIV
et FVI ainsi que l'extrémité C-terminale du fragment FI (B6). Ces
résultats confirment 1l'idée que le fragment C-pepsine correspond

bien & la partie C-terminale de la lactotransferrine.

L'étude du fragment N-papaine qui comporte le site "acido-
labile" montre qu'il est localisé dans la partie N-terminale de la

lactotransferrine mais qu'il empiéte sur sa partie C-terminale.
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La lactotransferrine est donc constituée de deux domaines
peptidiques qui possédent chacun un glycanne et un site métallique

comme nous l'avons schématisé dans la figure 57 (p 191)

2éme partie

I = INTRODUCTION

Ainsi que nous l'avons précisé précédemment, les résultats
rapportés dans ce chapitre sont le fruit d'une collaboration avec
Mr Pierre JOLLES, Professeur, Mme Jacgueline JOLLES, Chargée de
Recherches au C.N.R.S. et de Mme Marie-Héléne METZ-BOUTIQUE qui
ont déterminé la séquence peptidique covalente des fragments - BrCN

de l'apolactotransferrine gue nous avons préparés.

Tout d'abord, nous présentons essentiellement sous forme
de 3 publications, les ségquences peptidiques connues et nous les
comparons & celies de la sérotransferrine humaine. Puis nous décrivons
la structure secondaire des chaines peptidiques au voisinage du point

d'attache des glycannes.

I1 - SEQUENCE PEPTIDIQUE COVALENTE PARTIELLE DE LA LACTOTRANSFERRINE
HUMAINE., HOMOLOGIES AVEC LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE

A - SEQUENCE PEPTIDIQUE PARTIELLE DES FRAGMENTS FI, FII, FII, FIV ET F V'

1 - MEMOTIRE N° 1 : SEQUENCE N-TERMINALE DE LA LACTOTRANSFERRINE :
HOMOLOGIE AVEC LA REGION N-TERMINALE D'AUTRES TRANSFERRINES

Dans cet article, la localisation du fragment-BrCN F V'’
4 l'extrémité N-terminale de la lactotransferrine, a été établie.

La ségquence peptidique de ce peptide présente de nombreuses homologies
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avec celles de la région N-terminale de la sérotransferrine humaine

et de l'ovotransferrine de Poule.

En particulier, la position des deux résidus de cystine
10 et 20 est conservée dans les 3 transferrines. Néanmoins, la région
N-terminale de la lactotransferrine se différencie par l'existence

d'une séguence poly-Arg (2 & 5).
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1. Introduction

Human lactotransferrin (also called lactoferrin)
[1-3] consists of a single polypeptide chain of
molecular weight 76 500 [4,5] and possesses two
carbohydrate groups which are conjugated to the
protein by an asparaginyl-V-acetylglucosamine linkage
[6] : their structures were established by Spik et al.
[7,8]. However, the present knowledge of the amino
acid sequence of human lactotransferrin remains very
limited: some cyanogen bromide fragments have been
purified and analyzed [9] and six short cysteic acid
containing peptides [10] as well as short tryptic and
chymotryptic glycopeptides {7,8,11] have been
sequenced. Finally glycine has been identified as the
N-terminal amino acid [10].

The present paper is dealing with the establish-
ment of the N-terminal sequence of human lacto-
transferrin and of the corresponding cyanogen bromide
fragment. Extensive similarities were thus demon-
strated between the N-terminal regions of the ovo-,
serum- and lactotransferrins.

2. Materials and methods

Human lactotransferrin was obtained according to
Chéron et al. {12]. The protein was reduced following
the procedure of Crestfield et al. {13} iodoacetamide
was employed for the alkylation step. The preparation
and purification of the cyanogen bromide (CNBr)
fragments were reported by Mazurier et al. [9 and
unpublished results) .

The N-terminal amino acids of the protein and of

Narth-Holland Publishing Company ~ A msterdam

the CNBr-fragment were identified by the dansylation
procedure. Automated Edman degradation was carried
out in a Socosi Sequencer Model PS-100, by the
quadro! double-cleavage method [14}; dithioeri-
thrytol was added in 1-chlorobutane (10 mg/l). The
thiazolinones were converted into the corresponding
phenylthiohydantoin (PTH)-amino acids; the iatter
were characterized, as previously reported [15], by
thin-layer chromatography, by gas-liquid chromato-
graphy (Beckman GC 45 chromatograph) and by
chromatography of the free-amino acids (Technicon
amino acid Autoanalyzer) regenerated from the PTH-
amino acids (150°C; 24 h; 6 M HCI containing
1/2000 2-mercaptoethanol).

The chymotryptic digestion of CNBr-fragment
F-V’ was performed during 24 h at 37°Cin 0.05 M
NH,HCO; with an enzyme/substrate ratio of 1/20.
The chymotryptic peptides were purified by paper
electrophoresis (Whatman No. 1) at pH 6.5 (pyridine~
water—acetic acid, 100 : 900 : 4, v/v/v) and SO V/em.

3. Results

3.1. N-terminal sequence of human lactotransferrin

By the dansylation procedure, Gly was charac-
terized as the N-terminal amino acid of the protein.
By automated Edman degradation, the ten first
amino acids could be identified (table 1).

3.2. The N-terminal cyanogen bromide fragment of
human lactotransferrin: characterization of the
first 24 amino acids of the protein

7 CNBr-fragments (F-I to F-VII) have so far been

27
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Table 1
N-terminal sequences of human lactotransferrin and of the cyanogen bromide fragment F-V’ (N-terminal
moiety of the intact lactotransferrin molecule). Methods of identification were as follows: (a) +,
PTH-derivative determined by thin-layer chromatography; cysteine was determined as PTH-S-carbox-
amidomethylcysteine; (b) PTH-amino acid determined by gas—liquid chromatography, yield %; (¢) amino
acid determined with an Autoanalyzer after regeneration, % of recovery.

Human CNBr-fragment
lactotransferrin F-v/
Sequence _
position a b c Residue a b c Residue
1 Gly Gly(18) Gly (20) Gly Gly Gly (15) Gly (18) Gly
2 Arg* Arg (4) Arg Arg (D Arg
3 Arg* Arg (4.2) Arg Arg (D Arg
4 Arg* Arg (4.8) Arg Arg (9) Arg
S Arg* Arg (4) Arg Arg (9) Arg
6 Ser - Ser (11) Ser Ser Ser (I7) Ser
7 Val  Val (12) Val (12) Val Val Val (24) Val (19) Val
8 Gin Glu (8) Gin Gln Glu (14) Gin
9 Trp Trp (5) Trp Trp  Trp (15) Trp
10 Cys Cys (1) Cys Cys Cys Cys (@) Cys
11 Ala Ala (18) Ala (14) Ala
12 Val Val (18) Val (14) Val
13 Ser Ser (13) | Ser
14 Gin Glu (10) Gln
15 Pro Pro (5) Pro (3) Pro
16 Glu Glu (4) Glu
17 Ala  Ala (7) Ala (5) Ala
18 Thr Thr Thr
19 Lys Lys (4) Lys .
20 Cys Cys Cys(0.5) Cys
21 ' Phe Phe (2) Phe (2) Phe
22 Gln Glu (1) Gin
23 Trp  Trp (0.5) Trp
24 Glin Gin

* Characterized by thin-layer chromatography during 3.5 h (instead of 0.5 h) in soivent 7 (15) and staining
with the Sakaguchi reagent.

Table 2
Mobility m (at pH 6.5) values, yields and structures of the chymotryptic peptides of fragment F-V’ of human
lactotransferrin. m = 0 for Gly; m = +1 for Arg; m = ~1 for CySO,H.

Peptide m Yield Structure
(%)
C-1 +1.15 35 Gly—-Arg—Arg—Arg—Arg
Cc-2 0 35 Ser—Val-Gln-Trp
C3 ~0.25 50 Cys—Ala—Val—Ser-Gin—-Pro—Glu—Ala—Thr—Lys—Cys—Phe ——
C4 -0.56 15 PyrGiu*-Trp
C-5 +0.58 32 Gln—(Asx, Ser, Ala, Val, Arg, )-HSer*
C-6%* +0.33 34 Gln-Trp-Gin~(Asx, Ser, Ala, Val, Arg, }—HSer*

* PyrGlu, pyrrolidonecarboxylic acid; HSer, homoserine.
** C.6=C4+C-5.

(RINES

. 28
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isolated [9]. During further purification of fragment
F-V, a peptide F-V’ was obtained by filtration on
Biogel P6 with 10% acetic acid as eluent followed by
chromatography on Dowex | X 2 with a pyridine
(10%)~—acetic acid buffer of pH 8.4.

Its amino acid composition was established
(residues/mole between parentheses): Asp (1), Thr (1),
Ser (3), Glu (5), Pro (1), Gly (1), Ala (3), Cys (2).

Val (3), Phe (1), Trp (2), Lys (1), Arg (6), H.Ser (1).
F-V’ was submitted to automated Edman degradation.
Table 1 indicates that this fragment constitutes the
N-terminal region of human lactotransferrin: a sequence
constituted by the first 24 amino acids was established,
and this result is reported for the first time.

Fragment F-V' was further submitted to a chymo-
tryptic digestion. Table 2 indicates the mobilities,
yields and structures of six chymotryptic peptides

(C-1 to C-6) in the order as they appear in the sequence.

- Peptide C-6 was composed of peptides C4 + C-5;in
C-4, glutamine was characterized as pyrrolidone-
carboxylic acid. An unusual chymotryptic split was
observed after the fourth arginine residue of F-V'.
The study of peptides C-1 to C-6 corroborated the
data established by automated Edman degradation.

4. Discussion

4.1. Comparison of the amino terminal regions of
3 transferrins

From the N-terminal sequence of human serum
transferrin which we previously published {16] and
present data concerning human lactotransferrin, the
alignments proposed in table 3 could be constructed;
they demonstrate strikingly the extensive similarity
between the N-terminal regions of the two protemns.
We point out more particularly the satisfactory
alignment of the cysteinyl residues present in both
sequences: this was not possible when the N-terminal
sequence of serum transferrin proposed by Sutton
and Brew [17] was considered. Our resuits were in
accordance with the highly conservative behaviour of
cysteinyl residues during evolution, a fact illustrated
by several other published phylogenetic protein data.
Table 3 also includes William’s recently established
long N-terminal sequence of hen ovotransferrin

30
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quoted, without details. by Bluard-Deconinck et al.
[18] despite the fact that it differs from previously
published data by Elleman and Williams [19]}: indeed
the N-terminal sequence of hen transferrin presents
again a close homology with the corresponding
sequences of the two human transferrins.
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2 - MEMOIRE N° 2 : ETUDES STRUCTURALES CONCERNANT LA LACTOTRANS-
FERRINE HUMAINE : SES PARENTES AVEC LA SEROTRANSFERRINE HU-
MAINE ET EVIDENCE D'UNE HOMOLOGIE INTERNE

Les séquences peptidigques partielles des fragments FI et
FIV mettent en évidence une nouvelle fois une homologie avec la
sérotransferrine. Ainsi, les cystines 11 et 20 du fragment FI et
13 du fragment FIV se retrouvent en position 39, 48 et 403 dans
la sérotransferrine. En outre, l'unité trypsigue FI Ts;., posséde
une séquence peptidigue au vbisinage d'un résidu d'histidine que
l'on retrouve quatre fois dans la sérotransferrine en positicn
121, 252, 451, 582. Ce résidu d'histidine gui est toujours accom-
pagné en position 5 par un résidu d'arginine, peut appartenir d'aprés

Mac GILLIVRAY et al. (662) au site métallique.

D'autre part, la séquence N-terminale du fragment FIV est
homologue de l'unité trypsique FI TP3; du fragment FI. Ce résultat
confirme l'hypothése émise par Mac GILLIVRAY et al. (663) sur la

duplication du géne codant les transferrines.
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Introduction.

Recently we reported the N-terminal sequence
of human lactotransferrin {1] ; extensive simila-
rities were thus demonstrated between the N-ter-
minal regions of the ovo, serum and lactotrans-
ferrins [1]. The presen{ paper is dealing with
some structural data concerning two further cya-
nogen bromide (CNBr) fragments, The resuits al-
lowed -to extend our knowledge concerning the
homology between both human transferrins and
revealed features that were of structural (cystine
residues) and functional interest as they concer-
ned one of the carbohydrate binding asparagine
residues as well as some tyrosine and histidine re-
sidues which might be involved in iron binding.
Furthermore as previously noted for human serum
transferrin [2], the existence of internal homology
in human lactotransferrin can alsc be suggested.

Materials and Methods.

Sephadex G-25 fine and G-50 fine were obtained from
Pharmacia and Dowex 1 X 2. from Touzart and Mati-
gnon (Paris). All other reagents (analytical grade) were
purchased from Prolabo or Merck except those em-
ployed for the Sequencer which were obtained from
Pierce and from $.D.S. (Marseilles): Human lactotrans-
ferrin was obtained according to Chéron ef al. [3]. The

Abbreviations : STF, serum transferrin.
LTF, lactotransferrin.
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preparation, purification and analysis of the CNBr-
fragments F1 and ‘FIV with molecular weights of
23,000 and 10,000 respectively were reported by Mazu-
rier et al. {4]. The amino acid composition of the
peptides after total hydrolysis (5.6 .M HCl : 18, 48 and
72 h ; under vacuum) and ‘the characterization of the
phenyithiohydantoin (PTH)-amino acids after regene-
ration of the free amino acids (150° ; 24 h ; 6 M HQl
containing - 1/2000 2-mercaptoethanol) were achieved
with a Technicon Autoanalyzer. -Automated Edman
degradation was carried out in a Socosi Sequencer,
Model PS-100, (a) for longer peptides by the 1.0 M

‘quadrol double cleavage method and (b) for shorter

peptides by the 0.1 .M guadrol single cleavage method
in presence of Polybrene [§] ; the characterization of
the PTH-amino acids was previously reported ([6].

The tryptic digestion of CNBr-fragment FI was per-
formed during 24 h at 37°C in 0.1 M NH,HCO, with an
enzyme/substrate ratio of 1/50. Trypsin (Worthing-
ton) was pretreated during 16 h with 0.0625 M HCI at
37°C. The R, of the peptides were determined by paper
chromatography (Whatman N¢ 1) in solvent A : n-bu-
tanol-pyridine-acetic acid-water (75:50:15:60, v/v/v/v)
and their mobility m by paper electrophoresis at
pH 6.3 (Whatman N° 1 ; pyridine-water-acetic acid,
100:900:4, v/v/v, 50 V/em ; m = 0 for Gly ; —1 for
CySO:H ; +1 for Arg).

Results and Discussion.

N-terminal sequences of FI and FIV.

By automated Edman degradation, the 20 and
26 first amino acids of respectively FI and FIV
could be identified. The experimental details are
indicated in table L

Tryptic digest of FI,

The tryptic digest of FI was dried and after-
wards treated with 70 per cent formic acid : a

fug
Qu.i ]

v
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on figure 1B. 10 fractions (FI-TS3.1 to FI-TS3.10)
were characterized. Two of them contained pure

precipitate (FI-TP) and a supernatant (FI-TS)
were thus obtained.

TasLe L.
N-terminal sequences of cyanogen bromide fragments FI and FIV and of the tryptic peptide FI-TP3.

Fl FIV FI1-TP3
Sequence
position a b [ a b ¢ a b c

1 Arg (4) Ser Ser (30) Leus Leus (20) Ile(20)
2 Lys Lys (9) Leus Leus (20) Leu (20) Asp Asp (16)
3 Val/Phe Val(15) Val(16) Asp Asp (D) Ser Ser (8)
4 Arg (2) Gly Gly (12) Gly (18) Gly Gly (%) Gly (10
5 Gly Gly (9 Gly (9 Gly Gly (14) Gly 2d® Leus Leus (16) Leu (10)
6 Pro Pro (M) Pro (D Tyr Tyr(17  Tyr (1) Tyr Tyr (100  Tyr(6)
7 Pro Pro (6) Pro (M Val/Phe Val (14} Val (1% Leus Leus (16) Leu (10)
8 Val/Phe Val(12) Val (10) Tyr Tyr(10) Tyr(10) Gly Gly (10) Gly (T
9 Ser Ser (11) Thr Thr Ser Ser (3)

10 Cys Sem Sem (1) Ala Ala (19 Ala (16) Gly Gly (4) Gly (6)

11 Leus Leus (11) Ile(8) Gly Gly () Gly (10) Tyr Tyr (6) Tyr (3)

12 Lys Lys (8) Lys Lys(10) Val/Phe Phe (3) Phe (8)

13 Arg (1 Cys Sem Sem (2) Thr Thr

14 Asp Asp () Gly Gly (6) Gly (12) Ala Ala (1.3) Ala (D)

15 Ser Ser (5) Leus Leus (10) Leu (11)

16 Pro Pro (2) Val/Phe Val (12) Val (11)

17 Leus Leus (4) Ile (4) Pro Pro (3) ‘Pro (2)

18 Gln Glu (2) Val/Phe Val (12) Val (11)

19 Cys Sem (0.5) Leus Leus (10) Leu (8)

20 Leus Ile (4) Ala Ala (12) Ala (T)

21 Glu Glu 4)

22 Asn Asp (D)

23 Tyr Tyr (8) Tyr(3)

24 Lys Lys (6)

25 Ser Ser (6)

26 Gln Glu (3)

Leus : Leu or Ile ; the characterization was only possible by amino acid analysis.
Scm : S-carboxymethylcysteine.

_ Methods of identification were as follows : (a) PTH-derivative determined by thin-layer chromatography ;
“cysteine was determined as PTH-S-carboxamidomethylcysteine ; (b) PTH-amino acid determined by gas-
liquid chromatography, yield % ; (c) amino acid determined with an Autoanalyzer after regeneration, %

of recovery.

FI-TP was dissolved in pure formic acid and
filtered on Sephadex G-50 (180 cm X 1.2 cm) with
30 per cent acetic acid as solvent. Five peaks
(FI-TP1 to FI-TP5) were characterized : peak FI-
TP3 contained a pure peptide of 25 amino acids.
Its amino acid composition is Asp., Thr,, Ser,,
Glu,, Pro,, Gly,, Ala,, Val,, Ile, Leus, Tyr,, Phe,,
Lys,, Arg, ; its structure was studied as indicated
in table I

FI-TS was first filtered on Sephadex G-25 and its
eluate was divided into four parts (FI-TS1 to FI-
TS4) (fig. 1A), FI-TS3 was further chromatogra-
phed on Dowex 1 X 2 : the details are indicated

peptides after desalting on Sephadex G-25 and
paper chromatography in solvent A and were
sequenced.

FI-TS3.2 is a nonapeptide (R; in solvent A
0.32 ; m = <+ 0.64) : Val-Pro-Ser-His-Ala-Val-Val-
Ala-Arg.

FI-TS3.8 is a decapeptide (R, in solvent A :
0.57 ; m = — 0.15). Its N-terminal sequence was
determined automatically : Asp-Gly-Ala-Gly-Asp-
Val. After digestion with carboxypeptidase B at
37°C for 1 h in 0.1 M ammonium bicarbonate,
66 per cent Arg, 47 per cent Ile and 34 per cent
Phe were released ; carboxypeptidases B and A



Human lactotransferrin ; human serum transferrin. 559

released under the same experimental conditions, ferrin : the almost complete structure of the latter
after 6 h, 80 per cent Arg, 57 per cent Ile, 58 per with its two homologous domains was recently
cent Phe and 38 per cent Ala. Thus the sequence published {7].

e
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et Wl fractions :
Fi16. 1. — Purification of the soluble tryptic peptides of FI-TS (150 mg).

(A) : Filtration on Sephadex G~25 (200 cm X 1.7 ¢em) with 30 per cent
acetic acid as elnent.

(B) : Chromatography of fraction FI-TS3 on Dowex 1 X 2 (140 em X
1.2 c¢m). The peptides were characterized by the ninhydrin procedure
after alkaline hydrolysis (A¢) carried out on 0.2 ml samples.

of the peptide is : Asp-Gly-Ala-Gly-Asp-Val-Ala. Several strong homologies were observed
Phe-lie-Arg. around the structural important cystine residues
(i, iii) as well as around histidine (ii) and tyrosine
(iii) residues, some of which play an important
role in iron binding. As previously noted in the
case of ovo. and serum transferrins [7], peptide
Table II indicates some interesting homologies FI-TS3.2 (ii) possesses  also an arginine residue
between human lactotransferrin and serum trans- 3 residues C-terminal to the highly conserved his~ -

Some homologies of structural and functional in-
terest between human serum transferrin and lacto-
transferrin.
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Homologics of structural and functional inlerest between human lactotransfervin (present study) and
sermin transferrin (*) [7]. ', carbohydrate carrying residue ; 0, gap. The homologous residues (identical
amino acids) are boxed.

(1) Homologies around Cys residues

LTF FI N-terminal Arg~Lys-Val-Arg{Gly-Prof-Pro-Val-Ser§Cys|Ile{Lys|-Arg-Asp a Pro-Ile-Gln{Cys-Ile

STF 30-49 Ile~-Pro-Ser-AspfGly-Pro-Ser-Ala-vValjCys}-Val{Lyst-Lys-Ala Tyr-Leu-Asx{Cys-Ile

and its internal homologous
sequence {(369-379)

CysfVal-Ser-Ala~-Glu-Thr-Thr-Glu-AspfCys-1le

other example : section (iii)

{ii) Homology around a Bis residue

LTF FI-TS3.2 val-Pro{Sert{ 6 a Ala—hxgl
STF 117-126 Lys-Lys{Sex{Cys

and its internal homologous
sequence (447-456)

STF 249-257 val-Pro{Sex{ O -4Hi

Lys-Lys{Ser-{Cysi Val}-Thrx

Thrx{val-ValjAla-Arg

.and its internal homologous

sequence (579-587) |Va1—-Va1 [ ThrpAxg

Ala-Pro-Asn- &

(ii1) A. Internal homology of lactotransferrin. B. Characterization of the homologous fragment to one of the sexum
transferrin glycopeptides.

A. LTF FI-TP3 ) Ile- 6 lAsptSer{Gly-Leu @ {TyrfLeu- 6 jGly}Ser- 6 }Gly{Tyr-Phe-Thr-Ala

A. LTF FIV N-terminal ISer—Leu— 6 -Asp-Gly-Gly al-Tyr $Thr; Ala—Gly—Lys»Cys—Gly—Leu—Val-Pro—Val—Leu—Ala—Glu—Asn-Tyr t © tys-Se -G1n
B. STF 391-417 er-Len- & -Asp-Gly-Gly al-Tyr}IletAla-Gly-Lys-Cys-Gly-Leu-Val-Pro-Val-Leu-Ala-Glu-Asn-TyrjAsn-jLys-Sex L'Asp
B. STF 61-88 Thr~Leu-Tyr}AsxjnlatGly-LeufVal -Tyr{Asx] Ala[’!‘yr-’l‘yr—Leu—Ala—_Pfo—l\sx—Asx—Leu—Lys—Pto—Val—Ala_-—Val—Glx—Phe—Tvr—Gly

(iv) Highly homologous tryptic peptides

LTF FI-TS3.8 Asp-Gly-Ala-Gly-Asp-Val-Ala-Pheflle-Axg

STF 193-202 Asx-Gly-Ala-Gly-Asp-Val-Ala-Phe}val-Lys

* the gaps have not been taken into account in numbering the residues.
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tidine residue. These arginine residues may be
involved in anion binding [8].

Serum transferrin contains one of its sugar
moieties linked to asparagine N° 414 (see table II,
iii and foot-note), The long homotogous sequence
in lactotransferrin (N-terminal sequence of FIV)
was however devoid of polysaccharide as a dele-
tion occurred at the level of the asparagine residue
(table II, iii).

Internal homology in human lactotransferrin.

Section iii in table II provides evidence for in-
ternal homology in the polypeptide chain of lacto.
transierrin as tryptic peptide FI-TP3 and the N-
terminal sequence of peptide FIV are homologous.
A similar observation has previously been repor-
ted for human serum transferrin [2, 7], reflecting
an ancestral gene doubling during the phylogene-
tic development of vertebrate transferrins.
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MEMOTRE N° 3 : LES GLYCOPEPTIDES DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE :
SEQUENCE DES ACIDES AMINES, LOCALISATION ET ASPECT PLYLOGENETIQUE

Dans ce mémoire sont présentées les séquences peptidiques
au voisinage des glycannes des fragments FI et FII de la lactotrans-
ferrine. Le glycanne qui est 1lié au résidu de Asn en position 5 du
fragment FII posséde un environnenent peptidique qui permet de 1'iden-
tifier au glycanne 1I séquencé par SPIK, VANDERSYPPE, MONTREUIL et al.
(664) . Cette séquence peptidique se retrouve dans la sérotransferrine
ol la substitution du résidu de Ser par un résidu de Leu en position
468 explique l'absence de glycosylation. Par contre, 23 sur 36 rési-
dus d'acides aminés dont 4 résidus de cystine se retrouvent dans

le glycopeptide de l'ovotransferrine de Poule.

Le fragment FIV, de la lactotransferrine, qui n'est pas
glycosylé posséde une séquence homologue, glycosylée en position
414 dans la sérotransferrine. L'absence de glycosylation du fragment

FIV s'explique par la délétion du résidu d'asparagine.

La séquence peptidique du glycanne I de la lactotransfer-
rine n'a pas été retrouvée dans les séquences actuellement connues
de la sérotransferrine. Elle peut étre identifiée 3 celle du glyco-
peptide I décrit par SPIK, VANDERSYPPE, MONTREUIL et al. (665) bien

que 7 différences soient observées.

Le fragment FII de la lactotransferrine, identifié 3 1l'ex-
trémité C-terminale de la lactotransferrine posséde en position 20
un résidu d'asparagine non glycosylé alors que la position 22 est
occupée par un résidu de sérine. Cette séquence code habituellement
(DAYHOFF) (666) la glycosylation de la chaine peptidique. Cette
particularité de la lactotransferrine nous a amené & rechercher
l‘explication de cette absence de glycosylation au niveau de la

structure secondaire.
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Summary

Human lactotransferrin contains two prosthetic sugar groups situated in two
different cyanogen bromide fragments: the amino acid sequences around the
two - polysaccharide attachment sites were established. The location of the
prosthetic groups was quite different in serum and lactotransferrins and no
sequence homology could so far be characterized between the glycopeptides
of these two transferrins, whereas a close relationship between a glycopeptide
of human lactotransferrin and a glycopeptide of hen ovotransferrin was noted.

Inttoductidn

Human lactotransferrin is a glycoprotein [1] of molecular weight 76 500
which consists of a single polypeptide chain [2,3] to which two carbohydrate
groups are attached [3,4]. The presence of N-glycosidic linkages could be
demonstrated between asparagine and N-acetylglucosamine [3,4] and the struc-
ture of the sugar parts was established [3,5]. Previously, the reduced and
alkylated lactotransferrin was directly submitted to a tryptic digestion and the
amino acid sequences of two different glycopeptides were studied [3,6]. We are

Supplementary data to this article are deposited with, and can be obtained from, Elsevier/North-Holland
Biomedical Press B.V., BBA Data Deposition, P.O. Box 1345, 1000B Amsterdam. The Netherlands.
Reference should be made to No. BBA/DD/130/38388/622(1980) 308—314.

The supplementary information includes: The results of sutomatic Edman degradation of the tryptic
glycopeptide contained in the CNBr fragment Fl, of the N-terminal sugar-containing sequence of CNBr
fragment FII and of the N-terminal sequence of the CNBr fragment FIII of human lactotzansferrin.
Further, the N-terminal sequences of human serum transferrin and lactotransferrin.
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currently involved in the study of the primary structure of lactotransferrin and
extensive investigations are devoted to its cyanogen bromide (CNBr) fragments
[7T—9]. Seven fragments (FI to FVII) have so far been isolated [5]. Two frag-
ments, FI and FII, contain sugars and the present paper reports the amino acid
sequences around the two polysaccharide attachment sites as the previous
structural results of Spik et al. [6] could not be corroborated. The location of
the sugar-rich CNBr fragments in the whole lactotransferrin molecule could be
specified. Structural comparisons with serum and ovotransferrins have led to a
schematic representation of human lactotransferrin and to the identification
of its C-terminal CNBr fragment.

Materials and Methods

Sephadex G-25 fine was obtained from Pharmacia. All reagents were
purchased from Prolabo or Merck except those employed for the Sequencer
which were obtained from Pierce and from S.D.S. (Marseilles). Trypsin, chymo-
trypsin and carboxypeptidases A and B, were purchased from Worthington.

Human lactotransferrin was obtained according to Cheron et al. [10]. The
protein was reduced following the procedure of Crestfield et al. [11] and
alkylated with iodoacetamide. The preparation and purification of the CNBr
fragments were carried out as reported by Spik and Mazurier [5,7].

The amino acid composition of the peptides after total hydrolysis in 5.6 M
HCIl for 18, 48 and 72 h under vacuum and the characterization of the phenyl-
thichydantoin amino acids after regeneration of the free amino acids (150°C,
24 h, 6 M HCl containing 1/2000 2-mercaptoethanol) were achieved with a
‘Technicon Autoanalyzer. Automated Edman degradation was carred out in a
Socosi Sequencer, Model PS-100, (a) for longer peptides by the 1.0 M quadrol
double-cleavage method [12] and (b) for shorter peptides by the 0.1 M guadrol
singlecleavage method in the presence of polybrene [13]; the characterization
of the phenylthiohydantoin amino acids was previously reported [9]. High-
performance liquid chromatography (Waters chromatograph, modei ALC/GPC-
204) was also used. The carbohydrate-carrying residue was determined by the
dansylation technique [14] after removai of the preceding amino acid(s) by the
Edman procedure.

The tryptic or chymotryptic digestion of CNBr-fragment FI was performed
during 24 h at 37°C in 0.1 M NH,HCO,; with an enzyme/substrate ratio of
1/50. Trypsin (Worthington) was pretreated for 16 h with 0.0625 M HCI at
37°C. The presence of the sugars during the purification of the glycopeptides
was followed by the characterization (AutoAnalyzer) of glucosamine after total
hydrolysis. The R, values of the peptides were determined by paper chromatog-
raphy (Whatman No. 1) in solvent A: n-butanol/pyridine/acetic acid/water
(75 : 60 :15 : 60, v/v/v/v) and their mobility, m, by paper electrophoresis at
pH 6.5 (Whatman No. 1; pyridine/water/acetic acid (100 : 900 : 4, v/v/v), 50
V/em; m = 0 for glycine, m = —1 for cysteic acid and m = +1 for arginine).

The C-terminal amino acids were determined by digestion with carboxypep-
tidases A and B at 37°C for different time intervals in 0.1 M ammonium
bicarbonate and in the presence of 2 - 107 M diisopropylfluorophosphate. The
digests were then analyzed on a Technicon AutoAnalyzer to determine released
C-terminal amino acids.
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Results and Discussion

Amino acid sequence of the two glycopeptides

Glycopeptides FI and F1] with molecular weights of 23 000 and 17 000,
respectively, were the sole glycopeptide CNBr fragments cf human lactotrans-
ferrin [7]. :

Glycopeptide from CNBr fragment FI. The first 24 amino acids of fragment
F1 were identified by automated Edman degradation [8]: the sugars were not
situated in this part of the molecule. Thus, the CNBr fragment was submitted
to tryptic digestion. The enzymic digest was dried and afterwards treated with
70% formic acid: a precipitate and a supernatant were thus obtained, only the
latter contained the sugars. Gel filtration of the supernatant was performed on
Sephadex G-25 (200X 1.7 cm) with 30% acetic acid as eluent. The poly-
saccharide part was characterized in the first peak which contained a mixture
of at least two peptides as demonstrated by the dansyl technique. The purifi-
cation of the glycopeptide was achieved by rechromatography on Sephadex
G-50 (180 X 2 cm) with 30% acetic acid as eluent. Its purity was ascertained by
the determination of a unique N-terminal amino acid (leucine): its R, value in
solvent A was 0.04 and its mobility, m, at pH 6.5 was —0.13. The amino acid
composition was as follows:

Aspy 08, Thro ge, Gluy 77, Prog 76, Glyy 06, Alag o, Valg g, lleg.72, Leug g9s, TrPo.g0,
Argo.77-

- The presence of glucosamine was also established. '

The sequence was determined by automated Edman degradation: 13 out of
the 15 amino acids could be characterized by this technique. The identification
of the second residue failed: the presence of aspartic acid was determined by
dansylation and it was thus concluded that asparagine was the carbohydrate-
carrying residue. Edman degradation apparently did not proceed normally
through N-glycosylated asparagine as also noted by Tomita et al. [15] but
continued after this residue, though with a very low yield. The C-terminal
amino acid of the glycopeptide (arginine) was determined after digestion with
carboxypeptidase B. Furthermore, the C-terminal sequence of the peptide was
corroborated by incubation with carboxypeptidases A and B. Arg (53%), Val
(45%) and Ala (79%) were thus liberated.

In conclusion, the structure of the glycopeptide of CNBr fragment FI was:
Leu-Asn-Trp-Thr-Gly-Pro-Pro-Glu-Pro-lle-Glu-Ala-Ala-Val-Arg

CHO

Seven differences were noted with the sequence of Spik et al. [6] which was
previously established by manual techniques. Also, from the chymotryptif:
digest of CNBr fragment FI, a glycopeptide could be isolated by similar techni-
ques. Its R, value in solvent A was 0.05 and its mobility at pH 6.5 was —0.25.
Its sequence was identical to that of the tryptic glycopeptide, but it did not
contain the C-terminal arginyl residue.

Glycopeptide from CNBr fragment FII. The CNBr fragment FII was sub-
mitted to automated Edman degradation and its first 36 amino acids were thus
characterized: the fifth amino acid was the asparagine residue to which the sugars
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TABLE 1

The glycopeptide of CNBr-fragment FII of human lactotransferrin (LTF): comparison with homologous
sequences from hen ovotransferrin (OTF) [19] and human serum transferrin (STF) [16]. Asn (CHO),
carbohydrate-carrying Asn residue. 0, deletion: X, residue not yet characterized. The homologous residues
(identical residues, 2) and the conservative changes (1I0) are boxed.

LTF FII Met-[Gly-Leu-Leu]-Phe -[Asn(CHO)]- GIn -[Thr-Gly -Ser Cys - Lys -Phe-Asp-Glu
OTF Met-|Gly-Leu-flie_-His -|Asn(CHO),-iATg;-{Thr-Gly -Thr-Cys-[Asn]-Phe-Asp-Glu

STF (464—478) -Met-|Gly-Leu-Leui-, Tyri- Asn -;I.:y_s_l- 1le -Asn-His Cys- Lys -Phe:}alx Glx-
LTF FlI Tyr-Phe-Ser|-Gin-Ser -{Cys-Alaj-Pro+|Gly-Ser -Asp-]Pro -ATg- -Asn - Leu-

OTF Tyr-Phe-Ser|-Glu-Gly-{Cys-Alaj ¢ -|Gly-Ser|-Pro -|Proj-Asn- -Arg-iLeu-

STF (479—480) Phe-Phe-| «—————— not determined -

LTF FlI Cysl-X  -LeuCys|-lle -|Gly-

OTF Cys|-Gin-|Leu-Cys|-Gln-{Gly-

were attached. Residue Nos. 11 and 12 were different to those which were
previously published [6]; furthermore, the establishment of a longer sequence
allowed the characterization of a close structural relationship between lacto-
and ovotransferrins (see below). - \

Location of the two glycopeptides in the lactotransferrin molecuie. One of
the two glycopeptides of lactotransferrin was situated in CNBr fragment FI.
By homology with serum transferrin according to MacGillivray et al. [16],
fragment FI seemed to ‘be directly linked to the N-terminal sequence of the
protein constituted by CNBr fragment FV' as established by Jollés et al. [9].
In the homologous N-terminal sequences of both transferrins, 19 out of 51
amino acid residues were identical and an additional five corresponded to
conservative changes: the alignment of the half-cystine residues should be more
particularly pointed out. Glycopeptide FI was thus located in the N-terminal
moiety of lactotransferrin (Fig. 1). Its second glycopeptide situated in frag-
ment FII belonged to the C-terminal moiety of the protein. This statement was
deduced from the comparison of homologous sequences between the lacto- and
serum transferrins (Table I and Fig. 1).

Phylogenetic aspects concerning the glycopeptides of lacto-, serum- and
ovotransferrins. Schematic representation of human lactotransferrin

(1). Different locations of the giycopeptides in human lacto- and serum
transferrins. Each of the two transferrins contained two polysaccharide groups;
however, their positions were quite different. In lactotransferrin, as established
in this study, one group was situated in the N-terminal and the other, as sug-
gested by Bluard-Deconinck et al. [17], in the C-terminal moiety of the pro-
tein, whereas in serum transferrin, both sugar groups were characterized in the
C-terminal part [3,16]. In Fig. 1 a schematic representation of the two proteins
and their sugar groups is indicated. Some homologous sequences containing
more particularly half-cystine residues are also presented.

(2). The glycopeptides of human lactotransferrin: the homologous sequences
in serum transferrin are devoid of sugars. For the glycopeptide of lactotrans-
ferrin contained in CNBr fragment FI (N-terminal moiety), no homologous
counterpart could so far be characterized in serum transferrin, according to the -




TABLE II

The two glycopeptides of human serum transferrin (STF): comparison with homologous sequences from STF (internal homology) {16} and CNRr-fragments FIV

{8] and FI1I (present study) of human lactotiansferrin. Asn (CHO), carbohydrate-carrying Asn residue; 8, deletion; X, residue not yet characterized. The homo-
logous residues (identical residues, 0) and the conservative changes ({:23) are boxed.

A

STF (60—88) Val -f:l‘h_ I:; -Tyr- Asx-Aln—k}—i;-l.eu-Val-Tyr -Asx-|Ala-[Tyr-Tyr-Leu-Ala-Pro-Asx-Askx-Leu-Lys-Pro-Val-Ala -Val -Glx -Phe-Tyr :Gly

STF (390—417) Met-[Ser -Leu[-@ -Asp-Gly- Gly-Phe-Val-Tyr|-lle -JAla- Gly-Lys-Cys-Gly-Leu-Val -Pro -Val -Leu-Ala-Glu-Asn-Tyr]-Asn(CHO){-Lys-Ser} -Asp-

LIF F1V Met-{Ser -Leu]-@ -lAsp-Gly- Gly-Tyr-Val-Tyr|-Thr {Ala- Gly-Lys-Cys-Gly-Leu-Val -Pro -Val -Leu-Ala-Glu-Asn-Tyr{-0 -Lys-Sex] -Gin-

B . - . " -

STF (259--288) Met-Gly- Gly-[Lys- Glu]-Asp-Leu:{lle} -Trp-Glu-Leufleu]-Asn- -Giu-His [Phe-Giy]- Lysi-Asp- Lys-[Se-Lys- Glu -Phe-Gin-Leu @ .
STF (587—618) Arg-Lys-JAsp- Lys- Gluj-Ala Cys- Val -His -Lys-lle {Leu]-Arg-]Gin -GIn -Gln|-His -Leu{Phe-Gly]- Ser _“Asn(CHO)-Val- .’l‘ilr‘-Asx- -Ser -Gly-Asx -

LTF Fl1 Met@ -JAsp- Lys-[Val -Glu -Axg-‘l;é\;;-Lys-Gln Val {Leuj-Leu- His} -Gln -Gln}-Ala-Lys Phe-Gly| 'Au»Asn- Gly-E-Asp-.-P!o-Asp-Ln- P

STF (289-299) @ 0 -Ser -Ser-Pro-His-Gly-[Lys- Asn -Leu-LeuPhe-Lys-}
STF (617—629) les-Leu-Phe ~Ax¢~l$er-Glu-’!‘ht- Lys-[Asp] -Leu-Leu-Phe-Arg- |

LTF FIIl Cys-Leu-Phe]-X :{Ser-Glu-Thr- Lys- Asn -Leu-Leu-Phe]-Asn-

N..terminal moiety ' - C-terminal moiety

-
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sequence data of MacGillivray et al. [18]. To the second glycopeptide situated
in CNBr fragment FII (C-terminal moiety) corresponded a homologous peptide
in serum transferrin (MacGillivray, R.T.A., Mendez, E. and Brew, K., personal
communication, Int. Meet. Proteins of Iron Metabolism, New York (1977))
which was devoid of sugars: indeed it lacked the code sequence Asn-X-Ser/Thr
(Tabie I).

(3). The glycopeptides of human serum transferrin: the homologous
sequences’ in lactotransferrin are devoid of sugars. Characterization of the
C-terminal CNBr fragment of lactotransferrin. One of the sugar moieties of
serum transferrin was linked to asparagine No. 414 [16}: the long homologous
sequence in lactotransferrin (N-terminal sequence of CNBr fragment FIV) was,
however, devoid of polysaccharide as a deletion occurred at the level of the
asparagine residue [8]. 23 out of 27 amino acid residues were identical, and an
additional residue corresponded to a conservative change (Table II A). Also, for
the second sugar group of serum transferrin situated near its C-terminal end
[16] a homologous sequence occurred in lactotransferrin, i.e., the N-terminal
sequence of CNBr fragment FIII (present study). The latter was devoid of poly-
saccharide; at the level of the sugar carrying asparagine residue No. 608 [16]
of serum transferrin, the presence of a residue of asparagine without the pros-
thetic group was observed in lactotransferrin, despite the presence of the ¢ode
sequence Asn-Gly-Ser. 21 out of 41 amino acid residues were identical, and an
additional two residues corresponded to conservative changes (Table II B). The
alignment of the half-cystine residues in these two homologous sequences
should also be pointed out.

When CNBr fragment FIII was digested by carboxypeptidases A and B, Arg
(87%), Lys (77%), Leu (80%) and Phe (47%) were liberated. The same result
was obtained when lactotransferrin was submitted to the action of the carboxy-
peptidases [18]. Thus, CNBr fragment FIII constitutes the C-terminal sequence
of the protein.

(4). Homology of glycopeptides of human lactotransferrin and hen ovotrans-
ferrin. The glycopeptide isolated from CNBr fragment FII of human lactotrans-
ferrin was closely homologous to a glycopeptide of hen ovotransferrin [19]: 23
out of 36 amino acid residues were identical and an additional residue
corresponded to a conservative change (Table I), whereas the corresponding
sequence of human serum transferrin was devoid of sugars and presented a
lower degree of homology as only seven out of 16 amino acid residues were
identical. The alignment of the four cystine residues between the sequences of
human lactotransferrin and hen ovotransferrin should more particularly be
pointed out.

Conclusion

In conclusion, despite large homologies in the amino acid and sugar
sequences between human serum and lactotransferrins, important differences
were noted in the primary structures of some areas of the molecules as well as
in the location of the prosthetic sugar groups which might reflect differences in
their biological behaviour.
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B - SEQUENCE PEPTIDIQUE N-TERMINALE DES FRAGMENTS FV, FVI ET B6

1 - PRESENTATION DES SEQUENCES

La séquence N-terminale de ces fragments n'est pas publiée.
Elle a cependant été établie par Mme METZ-BOUTIGUE. Nous donnons

ici sans autre détail les séguences proposées

1 5 10
Fragment FV : Pro-Asp-Pro-Asn-Cys-Val-Asp~Arg-Pro-Val-Glu-Gly

1 5
Fragment FVI : Ala-Pro-Asn~X-Ala-vVal

1 5
Fragment B6é : Ala=-Arg=-Arg-Ala-Arg-Val

2 - DISCUSSION

Ces séquences sont, une fois encore, homologues de celles
de la sérotransferrine. Le fragment FVI se retrouve en position 577-
582 de la sérotransferrine ce gui a permis de le localiser entre

le fragment FII et le fragment FIII.

Les cystines 9 et 19 du fragment B6 sont conservées en

position 345 et 357 de la sérotransferrine.

En outre, les deux cystines 9 et 19 du fragment B6 sont
homologues des cystines 10 et 20 du fragment F'V, ces deux fragments
ont 14 acides aminés homologues sur 23. Ce résultat confirme 1l'hypo-

thése de la duplication de la chaine peptidique.

I1I = STRUCTURE SECONDAIRE DES SEQUENCES PEPTIDIQUES
T T B T T
AU VQ_LSINAGE DU POINT D ATTACHE DES GLYCANNES

A -~ INTRODUCTION

Thr
Ser
non glycosylées. Certaines existent dans des protéines qui ne sont

On connalt actuellement peu de ségquences code Asn-X-

jamais glycosylées comme 1'élastase, la carboxypeptidase A (HUNT
et DAYROFF) (g67); le lysozyme:, D'autres sont présentes dans
des protéines secrétées sous deux formes, glvcosylée ou non :

c'est le cas de la ribonucléase (PLUMMER et al.) (669) et de
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l'a-lactalbumine (HILL et al.) (670). Enfin, certaines sont glyco-
sylées sur un site et non sur les autres comme 1'ovalbumine (DAYHOFF)
{671) et la déoxyribonucléase (LIAO et al.) (672). Selon PLESS et
LENNARTZ (673), le degré de glycosylation dépend de plusieurs facteurs
comme la présence et la spécificité des glycosyl-transférases appro-
priées, la compartimentation subcellulaire et la maturation de la
chaine peptidigque. Les travaux de AUBERT et LOUCHEUX (674), AUBERT,
BISERTE et LOUCHEUX (675) et LOUCHEUX (676), puis de BEELEY (677) ont
montré gu'en plus de la séquence code Asn-X-Ser (ouThr), le résidu
d'asparagine doit se trouver dans une conformation en coude B pour
étre glycosylé. Nous avons donc essayé d'obtenir une image de la
structure secondaire des chaines peptidiques au voisinage du point
d'attache des glycannes en utilisant les techniques de prédiction

de CHOU et FASMAN (678).

B - PREDICTION DES STRUCTURES SECONDAIRES

1 - METHODE

Nous avons utilisé la technique mise au point par CBOU et
FASMAN (679) . Tout segment peptidique d'au moins six résidus d'acides
aminés avec une probabilité P (a ) > 1,03 et P (a) > (B) aura une
conformation en hélice o & condition de respecter un certain nombre
de régles que nous n'exposerons pas ici. (Biochemistry -1974- 13,
211-245). De méme les segments peptidiques d'au moins 5 résidus
d'acides aminés avec P (B) > 1,05 et P (B) >P (&) auront une con~
formation en feuillet plissé. Les tétrapeptides possédant une struc-
ture en coude B doivent répondre aux trois conditions suivantes :

P (@) <0,9, P (t) >P (B) et P (t) > O,510%,

2 - RESULTATS
Nous avons schématisé dans la figure 58 (p ) les prévi-
sions de structure secondaire obtenues pour chague séguence glycosy-

lée et de son homologue non glycosylée.
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Figure 58

Prédiction de structure secondaire des glycopeptides de la lactotransferrine,

de la sérotransferrine et de leurs homologues non glycosylés
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C - CONCLUSIONS

Tous les résidus d'asparagine glycosylés des deux trans-
ferrines se trouvent localisés dans un coude B ou & proximité d'un
coude B. La structure secondaire prédite pour le fragment FIII de
la lactotransferrine est absolument identique & celle ocbtenue pour
son homologue de la sérotransferrine. L'asparagine non glycosylée
se trouve dans un coude f. Nous sommes donc actuellement dans l'im-

possibilité d'expliquer 1l'absence de glycosylation du fragment FIII.
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- CONCLUSIONS GENERALES

Les conclusions générales que nous pouvons tirer de notre
travail, qui a porté sur les relations structure-activité biclogique
de deux glycoprotéines de la classe des transferrines : la lactotrans-

ferrine et la sérotransferrine, sont les suivantes :

Nous avons mis en évidence, pour la premiére fois, l'exis-
tence dans l'entérocyte humain d'un récepteur membranaire spécifique
de la lactotransferrine. La lactotransferrine, en effet, transfére
& l'entérocyte les ions Fe3+ avec une vitesse de 0,6 p mol / Fe3+ /
mg tissu / mn. Cette vitesse est cing fois supérieure & celle mesurée
& partir de la lactotransferrine bovine. Quant aux ions Fe3+, fixés
par la sérotransferrine humaine et par l'ovotransferrine du blanc
d'ceuf de Poule, nous avons montré qu'ils n'étaient pas incorporés
par l'entérocyte. Ces résultats, associés 4 ceux obtenus antérieure-

. ment par d'autres auteurs, démontrent la spécificité de reconnais-

sance de chaque type de ferritransferrine pour une cellule cible

Sérotransferrine - réticulocyte
Ovotransferrine - cellule embryonnaire

Lactotransferrine -~ entérocyte

Le fait que seules les ferritransferrines soient reconnues
par les cellules cibles, suggére que le transfert du fer induit une
modification-de la conformation entre les formes apo- et ferri- des
transferrines.

Nous avons recherché l'explication, d'une part, de la spé-
cificité de reconnaissance de la sérotrahsferrine et de la lactotrans-
ferrine pour leur cellule cible et, d'autre part, de la spécificité
de reconnaissance des formes ferriques pour le récepteur membranaire

au niveau :

- de la conformation de la sérotransferrine et de la lacto-

transferrine humaines en fonction de leur degré de saturation en fer,

Eir,
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- des sites de fixation du fer de ces deux transferrines,

- de la structure covalente de la lactotransferrine.

1. Les variations de conformation ont été analysées en
dichroisme circulaire, en différence de spectre et par dénaturation
par le chlorhydrate de guanidine des formes apo- et ferri- des deux

transferrines.

Les deux apotransferrines possédent un taux d'hélicité fai-
ble : 17 % pour la sérotransferrine, 28 % pour la lactotransferrine.
La fixation du fer n'entraine pas dans ces 2 cas de modification
d'hélicité détectable en dichrolsme circulaire. Cependant, lors
des é&tudes de différences de spectre le départ des ions ferrigues
se traduit par l'exposition & différents perturbants de 2 résidus
de try?tophane et de 7 résidus de tyrosine dans le cas de la séro-
transferrine. L'exposition d'un nombre plus élevé de chromophores :

6 résidus de tryptophane et 10 de tyrosine dans le cas de la lacto-
transferrine suggére que cette molécule subit sous l'influence de la

fixation du fer un remaniement mocléculaire plus important.

Sous l'action d'une concentration croissante de chlorhydrate
de guanidine, le déploiement de la chaine peptidigque de l'apo~ et
de la ferri-sérotransferrine sont identigques. Cependant, le premier
ion Fe3” est éliminé avant le début de la dénaturation, alors que
la destruction du deuxiéme site métallique est synchrone du déploie-
ment de la chaine polypeptidique qui est terminée en présence de 2 M
de Gu-HCl.

Dans le cas de la lactotransferrine, les résultats sont plus
complexes. En effet, le comportement de l'apolactotransferrine est
identique & celui de 1l'aposérotransferrine alors que celui de la ferri-
lactotransferrine montre une dénaturation en 2 étapes. Au cours de
la premiére étape (0-2 M Gu-HC1) semblable 4 celle de 1l'apo-lacto-
transferrine, il y a élimination d'un premier ion Fe3*, 1a deu-
xiéme étape de dénaturation pendant laguelle le deuxiéme ion Fe3+
est éliminé se termine en présence de 4 M en Gu HCl. Ceci suggére
que la grande stabilité de la ferrilactotransferrine est due essen-

tiellement & un seul site métallique.

Ces résultats démontrent gue l'accessibilité des 2 sites

est différente pour les deux transferrines. L'un des 2 sites de la
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sérotransferrine est extrémement labile et est fort probablement
localisé & la surface de la protéine. Le changement induit par la
fixation (ou le départ) des ions métailiques sur les sites préexis-
tants de la sérotransferrine est trés limité et n'intéresse vraisem-
blablement que les sites métalligues eux-mémes. Le remaniement de
conformation de la lactotransferrine est plus important, principale-
ment dans le région ol se trouve localisé le site plus interne de

la meolécule.

‘2. La mise en évidence d'une différence de comportement des
2 sites de fixation du métal nous a amené ‘4 étudier plus en détail
la structure et la stabilité des 2 sites métalliques de chacune des

transferrines.

Jusgu'a présent seule la participation des résidus de tyro-
. + .
sine dans la coordination des ions Fe3 était clairement établie. La
Présence de résidus d'histidine dans les sites méﬁalliques était suggérée

par les résultats obtenus en R.P.E. sur les 2 cupri-transferrines.

L'utilisation du diéthyl pyrocarbonate, réactif spécifique
de l'histidine,nous a permis de confirmer l'intervention de 1l'histi-
dine dans la fixation du fer et de démontrer en outre, pour la pre-
miére fois, qu'un seul site dans les 2 transferrines est accessible
au réactif. L'ion Fe3+ du site accessible est coordiné & un seul résidu
d'histidine dans le cas de la lactotransferrine et & au moins deux ré-
sidus dans le cas de la sérotransferrine. L'analyse des spectres R.P.E.
des cupritransferrines montre que le métal du deuxiéme site est coor-
diné pér l'intermédiaire d'un seul noyau azoté. Cet azote non substi-
tué par le diéthyl pyrocarbonate peut cependant appartenir & un noyau

imidazole.

Ce résultat apporte une nouvelle preuve, d'une part, de
la non identité des deux sites de chaque transferrine et, d'autre
part, démontre que les 2 transferrines différent dans la structure
d'au moins un site, celui qui est accessible au diéthyl pyrocarbo-

nate.

Parallément & ces recherches, d'autres auteurs ont Aémontré
que dans le cas de la sgérotransferrine les deux sites de fixation du
fer pouvaient &tre différenciés par leur stabilité en fonction du pH.

Néanmoins, dans les conditions expérimentales décrites pour la séro-




- 221 -

transferrine, le complexe fer~lactotransferrine reste stable & pH 3 ;
au delad de ce pH, les 2 ions Fe3+ sont éliminés simultanément. Nous
avons donc entrepris une étude systématique de 1'influence du pH,

de la force ionique et des agents chelateurs du fer sur la stabilité
des 2 sites métalliques de la lactotransferrine. Les résultats obte-
nus nous ont permis de démontrer que dans la lactotransferrine, les
2 sites de fixation possédent un comportement différent vis-a-vis

du pH & condition de se trouver en présence d'une solution tampon

de force ionique élevée et renfermant des ions phosphates ou E.D.T.A.
Nous avons ainsi pu définir un site "acido-labile" qui libére le mé-
tal entre pH 7 et pH 6 et un site "acido-stable” qui libére le deu-
xiéme ion Fe3+ en dessous de pH 4.

D'autre part, l'étude de l'influence du pE sur la saturation
en fer des apotransferrines montre que la lactotransferrine est capa-
ble de fixer dans un tampon citrate de faible force ionique spécifi-
guement un seul ion Fe3+ entre pH 4,6 et 6,2 sur le site "acido-
labile". Dans ces mémes conditions, le complexe fer - sérotransferrine

est entiérement dissocié.

3. Nous avons tiré partie de la différence de stabilité
des deux sites métalliques de la lactotransferrine pour essayer de

localiser chacun d'entre eux sur la chalne polypeptidique.

L'action de différents enzymes protéolytigques sur la lacto-
transferrine fixant un seul ion métalligue, soit sur le site "acido-
stable", soit sur le site "acido-labile", nous a ainsi permis d'isoler
huit fragments glycopeptidiques gardant chacun la propriété de fixer
un seul ion Fe3+. Deux de ces fragments : C-pepsine et N-papaine,
ont été obtenus avec un degré de pureté suffisant pour entreprendre
l'étude de leurs propriétés physicochimiques. Les fragments peptidi-

3+

ques fixant 1'ion Fe sur le site "acido-stable" ont un comportement

électrophorétique acide et sont identifiés & l'extrémité C-terminale
de la chaine peptidique de la lactotransferrine. Les fragments pep-
tidiques fixant le métal sur le site "acido~labile"” ont un comporte-

ment électrophorétigue basigque et sont identifiés & une région pep-—

tidique localisée dans la portion N-terminale de la glycoprotéine.

Ces résultats et ceux obtenus par différents auteurs sur
les 3 classes de transferrine, en particulier par 1l'équipe de Birbeck

College par diffraction des RX sur la sérotransferrine de Lapin,
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permettent d'envisager gque la molécule de la lactotransferrine est

organisée en au moins deux domaines.

La connaissance de la séquence peptidique covalente étant
indispensable & la compréhension de la conformation globale de la
molécule et de son activité biolegique, nous l'avons abordée en
isolant par coupure des liaisons méthionyles et aprés rupture des
ponts disulfures sept fragments peptidiques : FI, FII, FIII, FIV,
F'V, FVI et FVII. Deux de ces fragments : FI et FII, sont de nature
glycopeptidique.

La détermination des séquences des sept fragments par le
groupe du Professeur JOLLES a permis d'établir qu'il existe de nom-
breuses analogies structurales entre les chaines peptidiques de la
lactotransferrine, de la sérotransferrine humaines et de 1'ovotrans-

ferrine du blanc d'oceuf de Poule.

La connaissance de ces séguences, ainsi gue l'isolement

des fragments BrCN & partir des fragments C-pepsine et N-papaine

ont permis de réenchalner six de ces fragments.

L'analyse comparée des chaines peptidiques de la lacto-
transferrine et de la sérotransferrine nous a conduit aux remarques

suivantes

- La chaine polypeptidigque de ces deux protéines résulte-

rait de la duplication d'un géne ancestral.

- La lactotransferrine posséde un glycanne sur chague do-
maine alors que, dans le cas de la sérotransferrine, les deux glycan-

nes sont localisés dans le domaine C-terminal.

La lactotransferrine posséde dans le domaine C-terminal
une ségquence peptidique Asn-X-Ser non glycosylée malgré sa position
dans un coude B. Cette séguence posséde un homologue glycosylé dans

la sérotransferrine.

L'ensemble des résultats obtenus pour permet de proposer
un schéma de la conformation de la lactotransferrine. Selon ce
schéma, la lactotransferrine serait organisée en deux domaines
. le domaine C-terminal qui a un caractére acide et
est trés résistant & la dénaturation ; il posséde un glycanne et un
site de glycosylation non glycosylé. Le site métallique de ce domaine

est interne, inaccessible au diéthyl pyrocarbonate et coordine un
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ion cuivrique par l'intermédiaire d'un seul noyau azoté.

. le domaine N-terminal qui 2 un comportement basique,
posséde un glycanne. Le site métallique de ce domaine sensible &
l'action des ions phosphates est détruit par le diéthyl pyrocarbenate,

réactif spécifique des résidus d'histidine.

Les différences mises en évidence au niveau de la conforma-
tion et au niveau de la structure des sites de fixation du métal
“entre la lactotransferrine et la sérotransferrine permettent d'ex-
pliquer dans une certaine mesure les spécificités de reconnaissance
des deux molécules par des récepteurs membranaires de l'entérocyte

et du réticulocyte.
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APPENDICE TECHNIQUE




1 - PREPARATION DES TRANSFERRINES

A -~ PREPARATION DE L2 LACTOTRANSFERRINE HUMAINE

1 - INTRODUCTION

MONTREUIL et MULLET (1), MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (2)
ont décrit dés 1960 le premier procédé de préparation de la lacto-
transferrine humaine, par la suite ce procédé a été amé€lioré au labo-
ratoire par MONTREUIL, ANTONY et al. (3) puis modifié par MONTREUIL,
SPIK et al. (4) puis SPIK (5). D'autres méthodes ont été proposées par
JOHANSSON (6), BLANC et ISLIKER (7), GOT (8), MASSON et HEREMANS (9)
JOHANSSON  (10) puis MALMQUIST et JOHANSSON (11). Toutes ces méthodes
utilisent un fractionnement du lactosérum par précipitation, seoit au
sulfate d'ammonium, soit au rivanol, soit & l'éthanol: suivi par une
chromatographie d'échange d'ions. Plus récemment, HAUPT et BAUDNER
(12) , LONNERDAL et al. (13), BLACKERG et al. (14) ont proposé des
méthodes de fractionnement directement par chromatographie d'affiniteé

du lactosérum.

Actuellement au laboratoire, nous utilisons une méthode
dérivée de celle mise au point par CHERON et al. (15) pour la pré-

. paration industrielle de la lactotransferrine bovine.

2 - PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE NATIVE

a - Préparation du lactosérum

Le lait humain est délipidé par centrifugation pendant
45 mn & 20 000 g dans un "rotor batch" puis est dialysé & 4°C contre
de l'eau distillée. Aprés troié jours de dialyse, le lactosérum
est amené & pH 4,6 par addition de HCl 0,1 N ; aprés un repos de
24 h, la caséine précipitée est éliminée par centrifugation &

20 000 g pendant 45 mn.



b -~ Chromatographie du lactosérum

Le lactosérum (6 1) est chromatographié a 4°C sur une
colonne de SP-Séphadex (8 x 40 cm) stabilisée dans de l'acétate de
sodium 0,22 M. La colonne est ensuite lavée par 6 1 d'acétate de
sodium 0,22 M, par de l'acétate de sodium 0,4 M puis la lactotrans-
ferrine est éluée par de l'acétate de sodium 0,5 M. La lactotrans-
ferrine est dialysée 3 jours contre de l'eau distillée puis lyophi-

lisée.

¢ - Purification de la lactotransferrine

‘ La lactotransferrine est purifiée par chromatographie
d'échange d'ions sur une colonne de SP-Séphadex (5 x 40 cm) stabi-
lisée dans l'acétate de sodium 0,22 M. Elle est &luée par de

l'acétate de sodium 0,4 M.

Le rendement pondéral est de 1 g de lactotransferrine
par litre de lactosérum. Le taux de saturation de la lactotransfer-
rine native est voisin de 30 p 100, de la lactotransferrine obtenue

aprés saturation en fer du lactosérum est de 80 p 100.

d - Préparation de l'apolactotransferrine

La lactotransferrine native est dissoute dans un tampon
formiate de sodium 0,2 WM, phosphate de sodium 0,2 M, E.D.T.A. 40 mM
PH 4 pour obtenir une concentration maximale de 0,5 p 100. Aprés
une incubation de 24 h, la solution est dialysée 3 jours contre de

l'eau distillée.

B -~ PREPARATION DES TRANSFERRINES SATUREES EN METAL

1 - FIXATION DU FER

a - Méthode de AZARI et BAUGH (16)

Y

La protéine est dissoute & raison de 0,5 & 20 mg / ml
dans un tampon acétate-bicarbonate de sodium O,1 M pH 8,6. Le fer
est additionné sous forme de citrate ferxique préparé en dissolvant
260 mg de FeCly (6H0)dans 100 ml de tampon citrate-bicarbonate de
sodium O,1 M pH 8,6. La fixation des ions Fel est réalisée en addi-

tionnant de 1,25 & 50ul de la solution de citrate ferrigue (60 ugFe/100

ul)



par ml de la solution d'apoprotéine. L'incubation & température

ambiante est d'au moins 3 h.

b - Méthode & 1l'acide nitrilotriacétique (N.T.A.)

bDans ce cas la protéine est dissoute dans un tampon

Tris/BCl O,1 M, bicarbonate de sodium 0,05 M pE 7,5. Le complexe

-+
Fe3” est réalisé de la maniére suivante :
Solution A : Solution d'acide nitrilotriacétique 1,005 mg
NaOH 63 mg g.s.p. 1,5 ml Hpo

Solution B : FeCljy (gH20) 7,14 ug/ml
Solution C : 15 Vde A + 10V de B

La saturation de 10 mg de protéine est réalisée en addition-

nant 25 ul de la solution C.

2 - FIXATION DU CUIVRE

L'apoprotéine (25 mg) est dissoute dans 2,5 ml de tampon TRIS/
HCl 0,1 M=bicarbonate de sodium 0,05 M pH 8,2. La solution de protéine est
dessalée dans le méme tampon pour éliminer toutes les traces 4'E.D.T.A.

puis 3,5 ul d'une solution de CuCl, 0,2 M pH 8,2 sont additionnés.

3 - ELIMINATION DES PRODUITS EN EXCES

Apres incubation,les protéines saturées sont séparées
du métal en excés par chromatographie de tamisage moléculaire
sur Séphadex - G,5 ou par chromatographie d'échange d'ions sur
DOWEX 2 X 8 ("200-300" mesh" Cl~ stabilisée dans le tampon d'uti-

lisation.

I1 = MILIEUX D’ INCUBATION

Nous avons utilisé deux milieux d'incubation suivant le

type de cellules étudiées.

A - MILIEU -D'INCUBATION DES RETICULOCYTES

Nous avons utilisé le milieu de HANKS et al. (17) dont la

composition donnée en grammes de sel par litre de solution est la




suivante : NaCl (8), KCl (O,4) CaCl; (0O,14) MgSOy(78,0) (0,20)
NazPOg(lzﬂzO) (0,12) K HZPOQ(HZO) (0,06), NaHCO3(O,35) Glucose
(1); le pH est pH 7,35.

B - MILIEU D'INCUBATION DES ENTEROCYTES

Nous avons utilisé le milieu 288 milliosmolaire mis au
point par COX et PETERS (18) : Hépés : (3,78), NaCl (7,318) RCl1 (0O,26)
CaCl, (0,11) MgsO, (7H20) 2,46, Glucose (1,8),6le pH est de 7,4.

[IT - MODIFICATIONS CHIMIQUES

A - COUPURE DES PONTS DISULFURES

1 - OXYDATION PERFORMIQUE

L'oxydation performique a été réalisée selon la technique
de HIRS (19).

L'acide performique est préparé en additionnant & 5 ml
d'eau oxygénée, 45 ml d'acide formigue concentré. La solution est
laissée au repos 2 h & la température ambiante, puis 15 mn & -~ 10°C.
A la protéine (lg), dissoute dans 25 ml d'acide formigue concentré
et 5 ml de méthanol, nous ajoutons lentement sous agitation a + 4°C
50 ml d'acide performique. La réaction se poursuit pendant 2 h 30

. & 4°C et & l'obscuritsé.

La réaction est ensuite arrétée par addition de 800 ml

d'eau refroidie a 4°C, puis la solution est lyophilisée.

Z - REDUCTION ET ALKYLATION

a - Réduction

La réduction est effectuée suivant le procédé de CRESTFIELD
MOORE et STEIN (20) :

- la protéine (1 g) disscute dans 50 ml de tampon Tris-O,1 M
de pH 8,2 renfermant de 1'E.D.T.A. 0,03 M et l'urée 8 M est soumise
& l'action du 2-mercaptoéthanol (2,3 ml, soit 30 mM). La réaction se
poursuit pendant 3 h & l'abri de la lumiére et sous azote débarrassé

de son oxygéne par passage dans une solution de pyrogallol & 1 p 100.



b - Alkylation

Les groupements thiol libérés sont stabilisés par alky-
lation avec l'iodacétamide. Une guantité de 50 mM d'iodacétamide
est ajoutée & la solution, la réaction s'effectue & pH 8,2 jusqu'a

ce que le test au nitroprussiate soit négatif.

Le réactif au nitroprussiate est obtenu par addition ex-
temporanée de 1 volume d'ammoniagque 4 N et de 1 volume de nitroprus-
siate &8 2 p 100 dans l'eau, il vire au rouge violacé en présence de

groupements thiols libres.

Aprés 15 mn d'incubation, la solution est additionnée de
1 ml de 2-mercaptoéthanocl. Les sels sont éliminés par chromatogra-
phie de tamisage moléculaire sur une colonne de Séphadex Gps (3 x 80 cm)
stabilisée dans l'acide acétique 10 p 100. Le débit de la colonne

est de 24 ml/h, les fractions recueillies sont de 8 ml.

B - COUPURE DES LIAISONS METHIONYLES PAR LE BROMURE DE CYANOGENE

1 - PRINCIPE

CAHOURS (21) puis BRAUN et ENGELBERTZ (22) ont décrit les
premiers l'action du bromure de cyanogéne sur les liaisons thioéthers
et sur les sulfures. GROSS et al. (23) ont démontré la possibilité
de coupure des liaisons peptidigques au niveau de la méthionine par
l'action du brdhure de cyanogéne avec la conversion de la méthionine

en homosérine ou sa lactone.

Tous les fragments d'une chaine polypeptidigue, aprés
rupture par le bromure de cyanogéne, possédent un résidu d'homosérine
ou homosérine lactone en position C~terminale, & l'exception du

fragment C-terminal de la protéine.

NHy Met-X COOH

Br CN

NH», Hse~ X COOH

Lorsqu'il existe des séquences répétitives du genre :

X-Met-Met-Y, il y a libération des fragments X~Hse et Y et d'homosérine




(homosérine lactone) libre. Il est & noter, en outre, gue la réaction

n'a pas lieu sur les résidus de méthionine oxydés.

Z - MECANISME DE LA REACTION

En milieu acide, la fonction thio-méthyl de la méthionine
polarise le bromure de cyanogéne en Br T oN * ce qui permet la for-
mation d'un bromure de cyanosulfonium gqui se scinde en méthylthio-
cyanate et en bromhydrate d'immunolactone d'homosérine. Ce dernier
se décompose et libére d'un cdté la lactone d'homosérine et de
l'autre un peptide ayant comme acide aminé N-terminal 1l'acide

aminé lié primitivement & la méthionine. Le mécanisme de la réaction

est décrit dans la figure 1 (p 7).

lorsque la méthionine est liée & un acide aminé hydroxylé,

la réaction est plus lente et la coupure ne s'effectue qu'a 50 p
100. On peut expliquer ce mauvais rendement (HAN) (24) par le fait
que la fonction hydroxylée de ia sérine ou de la thréonine réagit
avec le bromure d'iminolactone pour former un cycle oxazolidine
gqui peut évoluer comme le montre la figure 2 (p 8) de deux maniéres
différentes

! - Transformation de la méthionine en homosérine
sans coupure de la chaine peptidique.

2 - Transformation en homosérine avec rupture mais

4 une vitesse beaucoup plus lente.

La méthode originale décrite par GROSS et WITKOP (25)
s'opére en milieu HC1l O,1 N. Dans ces conditions, la réaction est
guantitative & 30°C, mais conduit d'aprés HOFMAN (26) & des coupures
secondaires, gui donnent naissance & des peptides ayant la leucine
en position N-terminale. En milieu acide, le BrCN peut attagquer
lentement la cystéine par son groupement thiol sans couper la
liaison peptidigque. STEERS et al. (27) ont remplacé le milieu
HCl O,1 N par de l'acide formique 70 p 100, ce qui permet une réac-

tion compléte, méme & 25°C, sans réaction secondaire.

3 - MODE OPERATUIRE

L'action du bromure de cyanogéne sur l'apolactotransferrine
a été réalisée dans des conditions inspirées de celles de STEERS
et al. (28).
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A une solution d'apolactotransferrine 4 1 p 100 dans de
l'acidé formique & 70 p 100, on ajoute une quantité de bromure de

cyanogéne 200 fois supérieure & la quantité théorigue.

Le mélange, placé a l'obscurité et & 25°C, est soumis &
une agitation douce pendant 48 heures. La réaction est arrétée par
addition de 10 volumes d'eau glacée ; les produits de dégradation
du bromure de cyanogéne sont ensuite éliminés par évaporation &
1'évaporateur rotatif ou par lyophilisation. La cinétigue de rupture
des liaisons méthionyles a été suivie par l'étude de la modification
de la méthionine en homosérine & l'auto-analyseur Beckman aprés hydro-
lyse de lactotransferrine et décyclisation de 1l'homosérine lactone

par la méthode de AMBLER (29).

4 - FRACTIONNEMENT SUR COLONNE DE BIOGEL Piqq

" La lactotransferrine traitée au BrCN est chromatographiée
sur colonne de Biogel-Pygq (5 x 100 cm) stabilisée dans l'acide for-
migue O,1 M avec un débit de 35 ml/h, les fractions recueillies sont
de 17,5 ml. Le diagramme 4'élution représeaté dans la figure 3 (p 10 )

montre la présence de quatre fractions A.B.C.D.

La fraction A représente 5 p 100 du poids total de la lacto-
transferrine traitée au BrCN, cette fraction est éluée au volume mort
de la colonne ; aprés solubilisation et recyclage de cette fraction
sur colonne de Biogel-P15q dans les mémes conditions on obtient un
diagramme d'élution identigque 3 celui obtenu & partir de la lacto-~-
transferrine totale, traitée au BrCN. La fraction A peut donc étre
considérée comme formée d'aggrégats, cette fraction a été éliminée

par la suite.

‘La fracﬁion B représente 10 p 100 de la lactotransferrine
traitée au BrCN. Cette fraction se révéle homogéne en gel de poly-
acrylamide. La bande protéique obtenue posséde une vitesse de mi-

gration trés voisine de celle de la lactotransferrine totale.

Aprés rupture des ponts disulfures par oxydation performi-
gue, la fraction B se dissocie en gel de polyacrylamide en 6 frag-

ments peptidiques.

La dansylation de la fraction B permet'l‘identification

des mémes dansyls amino-acides que ceux obtenus & partir de la lacto-
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transferrine totale traitée au BrCN & l'exception du dansyl-sérine
qui a disparu de la fraction B correspond & de la lactotransferrine

partiellement coupée par le BrCN.

La fraction C représente la fraction majeure de la lacto-
transferrine traitée par le BrCN, soit 70 p 100. En gel de polya~
crylamide, cette fraction C migre sous forme d'une seule bande pro-
téique qui correspond & la bande B II obtenue & partir de la lacto-

transferrine totale traitée au Br CN.

La dansylation de cette fraction C conduit & l'identifi-
cation de tous les dansyls amino-acides présents dans la lactotrans-
ferrine totale traitée au BrCN 3 l'exception du dansyl-alanine gque

nous retrouverons dans la fraction D.

Aprés rupture des ponts disulfures par oxydation perfor-
migque, la fraction C se dissocie, en gel de polyacrylamide, en trois
fragments peptidiques, d'une masse moléculaire approximative de

10 &8 13 000 ; 18 & 20 000 et de 25 000.

L'analyse des acide aminés N-terminaux montre que la frac-
tion C est constituée d'au moins 6 fragments peptidiques reliés par
des ponts disulfures, seuls trois d'entre eux sont identifiés en gel

de polyacrylamide.

La fraction D correspond &4 2 p 100 de la fraction de lacto-
transferrine traitée au BrCN. Cette fraction posséde une masse molécu-
laire trés faible ; ceci explique son élution au volume total de la
colonne de Biogel et l'absence de révélation par le bleu de Coomassie

en gel de polyacrylamide.

La pureté de la fraction a été étudiée par. électrophorése
sur papier dans le tampon de MICHL (30) & pH 3,9 et par la méthode
de dansylation de HARTLEY (31).

Les résultats obtenus montrent que la fraction D donne,
dans la zone neutre,une tache majeure révélée au réactif & la nin-
hydrine aprés &lectrophorése sur papier. L'identification d'un seul
dansylamino-acide correspondant & l'alanine confirme l1'homogénéité

de cette fraction qui a été appelée, par la suite, fragment FVII.
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C - CARBETHOXYLATION

1 - PRINCIPE

Le diéthyl-pyrocarbonate réagit spécifiquement sur les

résidus d'histidine (OVADI et al.) (32) & pH 6,1 en donnant forma-

tion & la carbéthoxy-histidine suivant le schéma :

(:gk*§'()"<:§?(> . f===75-(:fiffi::—<:()()f1
C,H-0-CO N/ 2

l

0 = mg?HCOOH

/,

C,H:O-C_§ N NH, + C,H;OH+H,CO,
7

Z - MODE OPERATOIRE

Nous avons travaillé sur des protéines dissoutes & une
concentration voisine de 10 mM (0,7 & ! mg/ml) dans un tampon phos-
phate de sodium 0,1 M, chlorure de potassium 0,05 Mp H 6,1 ou 7,3
selon la technigque de OVADI et al. (33). Le diéthyl pyrocarbonate de

densité d =1,12 est additionné pour une concentration finale de O

4 30 mM. Pour les faibles concentrations en réactif, le diéthyl
pyrocarbonate est extemporanément dilué dans de l'éthanol absolu,
de telle maniére que la concentration finale en alcool soit toujours

inférieure 4 2 p 100.

D - MARQUAGES RADIOACTIFS DES TRANSFERRINES

] - MARQUAGE AU S9%Fe

Le marquage au 59%e se fait en introduisant extemporanément
dans la solution de AZARI et BAUGH (34) 2 p 100 de °>%Fe Clj
(BC1l, O, 4N, 5! mCi/mg, imCi/ml, AMERSHAM - GRANDE-BRETAGNE). La
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quantité d'HCl additionnée est neutralisée par addition de soude

0,1 N.

2 - MARQUAGE A 1257

Nous avons utilisé la méthode & la chloramine T de HUNTER
et GREENWOOD (35).

a -~ Reéactifs

A. 12512 sans entraineur 2mCi dilué par 1 ml de NaBCO3 20mM
B. Transferrine 0,14 uM dans 1,2 ml NaHCOj 6,2 M

C. NaI 7mM dans NaHCO3 0,2 M

D. Chloramine T ! mg/ml NaHCO3 0,2 M

E. Métabisulfite de sodium ! mg/Ml dans NaHCO; 0,2 M.

b - Mode opératoire

On additionne rapidement dans B, 50 ul A, 20 ul C, 100 ul D,
aprés 10 s & 4°C on ajoute 100 ul E.

La protéine iodinée est dessalée sur colonne de Sephadex

Gys stabilisée dans le tampon d'utilisation.

IV = ANALYSE CHIMIQUE

A - DOSAGE DES METAUX

1 - DOSAGE DU FER

Le fer est dosé sous forme ferreuse par la sulfobathophé-
nanthroline selon la méthode de PETERSON (36), TRINDER (37) modifiée
par SPIK (39). '

a - Réactifs

A. Acide ascorbique : 1 p 100 dans HCl 2 N (extemporanément)
B. Acide trichloroacétique 20 p 100

C. Acétate d'ammonium 50 p 100

D. sulfobathophénanthroline 10 mg/20 ml Hy0
E. Solution titrée de fer 12 ug/ml
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b - Dosage

A une quantité de 0,4 ml de solution de protéine contenant
4,8 pg de fer sont additionnés 0,4 ml de A et 0,4 ml de B. Apreés
30 mn &'incubation & 37°C, le précipité est centrifugé puis 0,3 ml
du surnageant sont prélevés puis 0,9 ml d'H,0 et 0,150 ml de C et

0,150 ml de D sont additionnés. La lecture est effectuée & 535 nm.

Z - DOSAGE DU CUTVRE

Le cuivre est dosé par la méthode de PETERSON et al. (39)

a - Réactifs

A. Acide trichloroacétique 20 p 100

B. Acide chlorhydrique 2 N.

C. Phosphate tripotassique saturé

D. Phénolphtaléine O,1 p 100 HO

E. Témoin de Cu2+ : 0,3928 g Cu So, (gHp0) gsp 1 1.

b -~ Dosage

A 1 ml de la solution de protéine sont additionnés : 0,7 ml
de B puis aprés 10 mn d'attente 1 ml de A. Le précipité est éliminé
par centrifugation et 2 ml du surnageant sont prélevés et 2 gouttes
de phénol phtaléine, 1,5 ml de C (pH 8-8,2) x ml de B (pour obtenir
un pH de 7,5-7,9), 0,2 ml E sont additionnés. Le volume de la solu-

tion est ajusté & 3,5 ml. La lecture se fait & 600 nm avant 60 mn.

B - ANALYSE DE LA COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES

Nous avons analysé la composition molaire en monosaccharide
aprés méthanolyse et chromatographie en phase gazeuse des méthyls gly-

cosides trifluoro-acétyles selon le procédé de ZANETTA et al. (41).

I - METHANOLYSE

Un échantillon de glycoprotéine contenant de 300 & 500 ug
d'oses totaux est préalablement lavé par des mélanges binaires de
CHC13/CH3O0H dans les rapports 2 : 1, puis 1 : 2 et enfin par du
méthanol seul. Le produit ainsi traité est additionné de 50 ug de

méso~inositol (témoin interne) puis lyophilisé et placé en dessic-
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cation sur anhydride phosphorigque. Le résidu est repris par 2 ml de
méthanol chlorydrique (0,5 N ou 1,5 N en acide chlorhydrique) et placé
a4 80°C pendant 24 h. Le méthanolysat est refroidi puis séché sous

courant d'azote.

2 - TRIFLUORO-ACETYLATION

Le résidu est repris par 100 ul de mélange dichlorométhane
anhydride trifluorocacétique (v/v). La trifluoroacétylation est ef-
fectuée & 150°C pendant 5 mn. La solution refroidie est préte 2

l'analyse en chromatographie en phase gazeuse.

3 - CONDITIONS DE LA CHROMATOGRAPHIE

Les O-méthyl-glycosides trifluoracétylés des monosacchari-
des neutres, des N-acétylosamines et de 1l'acide N-acétyl-neuraminique
sont chromatographiés sur colonne (300 x 0,3 cm en verre) de Varaport
30 4 5 p 100 (p/p) de silicone OV 210 & la température programmée
de 110° & 210° (1° par mn) avec un débit de gaz vecteur azote de 7,5 ml/

mn.

C - ANALYSE DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX

] - REACTION DE DANSYLATION

Nous avons utilisé deux technigques de dansylation suivant

la masse moléculaire des peptides.

=

a - Peptides de masse moléculaire supérieure & 10 000Q.

Nous avons appliqué la méthode de GROS et LABOUESSE (41)
modifiée par PERCY et BUCHWALD (42).

Une qguantité de 5 nM de peptides est dissoute dans 500 ul
d'urée 8 M, la solution est tamponnée par 150 ul de bicarbonate de
sodium 0,2 M pH 9,2, puis 200 ul de diméthyl formamide et 5 mg de
chlorure dansyl 3iissous dans 100 ul d'acétonitrile sont ajoutés.

La réaction se poursuit pendant 1 h & 37°C.

lLa protéine dansylée est ensuite précipitée;pai 1'ACTA
4 10 p 100 & 4°C, puis lavée par de 1'acétone pour éliminer l'excés

de chlorure dansyl. Le précipité est enfin hydrolysé par de 1'HC1
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5,6 N pendant 8 h 4 18 h &4 105°.

b - Peptides de masse moléculaire inférieure & 10 000.

Nous avons utilisé la techniqﬁe de HARTLEY (43).

1 &8 5 nn de peptides sont dissoutes dans 10 ul de bicar-
bonate de sodium 0,2 M, pE 9,2 puis 10 ul d'une solution de chlorure
de dansyl & 2,5 mg par ml d'acétone "pH 9,8" sont additionnés. La
réaction dure ! h & 37°C. La solution. est séchée sous excicateur
contre NaOH puis le précipité est hydrolysé dans les conditions

décrites précédemment.

Z - CHROMATOGRAPHIE DES ACIDES AMINES DANSYLES

L'hydrolysat séché sous vide contre NaOH est chromatogra-
phié sur des plaques de micropolyamide suivant le procédé de WOODS
et WANG (44) et de HARTLEY (45).

Les acides aminés dansylés sont extraits par de l'acétate
d'éthyl saturé en eau, & l'exception de DNS Arg, aDNS Lys, eDNS Lys
et DNS His, qui sont repris dans un mélange acide acétique acétone

dans les rapports 3 : 2.

3 - METHODE D'EDMAN

Le protocole utilisé est celui mis au point par HAN et al.
(45) qui est rapide et qui fournit de bons rendements permettant de

dégrader profondément le glycopeptide.

L'acide aminé sur lequel est fixé le groupement glycannique
ne peut étre décelé, l'acide aminé suivant est parfoié lui aussi dif-
ficilement identifiable. L'identification des PTH amino-acides devient
de nouveau possible & partir de l'acide aminé placé en B de la liai-

son glycosidigque.

a - Réactifs

Les réactifs utilisés de pureté "Sequanal Grade" sont

fournis par la firme PIERCE CHEMICAL SOCIETY.

L'éther éthylique distillé sans peroxyde, renferme
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+1 p 100 de dithiocerythritol.

b - Etape de couplage

1 umole de peptide (2 umoles de glycopeptide) placé dans
1 tube conique r&dé est dissous dans 100 & 300 ul de tampon nPro-
anol/eau/N-allyl-N-N' diméthylamine (15 : 10 : 1,2) (v : v) de pH 9,5
justé par ;'acide trifluoracétique & 10 p 100.

10 ul de phénylisothiocyanate sont ajoutsés.

La réaction est effectuée sous atmosphére d'azote, & 50°C,
andant 40 minutes, avec agitation toutes les 5 minutes. On contrdle
asuite gi la réaction a été réalisée en présence d'un excés de
aenylisothiocyanate, en refroidissant le tube sous un courant d'eau
roide. Le phenylisothiocyanate précipite. En cas contraire, la réac-
ion de couplage doit étre recommencée pendant 20 minutes, en ajoutant

4l de phenylisothiocyanate.

Les phenylthiourées sont alors éliminées en extrayant par
fois 1 ml de benzéne. La phase de couplage est ensuite séchée par
1 courant d'azote. Pour parfaire le séchage, quelgques gouttes a’
sétate d'éthyle sont ajoutées puis évaporées sous azote. Enfin,
2 tube réaction est placé dans un dessiccateur sur P,0g, & 60°C,
ous vide, pendant 30 minutes, afin gue le tube soit rigoureusement

a¢ pour effectuer la réaction de clivage.

¢ - Etape de clivage

150 ul d'acide triflucracétique anhydre sont ajoutés.
orés agitation, la réaction de clivage est effectuée, sous atmos-
aére d'azote, & 50°C, pendant 7 minutes. L'acide trifluorocacétique
st éliminé par un courant d'azote. Il se forme un précipité rosé

>llant aux parois.
La thiazolinone est extraite par 3 fois 2 ml 4d'éther.

Le peptide résiduel est séché sur KOH pendant 30 minutes

vant de commencer un nouveau cycle de dégradation.

d - Etape de conversion

L'extrait éthéré renfermant la thiazolinone est séché.

20 ul d'acide chlorhydrigque N sont ajoutés et la réaction de conver-
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sion est effectuée, sous atmosphére d'azote, & 80°C, pendant 10

minutes.

Le PTH amino-acide formé est extrait par 2 fois 1 ml
d'acétate d'éthyl, séché sous azote et repris par 20 pl d'acétate

d'éthyl en vue de la chromatographie.

e - Identification des PTH-~amino-acides

La chromatographie en couche mince sur gel de silice
60 Fygy de 0,25 mm d'épaisseur est utilisée. Les chromatoplaques
sont fournies par la firme MERCK. Sur ces plagues, des couloirs de

-

1 cm de large sont tracés & la pointe séche. Les PTH-amino-acides

a4 identifier sont déposés en alternance avec des mélanges de témoins

judicieusement composés.

L'identification des PTH-amino-acides détachés des glyco-

peptides étudiés a pu étre résolue gréce & l'utilisation des deux

systémes solvants préparés de la maniére suivante :

Systéme E modifié, Acétate de butyle 87 ml
HAN et al. (47) Eau 3 ml

Aprés agitation et repos pendant une nuit, la phase supé-
rieure est reprise et on y ajoute 4 ml de formamide et 3 ml d'acide’

propionique.

la cuve en verre est saturée aprés cue le mélange ait

été équilibreé pendant 2 heures.

Systéme Hj, EDMAN et al. (48) Chlorure d'éthyléne 60 ml
Acide acétique 14 ml

D - ANALYSE DES ACIDES AMINES C-TERMINAUX

1 - HYDRAZINOLYSE

a - Réaction selon AKOBORI (49)

=

1 uM de protéine desséchée & 105°C pendant 12 h est soumise
& l'action de 200 ﬁl é'hydrazine anhydre & 105°C pendant 6 heures.
L'hydazinolysat est séché dans un excicateur contre H,S0,. Dans ces
conditions, les acides aminés sont dégradés trés facilement et le

pourcentage de récupération des acides aminés témoins est de l'orxdre
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de 30 & 50 p 100. Des acides aminés comme l'acide aspartigue et
la cystine sont presque entiérement détruits, le glycocolle et

la sérine apparaissent comme artéfacts.
Extraction & la benzaldéhyde.

La benzaldéhyde lavée par de la soude puis par de l'eau
distillée, est distillée, puis séchée, en présence de CaCl,. Avant

emploi, la benzaldéhyde est soumise & nouveau & une distillation.

L'hydrazinolysat est extrait 3 & 5 fois par la benzaldéhyde

jusqu'a ce gu'il devienne incolore.

7 - CARBOXYPEPTIDASE B

a - Mode opératoire

La protéine ou le fragment (100 mM) est mise en suspension
dans 0,5 ml de bicarbonate d'ammonium O,1 M. O,1 mM en norleucine.
La carhoxypeptidase est additionnée & raison de 1 E.C. / 100 mM de
substrat. La réaction & 37°C dure 1! h, 2 h et 3 h. Un témoin est

réalisé avec l'enzyme seul et un autre avec le substrat seul.

b - Analyse des acides aminés libérés

Des aliguotes correspondant & 25 nM de protéine sont
prélevées & des temps de 1, 2 et 3 h. La protéine est précipitée
par deux gouttes d'acide acétique, le surnageant recueilli aprés

centrifugation est séché puis analysé & l'auto~analyseur Beckman.

V - DETERMINATION DES MASSES MOLECULAIRES

A - ULTRACENTRIFUGATION A L'EQUILIBRE DE SEDIMENTATION

1 - THEORIE

=

L'ultracentifugation & l'équilibre de sédimentation permet
de calculer la masse moléculaire d'une molécule. Dans des contitions
caractéristiques de la molécule (vitesse et temps de sédimentation)

le flux de sédimentation égalant le flux de diffusion, la relation
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RT 1 dec/dt

M=
1 - vp v cxr

permet de calculer la masse moléculaire

: Volume spécifique partiel de la molécule

v
Y\ . Densité du solvant {g/1)

2T ]
w :——- (tpm) radian/s
&o
: Concentration de la solution
r : Distance & l'axe de rotation.

Z - MODE OPERATOIRE

a - Matériel

Les déterminations ont été réalisées dans une ultracentri-
fugeuse analytique "Beckman" modéle E, équipée du systéme optique
interférentiel de RAYLEIGH en utilisant la méthode &'YPHANTIS (50)
modifiée par CHERVENKA (51).

Les ultracentrifugations sont faites & 20°C, la tempéra-
ture du rotor est régulée par le systéme RITC. Le rotor utilisé est

en titane (réf. AnH) et les cellules sont & double secteur.

b - Détermination des caractéristiques de la sédimentation

Les vitesses de centrifugation varient de 16 000 tpm pour

le fragment FI & 56 000 tpm pour le fragment FIV. Elles sont déter-
minées d'aprés l'équation proposée par CHERVENKA

) 172

tpm = 1,4 x 105 (
M (1-VY)

ol T est la température absolue et M la masse de la molécule.

¢ - Préparation de l'échantillon

Nous avons travaillé sur les peptides en solution dans un
tampon Gu, HCl, 6M, Tris O,1 M, pH 7,5 ou sur les peptides maleylés

dissous dans un tampon Tris~HCl pH 8,5.

Dans les deux cas, l'échantillon est dissous & raison de
0,2 & 0,7 mg par ml de tampon, pulis est dialysé deux jours contre

le méme tampon.
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d - Méthode de calcul

Nous avons utilisé le systéme optique interférentiel de
RAYLEIGH, et appliqué l'équation :
2RT 1 d logc

M =
1 - gty Co? ar?

est la masse moléculaire de la protéine
= 8,313 x 107
273 + © © = température de l'expérience en °C

= Volume spécifique partiel effectif de la protéine dans le

e d b X
"

= solvant
= Densité du solvant
¢ = Concentration de la solution

r = Distance & l'axe de rotation.

Le volume spécifique partiel de chaque peptide a é€té
calculé g'aprés la composition en acides aminés et en monosaccha-
rides suivant la méthode décrite par COHN et EDSALL (52) et SQUIRE
et al. (53)

B - ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE DE SDS
D'APRES LA METHODE DE DAVIS (54)

La fixation du dodécyl sulfate de sodium (SDS) sur une chaine
peptidique confére & celle-ci des charges négatives telles que la mi-
gration électrophorétique anodigue de la protéine ne dépend plus gue
de la longueur de sa chaine peptidique.

1 - REACTIFS

Solutions 1 A : 36,3 g Tris gsp 1 00O ml H,O p H 8,9
1B : 12,1 gTris gsp 1 000 ml H,O pH 6,8
2 A : 48 g d'acrylamide
1,28 g de bisacrylamide gsp 100 ml
3A : 0,5 g de persulfate d'ammonium + 4,5 ml 4°'
ol : Dodécylsulfate de sodium 20 p 100
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Z - MODE OPERATOIRE

a - Gel inférieur

Pour un gel a4 7,5 p 100 : 6,25 ml de 1 A, 7,5 ml de 2 A
et 36 ml d'H,0 sont dégazés puis 37,5 ul de TEMED, 37, 5 ul de
3 A et 250 pl de C sont additionnés.

b - Gel supérieur

-

Le gel de concentration & 5 p 100 est réalisé en addition-
nant 2,5 ml de 1 B, 2 ml de 2 A, 15,4 ml d'eau, 15 ul de TEMED, 150
ul de 3 A et 100 ul de C.

3 - CONDITIONS D'ELECTROPHORESE

a - Préparation de l'échantillon

L'échantillon est dissout dans un tampon dont la compo-
sition est la suivante : SDS (10 p 100}, glycérol (20 p 100) 1 A
(10 p 100), 2- mercaptoéthanol 5 p 100.

b - Electrophorése

L'électrophorése est réalisée dans un tampon Tris 0,025 M

Gly 0,18 M pH B,6 & raison de 8 V/cm.
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