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La découverte de la lactotransferrine dans le lait de femme, 

par Montreuil et aL en 1960 (MONTREUIL et MULLET ( 1) , MONTREUIL, 
TONNELAT et MUUET ( 2 ) )  a ouvert la voie, au laboratoire, à un ensem- 

ble de recherches qui portent, d'une part, sur l'étude structurale 

des transferrines, glycoprotéines impliquées dans le transport du fer 

et, d'autre part, sur la compréhension de divers mécanismes comme 

l'érythropoïèse, l'absorption intestinale du fer et la défense de 

l'organisme contre les agressions virales et hct&riennes, mécanismes 

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

Les premières années qui ont suivi la découverte de la lacto- 

transferrine ont été consacrées à la mise au point de procédés d'isole- 

ment et à l'analyse comparée des propriétés physico-chimiques de la 

chaîne polypeptidique, des grou&ments glycanniques et des sites de 

fixation du fer de la sérotransferrine et de la lactotransferrine 

humaines. Les résultats qui ont été rassemblés dans la thèse de G. 

SPIK ( 3 )  ont permis de démontrer que, malgré les analogies qui exis- 

tent entre les 2 transferrines, la specificité immunochimique de ces 

deux molécules reposait sur des bases physico-chimiques nettement 

distinctes. 

Notre travail, commencé en 1973, fait suite à ces recherches 

et a consisté à 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 chaîne plypeptidique 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 à l'échelle moléculaire la spécificité de reconnaissance 

de la lactotransferrine par des récepteurs membranaires de l'entérocyte 



humain, spécificité de reconnaissance que nous avons été les premiers 

à mettre en évidence. 

Pour réaliser notre travail, qui a fait appel à une expéri- 

mentation d'ordre aussi bien physico-chimique que biologique, 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 LEIOSTE. 

Les résultats que nous avons obtenus ont permis de préciser, 

sur des bases moléculaires, la nature des ressemblances et des diffé- 

rences que présentent les deux transferrines. Ils marquent la troi- 

sième étape dans l'étude des transferrines entreprise au laboratoire 

et constituent un nouveau point de départ de recherches qui devraient 

conduire à la connaissance des structures secondaire et tertiaire de 

ces molécules ainsi qu'à 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 cyanogène 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, F'EBS-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 
çseztral studies of hurnan serotransferrin and lactotransferrin. 

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



6  - G .  SPIK et J. MAZURIER - Comparative structural and conformational 
studies of polypeptide chain, carbohydrate moiety and binding sites 

af human serotransferrin and lactotransferrin. Proc. 3th Int. Conf. 

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

7 - J. MAZURIER, J.M. LWOSTE, 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 - 
8 - A. CHERON, J. MAZURIER and B. FOURNET - Fractionnement chromatogra- 

phique et études sur la microhétérogénéité de la lactotransferrine 

de Vache préparée par un procédé original. C.R. Acad. Sci. Paris, 

9 - T.M. COX, J. MAZURIERI G. SPIK, J. MONTREUIL and T. J. PETERS - 
Iron binding proteins and influx of iron across the duodenal brush 

border. Evidence for specific lactotransferrin receptors in the 

human intestine. Biochim. Biophys. Acta ,  1979, 588, 120-128 - 
10 - J. MAZURIER and G. SPIK - Comparative study of the iron binding 

properties of human transferrins : 1. Complete and sequential iron 

saturation and àesaturation of the lactotransferrin. Biochim. 

Biophys. Acta, 19801 6 2 9 ,  399-408 

En outre, nous avons publié, en collaboration avec le groupe 

du Professeur P.SOLLESI les mémoires suivants relatifs à la structure 

primaire de la lactotransferrine humaine : 

1 - J. JOLLES, J. MAZURIER, M.H. BOUTIGUE, G. SPIK, J. MONTREUIL and 

P. JOLLES - The N-terminal sequence of human lactotransferrin : 
its close homology with the amino-terminal regions of other trans- 

ferrins. FEBS-Letters, 1976, 69, 27-31 - 



2 - M - H .  METZ-BOUTIGUE, J- JOUES, J. MAZURIER, G. SPIK, J. MONTREUIL 

and P. JOUES - Structural studies concerning human lactotransferrin : 
its relatedness with human serum tracsferrin and evidence for inter- 

na1 homology. Biochimie, 1978, 6 0 1  557-561 

3 - M.H. METZ-BOUTIGUE, J. JOLLES and P. JOUES and J. MAZURIER, G. SPIK 

and 3. MONTREUIL - The glycopeptides of human lactotransferrin : 
aminoacid sequence, location and phylogenetic aspects. Biochim. 

Biophys. Acta, 1980, - 622, 308-314 



Ce chapître précède l'exposé de nos travaux personnels. Il 

est essentiellement consacré aux formes biologiques du fer, à leurs 

propriétés physico-chimiques, à leur métabolisme et à leur rôle dans 

1 'organisme. 

1 - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DU FER 

Le fer est un métal de la première série de transition qui 

possède le numéro atomique A = 26, ce qui lui donne la formule électro- 

nique 1s2 2s2 zp6 3s2 3p6 4s2 3d6. 11 est compris entre le manganèse 
et le cobalt. Ses propriétés chimiques sont voisines de celles du cobalt. 

Ses degrés d'oxydation peuvent varier de - 2 A + 6, mais les plus fré- 
quents 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 possèdent une période, respec- 

tivement de 8 hl 9 mn, 3 mn, 45 j., 105 ans et 100 mn. 

Nous avons résumé dans le tableau 1 (p 6) les principales 

propriétés physiques du fer. 

B - STRUCTURE CHIMIQUE E T  STEï?EOCHIMIQüE 

Les 5 orbitales 3d des ions ferreux et ferriques sont res- 

pectivement occupées comme le montre le schéma ci-dessous : 

Fe2+ Fe '+ 
par 4 et 5 électrons célibataires. 



TABLEAU 1 

PRINCIPALES PROPRIETES PHYSIQUES DU FER 

L 

Masse atomique 55,847 f 0,003 

Masse voluniique à 2S°C 7,87 g / cm3 

Volume spécifique à 2S°C 0,12701 cm3 / g 
O 

Rayon covalent 1,17 A 

O 

Rayon atomique 1,26 A 

2+ 
O 

Rayon ionique Fe 0,76 A 

~e 3' 
O 

0,64 A 

i 



Deux é t a t s  san t  possibles : haut spin e t  bas spin,  comme nous 

l e  montrons pour l e  cas  de Fe3+ dans l e  système octahédral, dans l e  

schéma suivant : 

Orbi t a l e s  

3d 

Haut spin Bas spin 

Un changement d ' é t a t  de spin a de.profondes conséquences s u r  

l e s  propr ié tés  magnétiques e t  l a  stéréochimie dgs ligands. 

La symétrie peut ê t r e  octahédrale ou té t rahédrale  comme nous 

l e  montrons dans l a  f igure  1 (p 8 ) .  

D'autres symétries sont  connues, comme l e s  symétries t é t ra -  

gonale e t  pyramidale carrée .  

Dans l e  cas des bas spins,  l e s  ions  F ~ Z "  e t  ~ e ~ +  sont  hexa- 

coordonnées, dans une symétrie octahédrale, avec des l i a i sons  formant 

des angles de 90°, c e t t e  disposi t ion é t a n t  favorisée par des orbita-  

l e s  d l i b r e s .  

Dans l e  cas des hauts spins ,  tou tes  l e s  o rb i t a l e s  d sont 

par t ie l lement  occupées e t  aucune d i rec t ion  n ' e s t  pr ivi légiée .  La 

stéréochimie dans ce cas  e s t  imposée par l a  nature du ligand ; a ins i  

l e s  p e t i t s  l igands comme H20 favorisent  l a  formation de 6 e t  même de 

4 l i a i s o n s  de coordination. On connait même un système à 7 l i a i sons  : 

il s ' a g i t  du complexe F ~ ~ + - E D T A  

C - COMPLEXATION ET HYDROLYSE 

L' ion ~ e ~ +  e s t  p e t i t  e t  fortement chargé, il a une grande - - 
a f f i n i t é  pour l e s  anions F , CN-, OH , RO-. Ainsi, il déprotonne à pH 

neutre l e s  OH pour l e s  coordiner. Son a f f i n i t é  pour OH e s t  t e l l e  que 

( H z 0 1  $ 'e3+ avec un pKa de 3 e s t  plus acide que 1 ' acide acétique.  



Figure 1 

Symétrie des orbi ta les  du ~ e ~ +  

dans l e  systgme octahédral (1) et l e  système té t rahédral  (II) 



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

tels que (Fe (OH) 1 x ou x peut atteindre 1 003. La polymérisation 
215 

de ces derniers peut être limitée par l'utilisation de l'acide éthy- 
1 lène diamine-tétracétique et l'acide nitrilo-tri-acétique. 

La concentration à l'équilibre de Fe3+ ne peut donc excéder 
-18  

10 M à pH 7 mais peut atteindre 1 M à pH1. 

L m C  la ckonie d e  ~ e ~ *  d pH n-e dépend p i n c L w e m e &  

d e  La na&ae de  ses com@exes et d e  a u  p m d d  d'hqdhoLgse. 

Le F~Z+ est moins polymérisable que Fe3+ et possède un 
-1 

pKa de 7, pour une solubilité de 10 M à pH 7. 

A - REPAFtTITION PONDERALE 

D'après 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 mammifères. L'Homme adulte en contient 4 à 

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 TRANçPORT 

Seul l'hème peut fixer le fer ferreux en présence d'oxygène. 

Les conditions physiologiques de pH et de pression d'oxygène font que 

le fer est toujours oxydé en ~ e ~ + .  Le renouvellement quotidien du fer 
-4  

atteint 30 mg par jour soit 10 M alors que La concentration en Fe 
18 

3+ 

ne peut excéder 10- M. De plus, comme nous 1 'avons décrit précédemment 



TABLEAU I I  

IMPOFti!ANCE PONDERALE DU FER CHEZ L'HOMME 

d ' après FORTH e t  RUMMEL ( 4 

Absorption par 
jour en mg 

1 2  - 15 ( ~ e ~ '  ,pe3+) 

2 - 5  CU^+) 

10 - 15 ( 2 n 2 + )  

Nature du 
mé t a 1  

Fe 

Cu 

Zn 

Quantité 
g / 70 kg 

3,9 - 5 , O  

o1 1 2  - 0,15 

1 , 9  - 2 , O  





page 9 , le ~e~~ s'hydrolyse rapidement pour former des complexes 
insolubles, rapidement inutilisables par l'organisme. Il apparaît 

donc que pour réaliser un pont entre les formes de réserve (pe3-) 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 

En effet, il est actuellement bien démontré que ces glyco- 

protéines possèdent des propriétés communes qui sont résumées dans 

le tableau IV (p 13). 

l Il existe actuellement une polémique sur la nomenclature 

1 des transferrines . Plusieurs auteurs : MASSON et HEREMANS ( 5 )  , AISEN et al. 
(6) et MORGAN (7) réservent le terme de transferrine a la protéine 

2 - LUCALTSATTUN DE LA SERUTRANSFERRINE 

1 

C'est en 1927 que BARKAN (11) démontre que le fer plasma- 

tique est lié à une protéine. La réelle identité de la transferrine 

isolée du sérum. En accord avec MONTREUIL, TOMLAT et MULLET (8) 

SPIK (9) et CHASTEEN (IO), nous utiliserons le terme de transferrine 

pour désigner la famille des transporteurs du fer. Cette famille 

est constituée par : 

- les sérotransferrines isolées pour la première fois 
du sér~mr 

- les lactotransferrines (lactoferrines) isolées 
du lait, 

- les ovotransferrines (ovoferrine ou conalbumine) 
isolées du blanc d'oeuf des Oiseaux. 

n'a été définie qu'à partir de 1940 par les groupes de HOWBERG et 

L A U R E U  ( 12 et de SCHADE et CAROLINE ( 13 . 
La sérotransferrine se trouve essentiellement selon JAGER 

f 14) , BAMBACH ( 15 ) , WOODWORTH et SCHADE ( 16 dans le sang humain à 

une concentration de 2 g par litre. 

Un individu normal possède de 10 à 11 g de transferrine, 



TABLEAU IV 

PROPRIETES COMMUNES A TOUTES LES TRANSFERRINES 

1 - Glycoprotéines monocaténaires de masse moléculaire 
voisine de 80 000 

2 - Fixent réversiblement en deux sites spécifiques 
- 2 atomes de Fe 3 + 

- 2 ions bicarbonate (ou carbonate) 
- développent une coloration rose avec un 
maxirmun d'absorption a 465 nm 

3 - Sont composées de deux domaines structuraux 
possédant chacun un site métallique 

4 - Possèdent de nombreuses homologies dans la struc- 
ture covalente de la partie palypeptique 

5 - Assurent le transport du fer jusqu'à une cellule -- 

cible qu'elles reconnaissent spécifiquement 

6 - Possèdent une activité bactériostatique 



dont 52 à 53 p 100 selon AWAI et BROWN (17) ou 56 à 62 p 100 selon 

KATZ ( 18) sont extravasculaires. 

L' urine (BERGGARD) ( 19) , (FRESNOY et al. (20) , le liquide 
céphalo-rachidien (EWERBECQ) (2 1) , le lait (KANSON) ( 22) , ( HUIDOBROTECEI) 
(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 

quantités variables. De plus de nombreux tissus possèdent de la 

sérotransferrine. Nous avons rassemblé dans le tableau V (p 15) les 

résultats obtenus par MASON et TAYLOR (30) qui montrent d'une manière 

comparative la distribution de la sérotransferrine, de la lactotrans- 

ferrine et de la ferritine, dans différents tissus. 

La lactotransferrine a été découverte et isolée du lait de 

femme par MONTRFIUIL et MUUET (31) , MONTREUIL, TONNELAT et MüUET 

(32) et par JOEUWSSON ( 3 3 ) .  Sa concentration dans le lait humain 

est importante et, comme l'ont démontré MASSON et HEREMANS (341, 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) à 1 à 2 g / 1. 

BISERTE et al. (36) ont identifié les premiers la lacto- 

transferrine dans les expectorations bronchiques ; par la suite, 

LOISILLIERÇ et al. (37 )  et MASSON, HEREMANS et DIVE (38) l'ont carac- 

térisde en quantités variables dans de nombreux milieux de sécrétions : 

sécrétion gastrointestinale, liquide duodénal, mucus utérin, mucus 

nasal, bile hépatique, mucus bronchique, urine. Sa présence dans le 

plasma, où elle existe à un taux compris entre 0,7 et 1,l pg / m l ,  

peut être due selon RÜMKE et al. (39) , à la libération de la lacto- 

transferrine leucocytaire. 

Enfin, MASSON, HEREMANS, SCHONNE et CRABE (40) l'ont mise 

en évidence dans les epithGlia secréteurs de la glande mammaire, du 

tractus respiratoire, des glandes sous maxillaires, des muqueuses 

gastrointestinales et du rein. Certains de ces epithelia sont cspa- 

bles de synthétiser la lactotransferrine : il s'agit de la glande 

mammaire, de la muqueuse rectale, de l'endomètre, de l'endocol, du .. 
rein et des vésicules séminales (HECKMAN et RUMKE) (41 . 



TABLEAU V 

REPARTITION COMPAREE DE LA SEROTRANSFERRINE, DE L A  LACTOTRANSFERRINE 

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

Tissirs Transferrine 1,actotransferrine Ferritine 

Tractus gastrointestinal 

Foie 

Estomac 
Duodénuni 
Vésicule biliaire 

I Glandes endocrinez 

Thyroïde 

Appa r e i 1 uroge-nLLtg 

Rei n 
Utérus 

Glandes exocrines -- 

Tissu mammaire 

Moelle osseuse --- 
Systenie réticulo-endothélial 

flistiocytes 

ff6patocy tes Non Ik5patocytes, cellules de Kupf ler 
flistiocytes 

Cellules pariétales Cellules ii mucus Cellules épithéliales 
Cellules épithéliales ceilules épjthéliales Cellules épithéliales 
Cellules épithéliales Non Non 

Tubules 
Epithélium cervical 

Cellules myoépithéliales 

Cellules pérj.ductulaires 

Non 

Aistiocytes activés 

Non 
Cellules glandulaires 

cervicales 

Cellules acinaires, lait 

Cellules myélofdes 

Non 

Non 

Peau Cellules épidermiques - Nori 

Systeme respiratoire 

Bronches Non Cellules glandulaires 

Epithélium cervical 

Cellules périacinaires 

tlistiocytes 

Histiocytes 

Cellules épidermiques 

Non 



La lactotransferrine est en outre présente, comme l'ont 

démontré MASSON, HEREMANS et SCHOhW (42) par des techniques d'immuno- 

électrophorèse, dans les leucocytes neutrophiles à un taux de 3,4 ug 

par million de leucocytes. Dans les leucocytes, elle est localisée 

dans les granules spécifiques et associée selon LEFFNEU et SPITZNAGEL 

(43) au lysozyme. Cette lactotransferrine leucocytaire est d'après 

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 

7 - LES COMPARTIMENTS DE RESERVE 

Le métabolisme du fer est caractérisé par un échange externe 

limité et par une grande réutilisation du métal à 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- 
tème réticuloendothélial (R-E) des cellules du foie, de la rate et 

de la moelle osseuse, soit le système des cellules du parenchyme 

hépatique (HERSHKO et al. )(46). Le cycle érythrocyte - R-E - plasma 
est unidirectionnel puisqu'il ne peut prélever le fer de la séro- 

transferrine (STF), alors que le cycle hépatique parenchymatew est 

bidirectionnel (COOK et al. l(47) . 
Le fer est stocké sous forme de ferritine dans les deux 

systèmes. 

La ferritine est une protéine soluble dans l'eau, isolée 

pour la première fois par LAUFBERGER en 1937 (48). Elle possède une 

masse moléculaire de 445 000 et est constituée de 24 sous-unités. 

Elle peut fixer jusqu'à 4 500 atomes de fer ferrique. Les études 

de diffraction aux rayons X montrent qu'elle a la forme d'une "coquille 
O O 

creuse" de rayon interne de 37 A et de rayon externe de 6 1  A. Elle 





possède six anneaux, qui permettent le passage de molécules de di- 
O 

mension inférieure à 15 A (HARRISON ) (49) , (HOARE et al.) (50) , conne 
le montre la figure 3 (p 19). Il existe une grande hétérogénéité de 

la ferritine suivant les tissus et les espèces animales analysées. 

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

(511, isolées. 

L'hémosidérine est insoluble et contient plus de fer que la 

ferritine (Mc KAY et al. ) (52, 53) . Normalement 1 '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'hemosidérine est mobilisable par l'organisme avec une efficacité 

beaucoup plus faible que celui de la ferritine ( W I E  et al.) (561, 

(HERSHK0),(57) (MIUAR et al.) (58). 

3 - CAPTURE ET ELlMlNATZON DU FER DE LA FERRlTlNE 

Deux mécanismes sont évoqués pour expliquer la capture du 

fer par la ferritine : le premier proposé, à partir des travaux de 

SPIRO et al. (59) , est que 1' apoferritine piège les micelles de 

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

de fer se forment indépendamment de l'apoferritine. 

Cependant des expériences in vivo montrent que la pre- 

mière étape consécutive à une surcharge en fer est une synthèse de 

ferritine pauvre en fer (DRYSDALE et al.) (61) , ( FINBERG et al .) (62) . 
Ces expériences ont conduit à l'hypothèse de "pénétration" (NIEDERER) 

+ 
(63 1 . En effet, le Fe2 est contrairement au Fe3* rapidement incor- 

poré par la ferritine et la catalyse de F'e2+ 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 ~e~ mais le 

2+ Différents auteurs comme TANAKA (67) , relâche sous forme de Fe . 
GREEN et MAZUR (68) et MAZUR et al. (69,70) suggèrent 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) , (CRTCHTON et al. ) (73) ont évoqué la participa- 
tion d'une enzyme d'oxydo-réduction à NADH-FMN, pour réaliser le 

départ du fer de la ferritine. 





III - PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES TWSFERRINES 

A - MASSE MOLECULAIRE 

La masse moléculaire des transferrines a été déterminée 

par de nombreux auteurs et les résultatsontlongtemps été compris 

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

Des résultats plus récents, obtenus par LEGER, VERBEF3 

et al. (75.) donnent à la sérotransferrine une masse de 75 000 2 

2 000. Ces valeurs sont semblables à celles mesurées par SPIK et 

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

La lactotransferrine possède, quelle que soit la technique 

utilisée, une masse moléculaire sup6rieure à celle de la sérotrans- 

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

B -COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN MONOSACCEARIDES 

NOUS ne citerons que les travaux qui ont été réalisés dans le labo- 

ratoire et qui ont conduit à l'dtablissement de la structure primaire deç 

glycannes des transferrines. La composition centésimale et molaire en mono- 

saccharides de la sérotransferrine humaine a été établie sar MONTREUIL, 

SISERTE et al. (Bo), SPIK (81) et SPIK et MONTREUIL(82) puis SPIKt 

VANDERSYPPE et al. ( 8 3 ) ,  celle de la lactotransferrine humaine par 

SPIK (841, SPIK, VANDERSYPPE et al. (85) et MONTREUIL et SPIK (86) 

et SPIK, STRECXER et al (87). Nous avons rassemblé dans le tableau 

VI1 (p 22) les compositions centésimales et molaires de la sérotrans- 

ferrine humaine, de la lactotransferrine humaine et de l'ovotransfer- 

rine de Poule. Ces résultats montrent que ces trois transferrines 

diffèrent l'une de l'autre par la nature des oses : absence d'acide 

N-acétyl neuraminique et de c~alactose dans l'ovotransferrine, présence 

de fucose dans la lactotransferrine. 

C - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

Les compositions en acides aminés ont été établies au 

laboratoire par MONTREUIL, BISERTE et al. (881, MONTREUIL et al. (89), 

MONTREUIL, SPIK et al. (go), puis SPIK (911, SPIK (92) et MONTREUIL 



TABLEAU V I  

MASSE MOLECULAIRE DE LA SEROTRANSFERRlNE ET 

DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINES 

a BEZKOROVAINYl WELSON et al. ( 93 1 ,  BEZKOROVAINY et RAFELSON ( 94 
BEZKOROVAINY ( 95 1, BEZKOROVAIPlJY et GROHLICH ( 96 1 

b CWLRLWOOD ( 97 ) 
c ROBERTS et al. ( 98 ) 
d MONTREUIL, TONNEUT et MULLET (99 ) 
e SPIK et MONTREUIL (1001, SPIK (101) 
f MANN et al. (102) 
g PALMOUR et al. (103) 
h LEGER, SPIK et al. (104) 
i MONTREUIL, TONNELAT et MULLET (105) 

Lactotransferrine 

95 000 
(i) 

76 700 
(d) 

76 000 
(hl 

75 980 - 80 000 
(h, 1) 

78 100 
(j) 

77 500 
(j) 

89 O00 
(il 

4 

Méthode utilisée 

Constante de sédimentation 

Equilibre de sédimentation 

Tamisage moléculaire 

Electrophorèse en gel de 
polyacrylamide 

Titration du Fer 

Viscosité et sédimentation 

Viscosité 

Diffusion de la lumière 

j LEGER, VERBERT et al. ( 106) 
k SPIK (107) 

Sérotransferrine 

73 800 à 91 000 
(a-e) h 

68 000 à 114 000 
(a-el e-h) 

76 000 à 78 000 
(e-hl 

75 000 à 81 000 
(g-h) 

74 100 à 93 000 
ialc,e) 

74 000 à 79 300 
(fth) 

74 700 à 96 000 
(a,f,h) 

1 

1 MASSON et HEREMANS (1081, QUERINJEAN et al. (109) 



TABLEAU V I  1 

COMPOSITION MOLAIRE ET CENTESIMALE 

EN MONOSACCHARIDES DES TRANSFERRINES 

a JAMIESON (110,111) 

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

c MONTREUIL, TONNELAT et MULLET ( 1 15 ) 

d SPIK, VANDERSYPPE et al. (116) 

e SPIK, FOURNET et MONTREUIL ( 11 7) 

L 

I Ovotransferrine 
de Poule 

e 

O, 85 

1,78 

Lactatransferrine 
humaine 

c d 

319 3,11 

214 2,l 

O, 87 1,22 

10 6 

7 5 

5 3 

13 8 

3 3 

Nature des 
Monosaccharides 

Composition centésimale 

Oses neutres 

N-acétyl-hexosamines 

Acide N-acétyl- 
neuraminique 

Composition molaire 

Galactose 

Mannose 

Fuco se 

N-acetyl-glucosamine 

Acide N-acétyl 
neuraminique 

* 

Sérotransferrine 
humaine 

a b 

216 213 

- 1,98 

1,3 1,43 

4 5 

8 6 

- - 
8 8 

4 3-4 



et SPIK (118)pour la serotransferrine et la lactotransferrine humaine. 

Comme le montre le tableau VI11 (p 24) les compositions sont tres voi- 

sines mais elles diffèrent néanmoins pour certains acides aminés. 

Ainsi, la lactotransferrine possède moins de résidus de cystine et 

près de deux fois plus de résidus d'arginine que les autres trans- 

f errines . 

D - CONCLUSIONS 

Des transferrines de différentes origines ont actuellement 

été analysées, elles possèdent toutes une masse moléculaire et une 

composition en acides aminés voisines, mais elles diffèrent énormé- 

ment par la nature de leurs monosaccharides. 

I V  - RZiDE DES DEW SITES DE FIXATION W FER 

Pour une étude plus approfondie, nous renvoyons aux revues 

générales de CBASTEEN(119), de AISEN et BROWN(120) et aux deux ouvra- 

ges édités par CRICRTON (121)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 après 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 même pas 

définis. Dans sa revue générale, cmSTEEM(125) analyse les nombreux 

problèmes 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 paramètres physiques que 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, dichroîs- 

me circulaire, effet Raman, infrarouge, résonance paramagnétique 

électronique, effet Mossbauer, titration) sont identiques. Seule 



TABLEAU V I 1  1 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE, 

DE LA LACTOTRANSFERRLNE HUMAINE ET DE L'OVOTRANSFERQINE DE POULE 

- 
-- - 

a SPIK (126,1271, MONTREUIL, BISERTE et al. ( 1 2 8 ) ,  MONTIEUIL, SPIK et al. (129)  

b SUTTON et B m W  (130)  

c QUERINJEAN et al. (131) 

d MONTREUIL et SPIK (132) 

e WILLIAMS (133) 

Ovotransferrine 
e 

68 

28 

3 O 

6 5 

30 

48 

5 5 

4 1 

5 2 

1 O 

30 

5 1 

2 1 

29 

- 
4 9 

14 

34 

655 

Nature des 
Acides aminés . 

ASP 

Thi 

Ser 

Glu 

Pro 

G ~ Y  

Ala 

1/2 Cys  

Val 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

TrY 

LYS 

Hi s 

u g  

Total 

Sérotransferr~ne 
a b 

77 7 1 

3 0  25 

4 2 3 5 

62 5 3 

3 3 3 6 

48 46 

55 5 1 

30  3 0  

4 1 40  

5 7-8 

15 14 

58 5 2 

26 24 

2 9 2 7 

7 - 
54 4 9 

17 17 

2 0 2 3 

634 60 1 

Lactotransferrine 
c d 

6 5 7 1 

3 3 3 0  

46 5 4 

6 9 6 2  

3 3 2 6 

49 5 3 

5 6 5 9 

2 6 2 6 

43 3 7 

5 6  

16 14 

5 4 5 4 

20 2 1 

28 3 2 

11 13 

3 9 4 1 

10 10 

38 40 

64 1 649 



la lactotransferrine se différencie des autres par sa grande résis- 

tance vis-à-vis de l'action des protons (MONTREUIL, TONNELAT et MULLET 

( 1341.. 

Jusqu'en 1975, les deux sites ont été considérés comme simi- 

laires et le modèle proposé par WINDLE et al. (135) en 1963 (Fig. 4, 

p 26)  était généralement admis. De récents aavaux dont les nôtres, 

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 sérotransfersine humaine. 

A - PROPRIETES PHYSIQUES GENERALES DES SITES METALLIQUES 

7 - C O N D T T T O N S  DE F T X A T l O N  VU FER 

Les transferrines peuvent fixer deux atomes de fer de manière 

réversible en développant une coloration rouge dont le m a x i m u m  d'ab- 

sorption est centré à 465 nm (LAURELL et INGELMAN) (136) , (AISEN et 
LEIBMAN) (137) r (AASA et al.) (1381, (MONTREUIL, TONNELAT et MUUET) 

(1391, (JOEXANSSON) (140), (SPIK) (141) . 

La fixation de chaque ion métallique nécessite la fixation 

d'un ion bicarbonate (WARNER et WEBER) (1421, (AISEN, AASA et a1.)(143) , 
(MASSON et HEREMANS) (144) et la libération de trois protons (SCHADE, 

REINHAET et al. ) ( 145 1, ( WARNER et WEBER) ( 146 1 , (TELIWISSEN, MASSON 

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

Les transferrines fixent de nombreux ions de métaux de tran- 

sition aussi bien divalents que trivalents, tout comme plusieurs lan- 

thanides : cu2+, Zn2+, vo2+, cr3+, Mni+,  CO^+, Ga3+, %3+, ~r3+, Tb3+, 

 EU^+, N~J+, pr3+, ~d'+ (WINDLE , WIERSEMA et al .) ( 148) , (LUK) ( 149) . 
(WARNER et al-) (150) (CANNON et CHASTEEN) (151) , (iIARRIS, GRAY et al.) 
(152)t(AASA et AISEN) (153),(ZWEIR) (1541, (TEUW~SSEN,MASSON et al.) - 
(155) à raison de deux ions par molécule de transferrine à l'exception 



Figure 4 

Site ae f i xa t i on  du f e r  des transferrines selon WINDLE e t  a l .  ( 156) 



de *d3+ et pr3+ où un seul ion est fixé. Par contre, 162 ~ e ~ +  ne semble 

pas être fixé (BATES, WORKMAN et al.) (157). 

TAN et WOODWOR9B (158) ont calculé la stabilité des diffé- 

rents complexes métalliques de l'ovotransferrine. Le fer est le métal 
+ 

qui a le plus d'affinité suivi du cu2 . Le ~i~~ possède l'affinité 
la plus faible. Tous ces métaux ne se fixent sur la protéine qu'en 

présence de bicarbonate (AISEN, AASA et al.) (15g),(CHASTEEN, WHITE 

et al.) (160). 

Actuellement, plusieurs auteurs ont décrit des transferrines 

mixtes, c'est-à-dire possédant un métal différent sur chaque site : 

Fe-Cr (AISEN et al.) (161),Fe-Cu, Fe-% (CANNON et CHASTEEN) (162), 

(ZWEIR) (163). 

Les travaux récents de EVANS et WINTER (164) et EVANS (165) 

montrent que la sérotransferrine in vivo est un transporteur de Zn, 

et qu'elle est responsable de son adsorption intestinale. Cependant 

CHAFtLWOOD (166) démontre que la s6rum albumine a la possibilité de 

déplacer puis de complexer le Zn transporté par la sérotransferrine. 

3 - CONSTANTES D'AFFTNTTE 

Tous les auteurs qui ont étudié les constantes d'affinité, 

jusqu'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 ëtre considérés conme équivalents et indépen- 

dants l'un de l'autre. La constante apparente de dissociation pour 

un pH et une pression p CO2 voisins de ceux du sang est de l'ordre 

de kl=l~24. Elle n'est affectée ni par la d8sialylation des groupements I 
glycaniques, ni par le remplacement du bicarbonate par un anion équi- I 
valent : 1 ' oxalate (JARRIT et al. ( 170) . 

Les premiers travaux de DAVIS et al. (171) qui montrent que 

les constantes des deux sites diffèrent par un facteur 400 semblent 

erronés, car leurs mesures effectuées en présence dvE.D.T.A. n'étaient t 



transferrine humaine à pH 6,4 par une constante K1=2 ,6 los soit 260 
fois pJus importante (AISEN et LEIBMAN) (172) 

Une récente réinvestigation des constantes d'équilibre 

stochiométrique ou thermodynamique de la sérotransferrine a permis 

à AISEN, LEIBMAN et al. (1 73 de démontrer que ,quel que soit le pH 

d'étude, KI est toujours plus grand que K2 et qu'à pH 7,4 et à p CO2, 

Ka1 et Ka2 , les constantes apparentes de ~tabilité~valent respecti- 
vement 4,7 1oZ0 et 2,4 1019. Les mêmes auteurs constatent que la 

fixation séquentielle des métaux est anticoopérative. 

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. ) ( 1741,l WINDLE 

et al .) ( 175 X (AISEN et LEIBMAPJ ) (1 76). L' environnement du métal a une 

faible symétrie. Des consid8rations théoriques permettent de proposer 

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

- un arrangement tétrahédral avec ses substituants 
identiques deux par deux. 

- un arrangement hexacoordonné avec six ligands iden- 
tiques, à égale distance l'un de l'autre. Cet arrangement a été choisi 

par WINDLE et al. (178) à la suite de considérations chimiques sur 

le nombre de ligands. 

B - LE SIITE ANIONIQUE 

La difficulté d'obtenir des solutions absolument démunies 

de carbonate a longtemps rendu aléatoire toute étude du site anioni- 

que. 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 1 'absence du métal (AISEN, AASA et al .) ( 181 1. 

Il existe donc un effet coopératif entre le métal et l'anion. 



7 - NATURE DE L'ANION 

L'anion doit avoir une formulation du type : 

où 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 1' oxalate (SCHLABACH et al. ) (183) . Il n' est pas encore pos- 
sible de définir si l'anion naturel est le carbonate ou le bicar- 

bonate. 

Le coefficient d'extinction molaire à 465 nm varie en fonc- 

tion de la nature de l'anion (SCHLABACH et al.) (184). Ceci peut être 

la conséquence d'un effet allostérique sur le site métallique induit 

. par la fixation de l'anion, ou la conséquence de la fixation de 

l'anion directement sur le métal. LEI résonance en 13c du complexe 
Fe2 STF ( 3~02 2 indique que la distance entre ~e 3+ et 3~ est de 

O 

9 A (HA-NUS, GRAY et al .) ( 185) . Par contre, CAMPBELL et CHASTEEN - 
(186) montrent que dans le cas d'un complexe SIIF-VO l'anion est 

directement coordin6 au métal tout au moins dans le cas du site 

dénommé BI 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 SCHLABACB (187) ont suggérb que l'anion 

est de plus cwrdiné à la protéine par l'intermédiare d'un groupement - 
X pour former un carbone tétravalent comme nous l'indiquons dans 

la figure 5 (p 30) . 
Cette hypothèse a trouvé confirmation, d'une part, au niveau 

de la séquence peptidique cù Mc GILLIVRAY et al. (188) montrent qu'un 

résidu arginyl se retrouve 4 fois dans une séquence conservatrice en 



Figure 5 

Modèle des s i tes  de fixation du fer e t  de l'anion 

d '  après SCHLABACH e t  a l .  (189) 

1 - La distance entre l e  carbonate e t  l e  métal a &té mesurée par 

HARRïS e t  a l .  (190) 



position 5 par rapport à un résidu de His 

Lys-Lys-Ser- Cys-HLs-Thr -Gly-Leu-Gly-Arg - 
Lys-Lys-Ser-Cys-His-Thr -Ala-Val-Thr-Arg - - 
Val-Pro-Ser - % -His- ThiiVal -Val-Ala-Arg - 
Ala-Pro-Asn- % -Ris-Ala-Val-Val-Thr-Arg - - 
d'autre part, par la démonstration par ROGERS et al. (191) 

que 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 être mise en évidence 

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

Le problème de la non équivalence biologique des deux sites 

de la sérotransferrine a été posé en hypothese par FLETCHER et 

HUE- en 1967 (192) (voir chapitreV11, p 62 ) .  11 a fallu attendre 

1975 pour voir la démonstration de cette non équivalence au niveau 

de l'attaque des protons par PRfNCIûTTO et al. (193) et au niveau 

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

7 - PROTUNATION 

La courbe de dissociation du métal de la sérotransferrine 

est biphasique (PRïNCIOTTO et ZAPOLSKI) (1 94) ,&ESTAS) ( 195). Un premier 

métal est éliminé à pH 5,8,  le deuxième à pH 4 r 8 ,  les auteurs défi- 

nissent ainsi un site basique et un site acide. De la même manière, 

la fixation du métal est séquentielle et influencée par la nature 

du complexe métallique présenté : lorsqu'une quantitg de métal équi- 

valente a 50 p 100 de saturation est présentde, celui-ci se fixe 
sur le site "acide stableu dans le cas du complexe Fe-N-TA, et sur 

le site "acide labile" à partir du sulfate ou du chlorure ferrique 

à pH basique. 

2 - REACT7V7TE CffIM10,UE DES RESIDUS D'HISTIDINE 

La différence de réactivité des deux sites vis-à-vis du 



diéthylpyrocarbonate, réactif spécifique de la modification des rési- 

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

3 - S P E C T R E S  EN RESONANCE PARAMAGNETI QUE E L E c T R O N l  QUE 

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 

décèle que de très 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 à d'autres métaux 

Les spectres des cr2* , Cu2+, vo2+- transf errines sont réso- 
lus en deux composantes. En particulier, il existe une dépendance des 

spectres du ~u2+ (ZWEIR ) ( 197) et du VO~+ ( C H A ~ E N )  ( 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 1' ion vo2 saturant le site "acide labile". En milieu alca- 

lin, les deux ions donnent le même signal C, ce qui suggère 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 C 

Zone de pH ( 4 - 6 )  ( 6 - 9 )  (9- 10) 

4 - PEMONSTRATTON " I N  VT VO" 

MAKEY et al. (199) ont réussi les premiers à séparer en 

électrophorèse les quatre 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, 



sérotransferrine complètement saturée. LEIBMAN et AISEN (200), en 

réalisant une immunoélectrophorèse bidimentionnelle utilisant dans 

la première dimension le système de MAKEY et al. (20l),ont démontré 

que,dans le sérum, la sérotransferrine fixe presque uniquement le 

métal sur le site "acide labile". Ce résultat a été confirmé par 

WIUIAMÇ et al. (202) 

D - DISTANCE ENTRE LES DEUX SITES DE FIXATION 

Les premiers travaux obtenus par AASA et al. (203) indi- 
O 

quaient une distance minimale de 9 A entre les deux sites. En 1971, 

LUK (204) travaillant en déclin de fluorescence trouve une distance 
O 

de 45 A p alors qu'en 1977 MEARES et al. (205) par la même technique 
- O 

estiment la distance à 25 2 2 A. 

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

La démonstration de la participation de la tyrosine a été 

réalisée par les méthodes optiques et par modificaZion chimique. 

La fixation du métal entraîne l'apparition de deux bandes optiques 

à 245 et 295 nm, caractéristiques de l'ionisation de 4 résidus de 

tyrosine. (CANNON et al.) (~~~),(WOODWO#~)H et al.) (207),(TAN et al.) 

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 modèle 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 rgsidus de 

tyrosine par iodination (PHIUIPS et al .) (21 13 ou nitratioR 

(BEZKOROVAINY et GROHLICH ) (212) suggère la participation de 4 et 

6 résidus. 

Un modèle, constitué d'un complexe ~ e ~ +  - EDDHA (éthylène 
diamine di(0-hydroxylphényl acétate), dans lequel existent deux 

groupements phénolate coordinés au métal, donne un spectre identique 



à deux des transferrines. L'analyse des spectres Raman réalisés sur 

l'ovotransferrine et la sérotransierrine (GABER et al.) (213.1, 

TOMIMATSU, KINT et al. (21 4) TOMIMATSU, WONG tt al. (21 5 )  confirme 

ces résultats. 

2 - TRYPTOPHANE 

LJZHRER (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 après la fixation des 

métaux n'absorbant pas dans l'ultraviolet (TAN et WOODWORTH) (217) 

(TOMIMATSUet DONOVAE~) (218) indiquentla très nette participation 

du tryptophane, mais sa liaison directe avec le métal n'a jamais 

été démontrée. Les modifications chimiques par le diméthyl 2 OH5N02 

Benzyl (FORD-HUTCHINSON et al.) (219) n'interdit pas la fixation du 

fer sur la sérotransferrine. 

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

métallique a été suçgérgepar AASA et al. 42.20) à partir des spectres - 
R.P.E. des cupri-séro et ovotransferrines. Une interprétation erronée 

de ces auteurs, confirmée par WïNDLE et al. (221) a conduit à admet- 

tre que chaque site fixe le fer par l'intermédiaire de deux noyaux 

azotés ne pouvant appartenir, vu leur pK, qu'à 1 'histidine. Une 

réinterprétation de ces résultats par AAÇA et al. (222) puis plus 

tard par nous-mêmes et enfin par ZWEIR et al. (223) et ZWEIB (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 à 8 , 6 ,  pour des pH plus basiques, l'un des sites 

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

Des modifications chimiques sélectives par l'acide bromo- 

acétlque (BEZKOROVAINY et GROHLICH) (225) puis par le diethyl pyro- 

carbonate (ROGERS et al.) (226) faites postérieurement à nos travaux 

suggèrent la participation de 2 à 4 noyaux imidazoles. Nous consa- 

crons un chapitre à la démontration chimique de la participation de 

l'histidine dans la coordination du fer. 



4 - ARGTNTNE 

Les premiers, BATES et SCïiLABACH (227) ont suggéré la 

participation de l'arginine non pas dans le site métallique mais 

dans le site anionique. ROGERS et al. ( 2 2 8 )  ont récemment démontré 

que 66 p 100 des Arg sont modifiables sur les ferri séro et ovo- 

transferrines sans perte de la capacité à fixer le métal, par contre, 

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

5 - EAU - 
Les travaux de KOENING et SCHIUINGER (229,230) en RMN 

O 

du proton montrent qu'une molécule d'eau est située à 2 A du métal 
O 

et qu'une autre est éloignée de 5 A. 

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

traitent de manière approfondie les problèmes de la détermination 

de la structure et de la conformation des transferrines. 

A - STRUCTURE COVALENTE 

Les études de la séquence primaire des transferrines sont 

actuellement en cours dans différents laboratoires. En effet, celle 

de la sérotransferrine humaine est connue à 80 p 100 grâce aux travaux 

de Mac GILLIVRAY et al. (2331, 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 l'étude 

de la séquence primaire de la lactotransferrine. 

Nous allons dans un premier temps developper Les caractéris- 

tiques générales de la chaîne peptidique des différentes transferrines 

et discuter les résultats obtenus par Mac GIUIVRAY et BREW sur la 

sérotransferrine humaine. 



1 - NATURE DES EXTREMTTES N- ET C- TERMIMALES 

a - Extrémité N-Terminale 

7 ) Lac;ta;t(ram demine. MONTREUIL, BISERTE e t  a ï .  (234) , 
SPIK e t  MONTREUIL (235) , MAZURIER, SPIK e t  a l .  (236) n 'on t  pas carac- 

t é r i s é  de fonction a-NH2 l i b r e  à l ' ex t rémi té  N-terminale. Par contre ,  

BLüARD-DECONNINCK, MASSON e t  a l .  (237) e t  BEZKOROVAINY e t  a l .  (238) 

on t  mis en évidence un rés idu de glycocolle. 

2' S h ~ m n 6 d h n e .  Un seul  acide aminé N-terminal, 

l a  valine,  a é t é  i d e n t i f i é  par  de nombreux auteurs  : GOLLNER (2391, 

PTJTNAN (240) , MONTREUIL, BISEIMIE e t  a l .  ( 241) , BEARN e t  a l .  (242) , 
JEPPSSON (243) e t  SPIK (244) . 

3' A m e n  t m m d w i i n u .  GRAHAMS e t  WIUIAMS ( 245) 

ont  i d e n t i f i é  un rés idu d 'a lanine en pos i t ion  N-terminale dans l 'ovo- 

t rans fe r r ine  de Poule. Selon ces  mêmes auteurs ,  toutes  l e s  t ransfer-  

r i n e s  posséderaient une séquence N-terminale du type : ~ - ~ r o - ~ " ~ - ~ ~ s - ~ h r -  Glu 

b - Extrémité C-terminale 

7 ' ) -LaC&Y.?ha~n 6 &ne. SPIK ( 246) , SPIK, MONSIGNY e t  

MONTREUIL (247) on t  mis en évidence, par hydrazinolyse, du glycocolle 

e t  de l a  sé r ine  en pos i t ion  C-terminale. Par contre,  BLUARD-DECONNINCK, 

MASSON e t  a l .  (248) l i bè ren t  par  ac t ion  descarboxypeptidases A e t  B 

un résidu de Lys, d'Arg de Leu e t  de Phé e t  proposent l a  séquence 

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

2' S ~ ~ r ~ k L 4 ~ h n e .  SPIK (249),  SPIK, MONSIGNY e t  

MONTREUIL (250) on t  i d e n t i f i é  l a  p ro l ine  e t  l a  glycocolle en pos i t ion  

C-terminale. Ces r é s u l t a t s  o n t  é t é  confirmés par  CBARET (251) qui a 

i d e n t i f i é  en p lus  un rés idu de cystine.  Ce rés idu de cyst ine  a é t é  

retrouvé par GRABAM e t  a l .  (2521, par  contre Mac GILLIVRAY e t  a l .  

(253) n 'on t  i d e n t i f i é  qu'un seul  rés idu de pro l ine  en posi t ion C- 

terminale. 



La présence de plusieurs acides aminés C-terminaux, de deux ~ sites de fixation du métal, les travaux de JEPPSSON (254) sur la séro- 

l transferrine, ceux de SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (255) et de GOT 

et al. (256) sur la lactotransferrine ont amené ces auteurs à admet- - 
tre la nature pluricaténaire de la chaine peptidique. C'est ainsi 

que, dans le cas de la sérotransferrine l'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. 

(2601, de GREEN et al. (2611, de BEZKOROVAINY et al. (262) , de MANN et al. 
(263) et de QUERINJEAN et al. (264) et au laboratoire ceux de LEGER 

(265 t LEGERt SPIK et al. (266) , LEGER, VERBERT et al. ( 267) ont démontr6 

que la longueur de la chaine peptidique des transferrines et leur 

masse moléculaire ne sont pas modifiées par la réduction et l'alkyla- 

tion des ponts disulfures Ces résultats ont apporté la preuve de la 

monocaténarité de la chaîne peptidique. 

3 - SEQUENCES P E P T I D 7 2 U E S  AU VOZSTNAGE DES R E S I D U S  DE CYSTZNE 

En 1976, BLUARD-DECONNINCK et al. (2681 ont isolé et séquen- 

cé à partir de la lactotransferrine oxydée 6 peptides contenant un 

résidu d'acide cystéique. D'après ces auteurs, les peptides dont nous 

donnons la s8quence dans le tableau IX (p 38) sont homologués à certains 

peptides cysttSiques isolés de l'ovotransferrine par EUEMAN et al. 

(269) . 

4 - SE2UENCES P E P T I D 1 2 U E S  AU VOISTNAGE DU P O I N T  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 (2731, SPIK (2741, MONSIGNY, 
CHARET et al. (2751, CEiARET, SPIK et al. (2761, CHARET, MONSIGNY et - 
al. (2771, CHARET et MONTREUIL (278), CHARET (2791, CHARET, TETAERT - 
et al. (2801, GRAHAMS et WIUI-4MS (281) , Mac GIUIVRAY 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 séquence 

code Asn-X-Thr pour le greffage des glycannes de type N-acétyl lacto- 

saminique (DAYHOFF et aï.) (286). pius récemment GRAHAMS et WILLIAMS 

(287) ont proposé de classer les séquences en deux groupes : groupe 

A, où 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 VU BROMURE D E  CYANOGENE 

L'importance de la charne peptidique des transferrines 

interdit actuellement toute gtude directe. Ainsi tous les auteurs 

ayant entrepris la détermination de la structure covalente ont du 

utiliser les fragments obtenus après coupure des liaisons méthionyles 

sar le bromure de cyanogène. 

Le premier travail a été réalisé sur la sérotransferrine 

par JEPPSSON (288) puis BEZKOROVAINY et al. (289), SüTTON et BRBW 

(290) et enfin au laboratoire par CHARET (2911, su. la lactotransfer- 

rine par nous-mëmes (292) et BEZKOROVAINY (293), sur l'ovotrans- l 
ferrine par TSAO, AZARI et al. (2941, TSAO, MORRIS et al. (295) 

puis KINGSTON et WILLIAMS (296). Neuf fragments ont été isolés à 

partir de la sérotransferrine primaire, quatre d'entre eux : CN 6, 7 ,  ~ 
8, 9 ont &té séquencés par CHARET (297) en collaboration avec le groupe 

du Professeur JOUES (JOLLES et al.) (298),(BOUTIGUE et al.) (2991, 

les autres fragments à l'exception du CN2 et C N ~ O  l'ont été par Mac 

GILLIVRAY .et ai. ( 300) . 
Sur l'ovotransferrine de Poule, un seul fragment : Bcd 

glycosylé, a été séquencé par KINGÇToN et al. (301) 

L'isolement à partir de la lactotransferrine humaine 

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

6 - SEQUENCE PEP 'T lVlQUE P E  LA S E R ù 7 R A N S F E U R l N E  HUMAINE I 
~ a c  GILLIVRAY -et al- (302) ont séquencé 80 p 1 0 0  de 

la chaîne peptidique de la sérotransferrine. Nous présenterons leurs I 
résultats en comparaison avec la séquence de la lactotransferrine 



dans le chapitre IV L'ensemble peptidique monocaténaire possède 

673 acides aminés ce qui, 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 à faire : il existe des divergences 

entre Les séquences de l'extrémité C-terminale de CHARET et al. (3031, 

celles de GRAï-IAMS et WILLIAMS (304) et celle de Mac G I U I V R A Y  et al. ---- 

(302) . Les fragments CN 7, 8, 9 ont été séquencés par J O L L E S  et al. 

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

Récemment, BRUNE et al. (307) ont séquencé 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 à 336 et 337 à 673, ce qui confirme l'hypothèse de la 

duplication de la chaîne peptidique . 
Les deux glycannes sont localisés dans la région C- 

terminale. 

B - CONFORMATION DES TRANSFERRINES 

La conformation des transferrines est très étroitement 

liée au degré ae 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 W O O D W O ~  (310) à proposer un mécanisme 

en deux temps : tout d'abord le premier atome de fer se fixe lente- 

ment sur deux points situés d'une manière éloignée sur l'apotransfer- 

rine provoquant un remaniement de la molécule qui, dans un deuxième 

temps permet, en rapprochant les deux autres points de la conjugaison 

du métal, la fixation de ce dernier. Ce schéma implique de profonds 

remaniements dans la conformation de la molécule et une interaction 

entre les deux sites. 

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

actuelles sur les dimensions des transferrines. 



TABLEAU X 

DIMENSION DES TRANSFERRINES 

a ROSENEU et al. (311 

b BEZKOROVAINY ( 3 1 2 ) 

c FAUST et al. (313) - 
d YEB et al. (314) - 



Tous les auteurs sont d'accord pour les définir comme 

des ellipsoldes de révolution. 

2 - STRUCTURE SECONDAIRE 

Les analyses en dichroïsme circulaire sur l'ovotrans- 

ferrine (TAN) (315 , (TAN et al. ) (3 16 1 , sur la sérotransferrine 
(NAGGY et al.) (317) , (TOMIMATSU et al.) (318) , (VENTURA et al.) (319) 

et les nôtres sur la lactotransferrine montrent que les différentes 

transferrines possèdent de nombreuses analogies et que la structure 

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

Nous présenterons les résultats obtenus sur les diffé- 

rentes transferrines en comparaison avec les nôtres dans le cha- 

pitre II. 

3 - MISE EN EVIDENCE DES DOMAINES STRUCTURAUX €T STRUCTURE 
TERTIAIRE 

a ) Coupure enzymatique. Le premier, WILLIAMS (3 20 , 
en1974, a isolé à partir de l'ovotransferrine, saturée à 30 p 100 

en ferfun fragment peptidique de masse moléculaire 35 000 qui fixe 

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

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

il obtient (WIUIAMÇ) (321) un deuxième fragment de masse molécu- 

laire 35 OO0,qui fixe lui aussi un seul métal mais qui correspond 

à l'extrémité C-terminale de l'ovotransferrine. Il est à remarquer que 

ces fragments sont obtenus à 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 possèdent aucun caractère 

immunologique commun. 

Par la suite, le même type de manipulation a été réa- 

lisé sur la sérotransferrine bovine par BROCK et al. (322,323,3241, 

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

obtenus à oartir de la protéine complètement saturée, sans dégrada- 

tion de l'un des 2 domaines. 

En 1976, LINE et al. (325) ont isolé à partir de la 

lactotransferrine un fragment de masse moléculaire 33 000, que plus 



tard BLUARD-DECONNINCK, WIU~AMS et al. (326) ont identifié à 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. (3281 

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

b - Dénaturation thermique. DONOVAN et ROSS (3291, en 
utilisant les techniques de dénaturation thermique, ont réussi à 

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 diferrique. Le cas de la sérotransferrine 

(DONOVAN, BEARÇLEE et al. (330) a été bien étudié comme le montre 

la figure 6 (p 44) .  

L'aposérotransferrine possède deux domaines structuraux 

dont les températures de dénaturation sont bien définies. La fixa- 

tion d' un ion ferrique ou d' un ion ~ 1 ~ +  sur 1 ' un ou 1 ' autre des 
domaines n'augmente la température de dénaturation que du domaine 

concerné. Il n'y a pas, ou peu, de relations entre ces domaines qui 

sont donc indépendants. Seule existe peut-être, une légère anticoo- 

pérativité dans la fixation séquentielle des deux ions. Cette indé- 

pendance des deux domaines peut expliquer la possibilité de séparer 

en Glectrophorèse en gel de polyacrylamide (MAKEY et al.) (3311, ou 

en"isoe1ectrofocusing" (VAN EIJK et al.) (3321, les quatres formes - 
moléculaires de la sérotransferrine humaine. 

Par contre, dans le cas de l'ovotransferrine, DONOVAN 

et al. (333) ont montré que les deux domaines existent et que les 

interactions sont faites entre eux puisque la dénaturation de l'un 

entraîne celle de l'autre. Cette interaction est détruite par l'action 

Les études cristallographiques ont été entreprises 

par trois groupes : le groupe du BIRBECIC Collège (AL HILAT;, et al.) 

( 334) , (GORINSKI et al. ( 335) sur la sérotransferrine de Lapin, 

le groupe de A B O U  (336) sur l'ovotransferrine et celui de BAKER 

et al. (337) sur la lactotransferrine. Nous résumons dans le - 



F i g u r e  6 

Relations entre l e s  domaines structuraux - de 

la sérotransferrine d'agrès DONOVAN e t  a l .  (338)  

O s i t e  l ibre  

s i t e  ocr'~.gé par F e  3 " 
O s i t e  occupé par Al 3+ 



tableau XI (p 46) les données actuellement disponibles. 

Récemment GORINSKI et al. (339) ont publié un modèle molé- 

culaire de la sérotransferrine de lapin obtenu avec une résolution 
O 

de 6 A . Comme le montre la figure 7 (p 471, la sérotransferrine de 
O 

lapin, de dimension 95 x 60 x 50 A est constituée de deux lobes 

de volume presque identique i chaque lobe dont les axes forment un 

angle de 30° entre eux est creusé d'une cavité ouverte sur l'axe de 

symétrie. L'une de ces cavités est délimitée d'un côté, par une hé- 

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

VI - STRUCTURE ET CONFORMATION DES GLYCANNES 

A - STRUCTURE PRlMAIRE 

7 - NATURE DU POlNT D'ATTACHE GLYCANNE PROTEINE 

Dès 1965, SPIK, MONSIGNY et MONTREUIL (340) et SPIK (341) 

ont démontré que les deux glycannes de la sérotransferrine étaient 

C O ~ ~ U ~ U ~ S  à la protéine par une liaison de type N-(8-asparty1)-N- 

acétyl glucosaminylaminique. Ce résultat a été retrouvé en 1966 dans 

le cas de la lactotransferrine par SPIK, MONSIGNY et MONTRGUIL (342) 

et SPIK et MONTREUIL (343) . 

2 - STRUflURE DES GLYCANNES 

La détermination des structures glycanniques des différentes 

transferrines a été réalisée en grande partie au laboratoire et la 

structure des glycannes de la sérotransferrine fait partie des pre- 

mières structures glycanniques complètes 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 CEOSSON et SPIK (345). Des 

résultat* partiels ont été obtenus par JAMIESON et al. (346) ,SPIK, MONSI~Q! 
I ' 

.A 

et MONTREUIL (347) et SPIK (348). Elle a été définitivement établie 

par SPIK, VANDERSYPPE et al. (349 , SPIK, FOURNET et al. (350) et 
SpiKr BAYARD et al. (351) dès 1974. Par la suite, cette structure 



TABLEAU X I  

PARAMETRES CRISTALLOGRAPHIQUES DES TRANSFERRINES SATUREES EN FER 

a BAKER e t  a l .  (352) 

b MAGDOFF e t  a l .  (353) 

c AL-HILAL e t  a l .  (354) 

Température de 
c r i s t a l l i s a t i o n  

Système de 
c r i s t a l l i s a t i o n  

Pourcentage d ' eau 

Masse moléculaire 

Dimension des  
t r o i s  axes 

LTF humaine (a) 

4OC 

orthorombique 
P21 2 2 

1 1  

42 p 100 

85 000 

( a )  155,5 

(b) 97r3 

( C I  5515 

%TF de Porc (b) 

4 O C  

orthorombique 

p2 21 2 
1 1 

- 

8 7 , l  

88,3 

11410 

1 

-STF de Lapin (cl  

soc 

t é  t r agona l  

P41 2~ 21 
P 
3 1  2 1  2 1  

68 p 1 0 0  

126,9 

126,9 

14Sr2 

J 



Figure 7 

Modèle moléculaire de la sérotransferrine de Lapin obtenu 
O 

par diffraction des rayons X, avec une résolution de 6 A 

d'après GORINSKI et al. (3551 



obtenue à l'aide des méthodes chimiques, a été confirmée par l'analyse 

des spectres de Résonance Magnétique Nucléaire à 360 MH3 par DORLAND, 

HAVERKAMe 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-ac~tyllactosaminique tel que l'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 délicate à déterminer, car elle présente 

de nombreuses variations dues à l'introduction de 1 à 3 résidus de 

L-fucose, branchés en a-1,6 ou en a-1,3, sur une structure de type 

-1-acétyllactosaminique, identique à celle de la sérotransferrine 

humaine. Ces structures, représentées dans la figure 9 (p 501, ont 

été établies par SPIK, FOURCET et al. (3581, SPIK, VANDERSYPPE et al. 

(3591, MONTREUIL et SPIK (3601, SPIK et al. (3611, SPIK, FOURNET 

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

c - Les autres transferrines. La structure du glycanne de 
la sérotransferrine de lapin déterminée par =GERl TORDERA et al. 

(364) est identique à celle de la sérotransferrine humaine. La séro- 

transferrine de Lapin diffère 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-acetyl neuraminique. Sa struc- 

ture, présentée dans la figure 10 (p 51 , a été établie par SPIK, 
FOURNET et MONTREUIL ( 365) et DORLAND, HAVEF!KAMP et al. ( 366) . 

La lactotransferrine bovine selon CHERON (367) et CHERON et al. 

(368) possède outre des glycannes de type N-acétyllactosaminique 

classique des glycannes de type oligomannosidique (MONTREUIL) 

(369) 

D - CONCLUSIONS 

Chaque transferrine se caractérise par des glycannes qui 

diffèrent soit par leur nombre, soit par leur structure. 









E - CONFORMATION DES GLYCANNES 

L'étude de la conformation des glycannes est encore purement 

spéculative. Cependant l'étude des modèles moléculaires du glycanne 

biantenné de la sérotransferrine a permis à MONTREUIL (379), MONTREUIL, 

FOURNET et al. (3801, MONTFEUIL etVLIEGmTHART (381) de définir quel- 

ques paramètres. 

1. Le noyaupentasaccharidique du mannotriasidodi-N- 

acécylchitobiose invariable est compact. Le trisaccharide BMan- 

(1 +4)-6-GlcNac-(14)-8-GlcNac-l+As-n conjugué au résidu d'aspara- 

gine est disposé dans un plan,de plus deux liaisons hydrogènes doivent 

le stabiliser. 

2. Les antennes constituées par l'enchaînement sialyl 

N-acétyllactosamine s'enroulent en hélice. 

3. Le résidu de mannose 4 peut se disposer de deux 

manières 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 cristallographiques (WARIN et al.) 

(382,383) laissent supposer que le modéle T serait le modèle corres- 

pondant la réalité. 

V I  1 - ROLE DES TRANSFERRINES DANS LA 

REGULATION W ETABOLISME DU FER 

RELATIONS ENTRF: LES FORMES DE RESERVE ET LES FORMES ACTIVES 

Pour une étude plus détaillée nous renvoyons aux revues 

générales de HERSHKO (384) , LYNCH et al. ( 3 8 5 )  , MORGAN (386) et 
AISEII et al. (387) . 

A - CAPTURE DU FER DE RESERVE PAR LES TRANSFERRINES 

La principale source du fer est située dans les cellules 



Figure 1 1  

Modèles moléculaires compcts (A et BI et éclaté (Cl 

du glycanne biantenné de la sérotransferrine humaine selon MONTREUIL et a1.(388) 

A : conformation en Y 

B : conformation en T 



du systime ré%culoenaothéhal. Les deux u e r s  des réserves proviennent 

au catabol~sme de l 'hélooglob~~e des érp2Ilrocytes phagocytés. La gresque 

t a t a l i t i  : 85 g 100 du métal du catabol~une de l'hème e s t  m é d i a t e -  

aent recyclés suvant  l e  schéma que nous donnons dans l a  frgure 12 

( p  351,  l e  resce 15 p 100 e s t  stocké -ar l a  f e = i a e .  Unsa donc, 

dans l es  conditions phys~ologiques normales, Les Schanges avec l e s  

formes de stockage sont -tés. Quelle que s o i t  l a  source du m é t a l  

( f e r r i t ine  ou catabolisme rmmedAat de l'heme) , son recyclage ?ar 

l ' intermédiaire de l a  sérotzansf e n i n e  plasmatrque nécessate une i tape 

de réducdon qua f e r a ~ t  interveniz l ' ac ide  ascorb~que, puas une étape 

d '  oxydation qui ferait zntervenrr un enzyme : l a  Zerzoxadase 1. 

C'esten1966 que O S A K ï  et ai. (389) suggèrent l a  parttcipation de La 

cé-ruléoplasmine (FerroXidase 1) dans 1 ' oxydation du fer . La figure 13 

(p 5 6 )  schématise l e  r61e physioloqaqw de l a  céruléoplasm2ne qui selon 
+ 

OS= e t  a l .  (390) réal ise un gradient de concentrataon de ~e~ e t  de 

?e3* a n r e  l e  métal de rmckaqc- et -le *ta1 de tansfcrz. -. 

Cependant un Eavail récemt de BA#RI;S (391 1 stqgère un 

t-ansfert d i rect  en=e l a  fe r r i t ine  e t  La transferrine, transfert 

qtu es t  augmenté en présence d ' ATP ou de c t t ra te  . Ce 'aansf ert 

pour=ait ê t re  l a  conséquence d'un équaiibre ence l e  f e r  du cors 

de l a  ferrib&e et c e l u  de l a  surface de l a  prctéine. 

De plus, an accord avec E3iÀRIZISON, BOY e t  a l .  (342 La dis- 

p o W U t é  du f e r  de l a  Zerrltine e s t  f o n d o n  du taux de saturation 

de celle-ci, e l l e  e s t  m8ximaie pour une saturation en métal c o q r i s e  

entre 30 e t  50 p 100. 

La syntilese &e 1 ' hème s ' effectue dans Les mitochondries 

des cellules de la lignée erythropoiétique. La seuie source de f e r  

pour cette synthese e s t  l a  transierrine (-LARDE e t  a l .  1 (393 . 
Les oremiers trav8ux s u r  llincorporat.on du f e r  par l e  réticulocyte 

r t  l a  më l l e  osseuse datent de 1949 (WALSH e t  a l . )  (394) mais jANDL 

INMAN ef GL. (395 1 e t  JANDL e t  KAZ?. (396) furent Les premrers B fake 

b e r v e n i r  l a  transzerrtne dans la çynt?àse de l'hémoglobane. 
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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 d un complexe avec le récepteur membranaire. 

2. Transfert du fer au réticulocyte 

3. Libération de la transferrine par le récepteur 

Deux hypothèses sont actuellement proposées pour expli- 

quer le transfert du fer de la sérotransferrine plasmatique à la 

mitrochondrie. La première, que nous avons schématisée dans la fi- 

gure 14 (p 58) , étayée par les expériences de SPEYER et FIELDING 
(4001, suppose que la sérotransferrine fixée par le récepteur mem- 

branaire (B2) cède son fer à divers intermédiaires membranaires 

(BI, A) puis cytolosiques (Cl qui vont le véhiculer jusqu'à l'hème. 

La deuxième hypothèse, émise par MORGAN et son groupe 

(4011, propose une endocytose de la sérotransferrine par le réticu- 

locyte. Une récente étude deOCTAVE et al. (402) concilie les deux 

théories. Selon ces auteurs, la transferrine endocytée, gagne les 

lysosomes où elle perd son métal puis est excrétée dans le fluide 

extracellulaire. 

Quel que soit le mécanisme proposé, certaines étapes, que 

nous allons développer, sont communes à ces différentes hypothèses. 

- a Interactions sérotransferrine-réticulocytes 

- b Départ du métal 

- c Intermédiaires cytosoliques. 

a - Interaction sérotransferrine-réticulocyte 
L'interaction sérotransferrine-réticulocyte pose plu- 

sieurs problèmes : 

- Pourquoi l'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 4 4  nam de treco n m h a n c e  

Le fait que l'aposérotransferrine ne soit pas reconnue par 

La cellule cible suggère que l'élimination du fer induit un changement 





de conformation de l a  protéine ou un changement de l a  loca l i sa t ion  des  

signaux de reconnaissance. Au laboratoire ,  MONTREUIL e t  a l .  (404) 

( f igure  15, p 60) ont  émis l 'hypothèse que l e s  glycannes, vé r i t ab l e s  

antennes sont  responsables de l a  reconnaissance de l a  c e l l u l e  c ible .  

Cependant, l a  dés ia ly la t ion  des glycannes (KORNFELD) 

(405) , (MORGAN) (406) , e t  1 'él imination de 60 p 100 des glycannes 

(KORNFELD) (407) ne sont suivies  d'aucun e f f e t  sur  l e  t r a n s f e r t  du 

f e r .  

Par contre, l a  per te  de propr ié té  de f i xe r  spécifiquement 

l a  sé ro t ransfe r r ine  l o r s  de l a  inaturation du ré t iculocyte  en hématie 

est synchrone de l a  déglycosylation du récepteur membranaire. 

(Van BOCKX'lEEFt, MORGAN e t  a l .  ) ( 408) . 

Les r é s u l t a t s  actuellement obtenus par de nombreuses équi- 

pes sont contradictoires .  Cependant Van BOCKXMEER, YATES e t  a l .  (409) 

on t  i s o l é  du ré t iculocyte  de Lapin une glycoprotéine membranaire de 

masse moléculaire 275 000 qui " in  v i t ro" ,  f i x e  réversiblement e t  à 

sa tura t ion  l a  sérotransferr ine .  YANG-ElU e t  a l .  (410) ont i s o l é  eux 

un récepteur de masse moléculaire 175 000 (composé peut-être de 

deux sous-unités) dont l e  rapport des axes e s t  égal  à 9. Récemment 

un récepteur placentai re  a é t é  i d e n t i f i é  e t  p u r i f i é  (SELIGMAN e t  - 
al. 1 (411) , (WADA e t  a l . )  (412) . - 

b - Départ du métal 

La f o r t e  a f f i n i t é  de l a  t rans fe r r ine  pour l e  f e r  pose I 
l e  problsme du processus de l i bé ra t i on  de celui-c i .  

Trois mécanismes sont possibles  : 

- réduction du f e r  fe r r ique  en f e r  ferreux I 
- abaissement du PH, au niveau du s i t e  c e l l u l a i r e  

par  protonation 

- élimination de l ' i o n  bicarbonate (ou carbonate).  

La seule ce r t i tude  e s t  l ' ex i s tence ,  à un endroi t  quelcon- 
+ . . 

que, d'une étape de réduction de ~ e ~ +  en ~e~ qui f a i t  in tervenir  

s o i t  un système a NADH 
(MAZUR e t  a l . )  (414) . 

( 413) s o i t  un système ATP-ascorbate 



Figure 15 

. i.1 L L ~  j 
'%.--&" 

Rôle des glycannes dans la reconnaissance du réticulocyte, 

d'après MONTREUIL et al. (415) 



c - Les intermédiaires cytosoliques 
Ils ne sont pas clairement définis mais deux protéines 

sont susceptibles de jouer un rôle important : la ferritine et la 

I sérotransferrine. 

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

par les travaux de SPEYER et FIELDING (4 1 7 ) et ceux de ROWSLO (4 18 . 
- D'autre part, plusieurs auteurs ont décrit l'existence 

de récepteurs de la sérotransferrine à la surface de la mitochondrie 

(KONOPKA) (4191, (KONOPKA et al.) (420). 

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

a - Constitution des réserves hépatiques 
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) . 

1 L'incorporation du fer de la transferrine par le système 

parenchymateux est faible (POLLYCOVE et MOKTIMER) (422) : elle 

atteint 0,09 mg/100 m l  de sang par jour, soit 20 p 100 du fer incor- 

porable par le reticulocyte, 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 à partir des systèmes htiimoglobine-haptoglobine et hème- 

hémpexine (HERSHKO, CûOK et al. ) (423 ) , (BERSHKO) (424 ) et (MULLER 
et al. ) (425 1 . 

Toutes les protéines fixant le fer : hémopexine, trans- 

ferrine, ferritine, ainsi que le fer libre, seraient pinocytees 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 1 . 
Les travaux de HOY et HARRISON (429) et de ZIMELMAN et al. 

(430) démontrent que le fer, ferrique ou ferreux, est incorporé par 



l'hépatocyte mais que le phénomène est plus important avec le fer 

ferreux. Récemment GROHLICHI COLIN et al. ( 431, 432) ont mis en évi- 

dence des récepteurs protéiques spécifiques de la sérotransferrine 

à la surface de l'hépatocyte. Leurs résultats suggèrent que l'absorp- 

tion plus importante du fer ferreux n'est que le reflet d'une étape 

intermédiaire du mécanisme d'absorption. 

b - Hypothèse de FLETCHER et HUEHNS 

La possibilité pour la sérotransferrine de céder spé- 

cifiquement le fer, soit aux formes actives de son métabolisme, soit 

aux formes de réserve, pose le problème de la différenciation des 

deux sites de fixation spécifique du métal. 

L'élégante hypothèse de FLETCHER et HUEHNS (433 1434) peut 

certes apporter une réponse à ce problème. Ces auteurs suggèrent que 

les mécanismes de fixation ou d'incorporation du métal dépendent uni- 

quement d'un processus d'interaction de la transferrine avec diffé- 

rents organes récepteurs. Le fer d'un des sites dénommés A serait 

délivré uniquement aux cellules érythropoïétiques alors que celui du 

deuxième site B serait cédé préférentiellement soit aux cellules 

concernées par le stockage du fer, soit aux cellules intestinales. 

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

Cetre hypothèse, 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 HUEHNS ( 435) , AWAI et al. 1 436) HARN ( 437) et ZAPOLSKI 

GANZ et al. (4381, qui 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, à qui on injecte une sérotransferrine 

marquée au 5 9 ~ e  sur un site et au " ~ e  sur l'autre site, incorpore 

le 5 9 ~ e  sur l'érythrocyte, l'hème, la moelle osseuse et la rate alors 

que le "Fe se retrouve lui dans l'hépatocyte et 1 'intestin ( AWAI 

et al.) (439). 

Cependant, de nombreuses expériences contredisent cette 

hypothèse ; d'une part, HARRIS et AISEN (440) démontrent que dans 

un système homologue, transferrine humaine-réticulocyte humain, 

les deux sites donnent aux réticulocytes de la même manière, 

d'autre part, la distribution du fer de l'aposérotransferrine 





saturée par du j9~e au niveau des cellules intestinales, ou de la 

sérotransferrine partiellement désaturée par le système ~arenchymateux 

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

4 - LACTOTRANSFERRlNE ET LE SYSTEME RETlCULOENDOTffELIAL 

Les interactions entre les formes de transport et les formes 

de stockage du fer font classiquement appel à la transferrine et aux 

systèmes parenchymateux et réticuloendothélial. Cependant, il existe 

une voie qui fait intervenir la lactotransferrine et le macrophage. 

Cette voie est mineure et n'existe que dans les cas pathologiques. 

Lors d'une inflammation quelconque le taux de fer sérique 

baisse condirablement (CARTWRïGHT) (4431, alors qu'il s'accumule dans 

la f erritine du système réticuloendothélial (CARTWRIGHT) ( 444) , 
WOHLER et al. (445). Cette baisse du taux de fer est consécutive 

à une libération de l'apolactotransferrine des leucocytes neutro- 

philes (Van SNICK, MASSON et al.) (446) qui, par l'intermédiaire 

vraisemblablement d'ions citrates, prélève le fer de la sérotrans- 

ferrine pour aller sous forme saturée reconnaître (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 

système réticuloendothélial dans la figure 17 (p 65). 

Le fer ainsi véhiculé se retrouve fixé à la ferritine 

tandis que la protéine est dégradée (VAN SNICK, MARKOWETZ et al.) 

(448) . 

Bien que de nombreux résultats aient été acquis sur l'étude 

de l'absorption du fer, un certain nombre de problèmes restent à ré- 

soudre. Ainsi, il reste à 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'à 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). 





I - LE LIEU DE L'ABSORPTION 

Une première phase rapide d'absorption du fer ionisé a 

lieu principalement au niveau du duodénum et du jéjunum (WEBY et 
al.) (4521,  une deuxième phose plus lente a lieu dans l'iléon - 
(HEMMATI) (453), (WEBY) (454) . D'après RHODES et al. (455) le fer 
peut aussi être absorbé au niveau de l'estomac. 

Le siège de 1 'absorption au niveau du duodénum est 1' enté- 

rocyte dont la bordure en brosse est en contact direct avec le flux 

alimentaire. 

2 - LA FORME DU FER 

D è s  1924, HEUBNER (456) suggère que le fer n'est absorbé 

qu'à l'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 ~ e "  résorbe est 1,5 à 10 fois plus importante 

que celle de Fe3: ces résultats furent confirmés par BRISE et 

EtALLBERG (459). Actuellement, il est admis que la différence de 

solubilité de ~e~+(1,6 ~ O - ~ M )  et de Fe3+ ( ~ o - ~ ~ M )  est responsable 

de la plus faible absorption des ions ~ e ~ +  (STARKENSTEIN) (460 1 , en 
effet, lorsqu'ils sont présentés sous forme de chélates les deux sels 

sont absorbés de manière identique (FORTH, LICHTENBERT et al. (46 1) 

et FORTH et RUMMEL (462). 

Actuellement, les auteurs considèrent que seul le métal 

"disponible", quelle que soit sa forme est susceptible d'être 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 ferrique, au fur et à mesure du 

transit, il va être soit compléxé par des ligands, soit réduit par 

la présence d'agent réducteur, soit être précipitg, comme le montre 

la figure 18 (p 671, sous forme d'hydroxydes ferriques insolubles. 

Il apparalt donc que l'alimentation joue un rôle important 

dans la disponibilité du fer. 
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Destinée du fer dans l e  t rac tus  gastrointest inal  

d'après BUEBERS e t  RUMMEL (463) 
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3 - LES BESOTNS EN FER 

L'absorption du fer augmente linéairement en fonction de 

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

besoins de l'organisme (GITLIN et al.) (464 ) . 
Le pourcentage de fer (présenté sous forme de sulfate 

ferreux) incorporé par l'organisme est fonction de la dose présentée. 

Ainsi, 25 mg de fer ingéré sont absorbés à 11,2 p 100, 

50 mg à 7,4 p 100 et 100 mg à 8 , 2  p 100. 

11 est actuellement admis que chez l'adulte normal 10 p 

100 du fer ingéré est absorbé (X) (465). Dans le cas de déficience 

en fer de l'organisme, l'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 jeu, 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 - CU DU FER DU LATT HUMAIN 

Il existe d'après 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 où il est fixé r6- 

versiblement par la lactotransferrine. 

D'après les résultats récents de SIIMES et al. 1467) qui 

confirment ceux de BLANC (468) , le taux de fer baisse en fonction 

de la durée de la lactation : à deux semainesla concentration statis- 

tique est de 0, 56 mg/l, elle tombe à 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 considère qu'un lait stabilisé contient de 

1 à 2 g (MONTREUIL et al.) (469) de lactotransferrine par litre de 

lait, sa saturation théorique en fer doit varier de 15 à 30 p 100 si 

elle fixe tout le métal présent. Or, la lactotransferrine isolée 

à partir du lait a un taux de saturation compris entre 15 et 30 

p 100. 



Le fer du lait humain a une grande disponibilité (Mac ?IILLAN 

et al. ) (470) , ainsi comme le montrent SAAFUNEN (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 

problème du rôle de la lactotransferrine dans l'absorption du fer 

n'est pas encore résolue. 

Seion 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) (4751 , 
pose le probleme du mécanisme de libération du fer au niveau de l'in- 

testin du nourrisson. Pour SPIK (4761, la lactotransferrine ne serait 

pas attaquée par des protéases, mais céderait son fer à des agents 

chélateurs, ou bien des transférases réaliseraient activement le 

transfert du fer aux chelateurs. Le r6le 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 façon 

suivante : le fer de la glycoprutéine pourrait être capté par les 

cellules épithéliales de la glande mammaire et ê + ~ e  stocké dans de5 

granules lipidiques qui seraient à l'origine du fer véhiculé par le 

lait. 

Le mécanisme d'absorption du fer pose trois problèmes : 

a - Existe-t-il à la surface de la muqueuse des 

récepteurs spécifiques ? 

b - Quels sont les facteurs moléculaires de l'enté- 
rocyte qui vont stocker ou ch6later le Fer ? 

c - Par quel mécanisme la sérotransferrine va-t-elle 
au niveau de la muqueuse capter le fer absorbé ? 

Très t6t les auteurs se sont intéressés aux problèmes 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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Evolution des hypothèses de l 'absorption du f e r  

au niveau in t e s t ina l  



DOWnLE e t  a l .  (480) e t  de HELBOCK e t  a l .  (481). A l 'heure ac tue l le ,  

l e s  auteurs cherchent à préciser l e s  d i f fé rents  consti tuants molé- 

I culaires  intervenant dans l 'absorption du métal. 

a - Spécif ic i té  de l 'absorption e t  présence d'un récepteur 

mucosal 

l Les travaux de HUEBERS, HUEBERS e t  RUMMEL (482) sur l e  r a t  

1 (déf icient  en f e r )  montrent l a  présence d'un récepteur spécifique de 

I l 'absorption du f e r  au niveau de l a  bordure en brosse, ce récepteur 

I n ' ex i s t e  pas au niveau de l ' i l é o n .  Ces mêmes auteurs mettent en évi- 

1 dence chez l e  r a t  un facteur soluble "facteur éluable" (f igure 20 

I p 72) responsable de 1 'absorption du f e r  présenté sous l a  forme ~ e ~ + .  

I Ce composé élué de l a  lumière in tes t ina le  peut être t ransferré  à un 

I i n t e s t i n  récepteur e t  r e s t e r  fonctionnel. Cependant, il n ' e s t  pas 

détectable chez l e s  su je ts  normaux (HUEBERS, HUEBERS e t  RUMMEL) (483). 

b - Protéines chélatr ices  du f e r  dans l a  ce l lu le  in t e s t ina le  

HUEBERS, HUEBEFS e t  a l .  (484) HALIDAYr POWELL e t  a l .  (485) , 
POLLACK e t  LASKY (486) e t  KAUFMAN e t  a l .  (487) ont i so lé  à p a r t i r  de 

I l a  muqueuse in t e s t ina le  de r a t  ou de cobbaye deux protéines f ixant  

I l e  f e r .  L'une de ces protéines : l a  protéine 1 est ,selon l e s  

I quatres auteurs, ident i f iab le  à une f e r r i t i n e .  La f e r r i t i n e  intes-  

l t i na l e  d i f fè re  néanmoins de l a  f e r r i t i n e  caractérisée dans l e  foie  

I e t  dans l a  r a t e .  

1 L'accord e s t  par contre lo in  d ' ê t r e  f a i t  sur l a  proteine 

2 ,  à 1 l exception du f a i t  qu' e l l e  Eixe l e  ~ e ~ + .  D'après HüEBERS e t  a l .  

(488) il s ' a g i r a i t  d'une t ransferr ine différente  de l a  sérotransfer- 

r ine  sérique puisque i n  v i t r o  e l l e  ne peut f ixer  l e  métal qu'en pré- 

sence d'un e x t r a i t  cytosolique d'entérocyte. KALIDAYr POWELL e t  a l .  

(489) n ' i den t i f i en t  pas l a  protéine e t  considèrent qu ' e l l e  e s t  conta- 

minée par l a  t ransferr ine sérique. Par contre, POLLACK e t  a l .  (490) 

démontrent chez l e  cobbaye qu ' e l l e  (s ' i l  s ' a g i t  bien de la*ême 

1 protéine) f ixe  deux atomes de f e r  ferriques mais q u ' e l l e  e s t  bica- 

ténaire  avec une masse moléculaire de 40 000 D e t  qu ' e l l e  n ' e s t  iden- 

t i f i a b l e  ni à l a  sérotransferrine n i  à l a  lactotransferr ine.  
\, . .- . 
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Proté ines  impliquées dans 1 ' absorption du fer dans 1 ' entérocyte  

se lon HUEBERS et a l .  (491) 



6 - REGULATiiN DE L'ABSORPTiiN DU FER 

Le taux de renouvellement journalier  du f e r  par dest ruct ion 

de l a  l ignée rouge e s t  de 2 p 100 ( Von HEVESY e t  Von LOCKNER) (492) .  

La régulation du métabolisme du f e r  dépend donc essentiellement de 

son absorption (Mac CANSE e t  a l .  ) (493) , (BOTWELL e t  a l .  ) (494) . 
Les facteurs  régulant c e t t e  absorption peuvent ê t r e  c lassés  

en t r o i s  suivant l eu r  loca l i sa t ion  : fac teurs  intraluminaux, humoraux 

e t  mucosaux. 

a - Facteurs intraluminaux 

1 G U ~ O  ~ ~ C .  Actuellement l e s  auteurs excluent 

l a  par t i c ipa t ion  des const i tuants  du l iquide gastrique e t  en par t i -  

c u l i e r  de l a  "gast roferr ine"  (qui se ra ien t  de nature polysacchari- 

dique) , dans l a  régulation de l ' absorp t ion  du f e r  (MURJJY e t  STEIN) 

(495). 

2' ~ a ~ ~ n 6  &miW.  Le r ô l e  de l a  l ac to t ransfe r r ine  

dans l a  régulation de l 'absorpt ion du f e r  n ' e s t  pas clairement éta- 

b l i  e t  nous l e  discuterons dans l e  chapi t re  1 de nos travaux person- 

nels .  

b - Facteurs humoraux 

1' E&y.tbpoieüne. La recherche d 'une hormone régu- 

l a n t  l ' absorpt ion du f e r  a été vaine (KRANTZ e t  a l . )  (4961, (BEUTLER 

e t  a l . )  (497). L'érythropoïétine augmente, c e r t e s ,  l ' absorpt ion du - 
f e r ,  mais indirectement par l e  b i a i s  de son act ion sur l a  moelle 

osseuse (MENDEU) (498) . 

2' Hypm h i e .  L'absorption du f e r  e s t  augmentee dans 

des condit ions d'asphyxie. Ceci est à rapprocher de l ' a c t i o n  de l a  

déficience en oxygène à haute a l t i t u d e  (WEINTRAUB e t  a l . )  (499).  

3' T U n 6  ~ C W u h C .  Il e s t  actuellement bien démontré que 

l a  baisse  du taux de saturat ion de l a  sérotransferr ine  i ndu i t  une 

augmentation de l 'absorpt ion i n t e s t i na l e  du f e r .  Les travaux de 

KAUFMAN en 1966 (500) montrent que l a  pe r t e  du f e r  provoquée par 



saignée e s t  compensée par un apport de réserves qui  d i f f è r en t  de 

ce l l e s  de l a  moelle épinière e t  du foie .  Ces réserves pourraient ê t r e  

local isées  au niveau de l a  muqueuse in t e s t i na l e .  

c - Facteurs propres à l a  muqueuse in t e s t i na l e  

Les premiers CROSBY (501),  pu is  CONRAD e t  CROSBY (502) 

ont proposé dès 1966 que l a  capacité d'absorption de l a  muqueuse e s t  

régulée par sa propre teneur en fer .  

Chez les su j e t s  déf ic ien ts  en f e r ,  seul  l e  t r a n s f e r t  de l a  

muqueuse vers l a  séreuse e s t  augmenté. Les deux protéines : Protéine 

1 de type f e r r i t i n e  e t  Protéine 2 de type t ransfer r ine ,  sont impli- 

quées. Dans l e  premiers temps, une augmentation de l a  synthèse de l a  

protéine mucosale de type t ransfer r ine  provoque une augmentation de 

l 'absorpt ion du f e r  . Cette Protéine 2 est l e  support de l a  phase 

rapide de l ' absorp t ion  du f e r .  Dans une deuxième étape l a  production 

de f e r r i t i n e  mucosale va prévenir  l e  t r a n s f e r t  du f e r  dans l e  sang, 

en l e  stockant (EL SCHOBAKI e t  RUMMEL) (503). 

7 - PASSAGE QU FER A TRAVERS LA SEREUSE 

Presque tou t  l e  f e r  incorporé pénètre dans l e  plasma e t  

moins de 5 p 100 pénètre dans l e  système lymphatique (PETERSON e t  a l . )  

(504). La v i t e s se  d ' incorporation dépend du taux de saturat ion de l a  

-sérotransferr ine (HYDE) (505) e t  (COX e t  a l .  (506). Cependant, l a  

saturat ion a r t i f i c i e l l e  i n  vivo de l a  sérotransferr ine a peu d 'ac t ion  

sur  1 ' incorporation du f e r  (POLLACK e t  a l .  (507) . 

VI11 - FER, TRANSFERRINES ET INFECTION 

Le r ô l e  des t ransfer r ines  dans l a  l u t t e  contre l ' i n f ec t ion  

a f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses revues générales dont en pa r t i cu l i e r  

ce l l e s  de WEINBERG (508) e t  de ÇUSSMAN (509) . 
De p a r t  l a  nature même de se s  fonctions dans l a  chaîne 

de t ransport  des é lectrons e t  comme cofacteur de nombreux enzymes, 

l e  f e r  e s t  un oligo-élément indispensable aussi  bien à l a  vie  de 

l'organisme de l ' h ô t e  infecté  q u ' à  c e l l e  des microorganismes paras i tes .  



Dans les conditions physiologiques, tous les êtres vivants 

ayant créé des systèmes de transport du fer, comme les transferrines 

ou comme les sidérophores bactériens (entérochiline, ferrichrome, 

ferrioxamine B) , la lutte de l'organisme contre l'invasion bacté- 
rienne pourrait se résumer à une compétition entre les chélates du 

fer de l'hôte et de ceux des parasites. En réalité, comme le montre 

le tableau XI (p 76) (WEINBERG) (5 1 0  ) , il existe chez 1 'hôte infecté 
de nombreux mécanismes pour limiter la disponibilité du fer indis- 

pensable à la croissance des microorganismes parasites. 

Nous ne traiterons dans ce chapitre que les cas où les 

transferrines sont directement impliquées. 

A - ACTION AU NIVEAU DU METABOLISME DU FER 

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

transport et en augmentant la quantité de fer de stockage. 

7 - BAISSE DE L'ABSORPTION DU FER 
Une faible baisse de l'absorption du fer a ét6 constatée 

chez l'homme lors de l'agression microbienne (BERESFORD et al.) (5111, 

(CMITWRIGHT et al.) (5121, (DUBACH et al.) (513). 

Les transferrines n'ont pas été impliquees directement dans 

ce phénomène, mais on ne peut les exclure étant donné le rôle qu'elles 

jouent dans le mécanisme de l'absorption du fer. 

2 - D ~ M I N U T I ~ N  DU FER PLASMATIQUE fT AGMEMATION DU E R  DE RESERVE 

Ce phénomène,encore mal expliqué, se manifeste par une 

anémie ferriprive. consécutive au stockage du fer dans le foie et 

à l'arrêt de la réutilisation du fer du système réticulo-endothélial. 

Chez le sujet infecté, l'aaministration parentérale du 

fer provoque une accumulation de celui-ci dans le système réticulo- 

endothélial du foie et de la rate. Les travaux de Van SNICK et al. 

(514,515,516 ) ont montlé que la lactotransferrine leucocytaire 

(voir p 64 libèrée dans le plasma capte le fer de la sérotransfer- 

rine pour le transférer à la Ierritine du macrophage qui possède à 

sa surface des récepteurs spécifiques de la ferrilactotransferrine. 

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



TABLEAU XI 

MECANISMES MIS EN OEWRE PAR L'BOTE POUR DIMINUER 

LA DISPONIBILITE DU FER INDISPENSABLE A LA CROISSANCE 

DES MICROORGANISMES PARASITES d'après WEINBERG (518) 

1 Augmentation de l'excrétion du fer 

2 Baisse de l'absorption intestinale du fer 

3 Diminution du fer plasmatique et augmentation du fer 

de réserve 

4 Présence des protéines de transport du fer au niveau 

de 1 ' agression 

5 Augmentation de la synthgse des protéines de transport 

du fer 

6 Inhibition de la synthèse des sidérophores bactériens 



LEFFEL et al. (519) et BENNETT et al. (520) a 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 paramètres connus : le 

sexe et l'âge. Nous avons schématisé dans la figure 21 (p 78) le 

rôle des transferrines dans l'hyposidérémie des états inflammatoires. 

3 - AUGIUEMATTON DE LA SYMffESE DES TRANSFERRlNES 

Alors que chez la Souris (SWORD) (521), (EDWARDS et al.) 

(5221, la concentration en sérotransferrine augmente considérable- 

ment durant l'infection, chez l'Homme, l'anabolisme devient plus 

faible que le catabolisme (JARNUM et al.) (5231, ce qui provoque une 

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

L'augmentation de la concentration en lactotransferrine 

du plasma de sujet arthritique est due selon BENNET et al. (524 )  à 

l'accélération du taux de renouvellement des leucocytes neutrophiles 

qui la libèrent dans le milieu. Cette observation 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 après une infection par Escherichia 

Coli (mastitite) serait consécutive à une synthèse accélérée (HAIIMON 

et al. (526 1 . 

B - LIBERATION DES TRANSFERRINES AU LIEU DE L' AGRESSION 
7 MECANISME D ' ACTION DES TRANSFf UR1 MES 

a - Compétition entre transferrines et sidérophores. 
L'activité bactériostatique des transferrines a été mise en évidence 

"in vitro" par SCEADE et CAROLINE (527,528) et SCHADE (529) en uti- 

lisant l'ovotransferrine et la sérotransferrine. Elle a été posée 

en hypothèse dans le cas de la lactotransferrine, par MONTREUIL (530) 

puis BLANC et ISLIKER (531) puis vérifiée "in vitro" vis-à-vis de 

différents germes Staphylococcus aureus (BLANC) ( 5 3 2 ) ,  Staphylococ- 

cus albus et Pseudomonas aeroginosa (MASSON et HEREMANS) (533 , 
Baccillus staeru Hermophilus (ORAM et REITER) (534). 

Cette activité ba~tériostaki~ue est due selon FEENEY (535) 

et SCHADE et CAROLINE (536) à un mécanisme de ferriprivation. En 
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réalité, les constantes d'affinité des sidérophores bactériens 

1 (entérochiline, ferrichrome, ferrioxamine B) pour le fer, sont du 

l même ordre de grandeur que celles des transferrines. Les chélateurs 
l bactériens sont donc capables de prélever le fer à ces dernières. 

Le mécanisme de ferriprivation se résume ainsi à une compétition 

entre 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 qui doit 

être supérieur à pH 7,s (BULLEN, CUSHNIE et al.) (547) et il néces- 

site la présence d'ions citrates ou bicarbonates (REITER , BROCI< 
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 BUUEN, WGERS et al. 

(5511 ont démontré que l'activité d'anticorps spécifiques dlEscherichia 

coli (O III/BL+/B~) est stimulée par l'addition de lactotransferrine - 
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 bactériostatique de la 

lactotransferrine. Ces IgA sont inactives seules, contrairement 

aux IgG spécifiques utilisées par BULLEN et al. (5531, de plus, 

l'addition de bicarbonate au mglange IgA-lactotransferrine est sans 

effet. 

MONTREUIL (554) postule que la protection en particulier 

de l'intestion du nourrisson se réalise par l'intermédiairede com- 

plexes formés par la lactotransferrine, les inmiunoglobulines, le 

lyzozyme, le facteur a l -  antitrypsique et des glycopeptides acides. 

2' LlBER4TlON DES fRANSFERR1NES AU LIEU DE L'AGUES'IUN 

Les transferrines, et en particulier la lactotransferrine, 

sont souvent présentes dans les tissus les plus exposés à l'invasion 

microbienne. Ainsi, selon BOARD (555)  l'ovotransferrine du blanc 

d'oeuf de Poule n'aurait qu'une activité bactériostatique. 

La lactotransferrine, présente dans tous les .tipithélia 

secréteurs, voit sa concentration s'élever considérablement chez le 



sujet infecté soit par une activation de sa biosynthèse soit par une 

accélération du taux de renouvellement des leucocytes polynucléaires 

neutrophiles. 

Ainsi, le taux de lactotransferrine dans le liquide pan- 

créatique augmente considérablement dans la pancréatite chronique 

(COLOMB, ESTEVENON et al.) (556) , (FIGARELLA et al.) (5571, (COLOMB, 
PIANETTA et al.) (5581, ce qui permet de la différencier du cancer 

du pancréas (FEDAIL, SALMON et al. (559) où il reste faible. 

Le taux de lactotransferrine est augmenté lors de l'inflam- 

mation comme par exemple dans le liquide synovial (BENNET, EDDIE- 

WU- et al.) (560), les exudats arthritiques (MALMQUIST et al.) 

(561 et les glandes salivaires (TABAK, MANDEL et al. (562 1 . 
Le rôle de la lactotransferrine dans la protection de la 

muqueuse intestinale du nourrisson pose un important problème. En 

effet, il est difficile de concilier son activité bactériostatique 

consécutive à sa capacité à 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 équilibre entre la disponibi- 

lité du fer nécessaire pour son absorption et sa capture irréversible 

pour prévenir l'infection est réalisé chez le sujet normal. Chez le 

nourrisson fortement anémique l'administration du fer augmente la 

résistance à l'infection (MACKAY) (5641, 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 rale 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 à partir de monocytes des 

substances qui stimulent la myélopolèse.. 





SECITICITE DE EW,ISSANCE DE CEiUiiiL CIBLES 
PAR LA LACT(3RANSFERRINE EJ LA m I N E  MNINES 

Ce travail, dont l'idée revient à notre laboratoire, a été 

réalisé dans le Service du Professeur T. PETEX au "Royal Postgraduate 

Medical School" à l'Hôpital de HAMMERSMITH à Londres, en collabora- 

tion avec T. COX (M.D.) 

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 à l'entérocyte humain. Ainsi l'hypo- 

thèse de MONTREUIL ( 5 6 8 )  selon laquelle la lactotransferrine serait la 

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

Le rôle de la lactotransferrine dans l'absorption du fer 

a fait, jusqu'à présent, l'objet de différents travaux qui ont 

conduit à des conclusions contradictoires. Ainsi, DE LAEYS et al. 

(569) en utilisant un systeme hétérologue (lactotransferrine humaine 

et intestin isolé de rat ou de cobaye) montrent que l'apolactotrans- 

ferrine diminue au niveau de la muqueuse l'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 E)LAEIC et 
al ( 5 7 0 )  , chez 1 ' Homme salent confirmer ceux de DE LAEYS et al. - 
(571). Ces auteurs observent en outre, après l'inhibition de l'absorption 

intestinale, une augmentation de l'incorporation du métal dans les 

réticulocytes. Plus récemment, DY VET et Van GOOL (5721, DE VET et 

Van HWPEN (573) ont établi une relation entre le métabolisme du fer 

et la concentration de la lactotransferrine dans le fluide duodénal 



et dans les leucocytes polynucléaires : la lactotransferrine inhibe 

l'absorption du fer, non pas par ferriprivation puisque la protéine 

utilisée est saturée à 85 p 100, mais selon DE VET et al. (5743, en 

masquant des récepteurs membranaires présents à la surface de l'enté- 

rocyte. Par ailleurs, Van GUGB et al. (575) montrent que 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 après 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 que l'ovotransferrine et 

la lactotransferrine sont capables de céder le fer aux réticulocytes. 

C'est pourquoi nous avons étudié "in vitro" 

1 - 1' incorporation du 5 9 ~ e  complexé à 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- 

transf errine du blanc d ' oeuf de Poule. 

Les lactotransferrines du lait de Femme et du lait de Vache 

ont été préparées selon le protocole décrit dans l'appendice tech- 

nique (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 1) 

Toutes les techniques de saturation et de désaturation des 

différentes transferrines ainsi que le marquage radioactif par le 

5 9 ~ e  ou 1 2 5 ~  et la -réparation des tampons d'incubation sont détail- 

lés dans l'appendice technique (p  11). 



A - PREPARATION DES CELLULES CISLES 

1 - RETICULOCYTES. Les réticuiocytes proviennent d'un sang hé- 
pariné, prélevé chez un sujet anémié à la suite d'une coagulation 

intravasculaire disséminée. Après centrifugation à 1 000 g pendant 

5 mn, le culot cellulaire est lavé deux fois sar le milieu de Banks 

puis est réparti en aliquotes de 0,5 m l .  

2 - Eh/77%OCYTs. Les expérimentations ont reçu l'approbation 

du comité éthique 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 l'ana- 

lyse histologique n'a révélé aucune anomalie ont été étudiés. Aussi- 

tôt après le prélèvement, effectué sous contrôle radiographique, le 

tissu est plongé dans la solution isotonique saturée en 02 dont la 

composition est décrite p 3 et est maintenu à la température de la 

glace fondante. 

La pièce de tissu, sesant en général une trentaine de mg, 

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 à 5 mg. 

B - INCUBATION 

7 - RETTCULUCYTES. Les transf errines marquées au s 9 ~ e  sont 
dessalées sur colonne de Séphadex G25 (1 x 5 cm) stabilis6e dans 

le milieu de HAMKS. 0,5 ml du milieu d'incubation sont alors addi- 

tionnés aux 0,s m l  de cellules, après agitation douce et stabili- 

sation à 37"C, la protaine (maintenue à 37OC) est additionnée pour 

obtenir une concentration de 0,001 mM. L'incubation est arretée 

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  à la température de la glace fon- 

dante. Après centrifugation, le culot cellulaire est lavé deux fois, 

puis des aliquotes de 0,2 ml sontprélevées,réparties dans 

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

tubes 



2 - ENTEROCYTES. Les txansferrines saturées en f e r  e t  marquées 

s o i t  au 5 9 ~ e i  s o i t  à 1 2 5 ~  s o i t  aux deux radioisotopes, sont déssalées 

sur une colonne de Séphadex G-25 (1 x 5 cm) s tab i l i sée  c e t t e  fo i s  

dans l e  tampon isotonique (p 3 pour échanger l e s  se ls .  Des frac- 

t ions de 2 0 0  p l  sont r ecue i l l i e s  e t  analysées au compteur de radio- 

ac t iv i t é  Gamma af in  de ne r e c u e i l l i r  que l e s  f ract ions qui contien- 

nent l a  protéine non contaminée par l e  métal l i b re .  La t ransfer r ine  

e s t  ensuite diluée par l e  tampon isotonique, pour obtenir une solu- 

t ion O ,  O10 mi4 en orotéine e t  O, 020 mM en métal. La 57 Co-Cyanocoba- 

lamine e s t  a lo r s  additionnée selon l a  technique de COX e t  a l .  (581) 

pour obtenir une concentration f ina le  de 5 nM. La solution e s t  ame- 

née a 37OC e t  e s t  oxygénée en continu par de l'oxygène pur à 100 %. 

Après s tab i l i sa t ion  de l a  température, l e s  pièces de t i s s u s  sont 

mises en suspension, deux fragments sont prélevés aux temps 5,  10, 

15 e t  20  m. Ils sont lavés, soigneusement épongés, guis  relavés 

deux f o i s  par l e  tampon isotonique à 4OC, enfin,  i l s  sont séchés, 

pesés e t  r épa r t i s  dans l e s  tubes de comptage contenant 0 , s  m l  de 

tampon isotonique. De même des aliquotes de l a  solution de protéine 

avant e t  après addition de l a  57~o-~yanocobalamine e t  après l ' incu-  

bation sont prélevées. 

C - RESULTATS OBTENUS 

1 - RETlCLlLOCYTES. Dans ce cas où un seul radioisotope e s t  

présent, nous exprimons l a  quantité de f e r  absorbé en p.mol par 

nombre de réticulocytes.  

2 - ENTEROCYTES. La radioact ivi té  e s t  mesurée sur t r o i s  canaux 

séparés, permettant l e  comptage simultané de 5 9 ~ e  e t  5 7 ~ 0 1  ou de 

1 2 5 ~  e t  L'émission gamma de chaque élément e s t  corrigée 

par un coeff ic ient ,  déterminé avant chaque mesure, permettant de 

définir  l e  taux de contamination de l a  radioact ivi té  du 5 7 ~ o  par 

ce l le  de 5 9 ~ e  e t  de ce l l e  de 1 2 5 ~  par 5 7 ~ o .  Enfin, connaissant l a  

radioact ivi té  spécifique de chaque isotope dans l a  solution, l e  

volume puis l a  quantité de 5 9 ~ e ,  1 2 5 ~  e t  5 7 ~ 0  sont exprimés par mg 

de t i s su  f r z i s .  

La cyanocobalamine n ' é t an t  pas absorbée au niveau du 

jéjunum (SCHUTZ e t  a l .  1 (582) , (COX e t  a l . )  (583) , e l l e  se  r é p a r t i t  



en moins de 5 mn dans l e  liquide extracel lulaire .  La quantité de 

5 7 ~ 0  prélevée par l e  t i s s u  e s t  donc constante, aux erreurs  expé- 

rimentales près,  tou t  au long de l a  cinétique, seule une quantité 

de supérieure à l a  quantité de 5 7 ~ o ,  r e f l è t e  une absorption. 

La quantité de f e r  absorbée e s t  exprimée en pmol/mn/mg 

de t i s s u  f r a i s  suivant l a  formule : 

ulS9Fe - ~ l ~ ~ c 0 . c  

Q = A 

P. t 

où p = poids du t i s s u  en mg 

I t = temps d'incubation en mn 

c = correction due à l a  contamination du S 7 ~ ~  par "Fe 

A = radioact ivi té  spécifique de l a  solution de 5 9 ~ e  

I I I  - RESULTATS 

A - SPECIFICITE DE ECONNAISSANCE PAR LA SEROTRAIUSFERRINE HUMAINE 

D'UN RECEPTEUR MEMBRANAIRE AU NIVEAU DU RETICüLOCYTE HUMAIN 

1 - C l N E T 1 2 U E  V'lNCORPORATZON DU 59Fe COIV1PLEXE A LA SEROTRANS- 

FERRINE E T  A LA L A C T U W i V S F E R R 7 N E  HUMAINE PAR LES RETiCU-  

C m  HUMAINS 

La f igure 22 (p 86 montre, de manière comparative, l a  

cinétique d ' incorporation du 5 9 ~ e  de l a  serotransf e r r ine  humaine, à 

l a  concentration physiologique de 0,002 mM e t  de l a  lactotransfer- 

r ine par des ce l lu les  sanguines humaines contenant 6 2 100 de r é t i -  

culocytes. Le taux de f e r  incorporé à p a r t i r  de l a  lactotransferr ine,  

représente moins de 1 p 100 du métal présenté e t  r e s t e  constant 

a lo r s  que l e  taux d'incorporation du f e r  dii à l a  sérotransferrine 

augmente linéairement au tours du temps. Le fa ib le  pourcentage de 

rét iculocytes  (6  p 100) explique que tou t  l e  f e r  de l a  sérotransfer- 

r ine  ne s o i t  pas prélevé en 60 mn d'incubation. 

Cette expérience montre sans ambiguïté que l a  lactotrans- 



pmol Fer 

Figure 22 

Cinétique d ' incorporation du 5 9 ~ e ,  complexé à l a  sérotransf  e r r i ne  

e t  à l a  l ac to t ransfe r r ine  humaine par  l e s  ré t icu locy tes  humains 

Lactotransf e r r i n e  0-0 

Sérotransf e r r i ne  e-• 



ferrine humaine n'est pas reconnue par le réticulocyte humain. Les 

résultats obtenus par LINE et al. (584), qui observent une incorpo- 

ration du 5 9 ~ e  complexé à la lactotransferrine humaine par le réti- 

culocyte de Lapin, peuvent s'expliquer par une cause d'erreur au 

cours de la méthode de marquage au 5 9 ~ e  de la lactotransferrine. 

En effet, ces auteurs laissent incuber la protéine saturée avec du 

fer "froid" en présence de 59~e~13. La constante d'affinité 

de la lactotransferrine pour le fer étant de k = 1 0 ~ ~  , il est vrai- 
semblable que la faible radioactivité obtenue sur la protéine soit 

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

B - SPECIFICITE DE RECONNAISSANCE PAR LA LACTOTRANSi?ERRINE HUMAINE 

D'UN RECEPTEUR MEMBRANAIRE AU NIVEAU DES ENTEROCYTES HüMAïNS 

7 - MTSE EN EVIPENCE DE L11NCORPORAT70N VU FER DE LA LACTO- 
7TANSFÊRRINE PAR L1EN7TROCYTE ffUMA'LN 

Nous avons utilisé la technique mise au point par COX et 

PETERS (585) pour démontrer "in vitro" l'incorporation par l'enté- 

rocyte du complexé à 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 à une concentration de 0,01 mM en transferrine complètement 

saturée en métal, ce qui représente un énorme excès par rapport 

la concentration physiologique en lactotransferrine du tractus 

gastro intestinal qui n'est détectée que par radioimmunologie. 

La figure 25(p 92) montre le résultat de l'incorporation 

du 5 9 ~ e  complexé à la lactotransferrine et de la 57 Co-Cyanocobala- 

Mne. Cette dernière, 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 1' analyse statistique de 1 ' incorporation du 5 9 ~ e  par 42 pièces 
de tissusprovenant de 9 biopsies permet de calculer la vitesse 

moyenne d'absorption. Cette vitesse est de 0,6 p mol Fe/mg/mn, 

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

Analyse statistique de l'incorporation par l'entérocyte 

du 5 9 ~ e  complexé à la Lactotransferrine 



Fe-III (0,9 p mol/mg/mn) . Cette augmentation de la radioactivité 
en 5 9 ~ e  de l'entérocyte peut être le reflet d'une absorption de la 

I lactotransferrine sur la muqueuse intestinale. En effet, il est bien 

I connu que la lactotransferrine forme des complexes avec des composés 

acides (E3[EKNAN) (586 1 , (DESCAMPS) (587 ) , or la muqueuse intestinale 
est tapissé de mucus acide sécrété par les glandes à mucus, c'est 

pourquoi nous avons analysé le comportement de la lactotransferrine 

marquée à 1251. 

2 - CTNETTQUE V'TNCURPORATTON PAR L'EMEROCY7T DE LA LACTO- 

TRANSFERRiNE MARQUEE A 125i. 

1 La figure 24 (p 90) donne la répartition de 1 2 5 ~  lacto- 1 
transferrine saturée en fer et de la cyanocobalamine. La concentra- 

tion en 1 2 5 ~  (0,243 pl/rng f 0,225) reste constante ,aux erreurs 

expérimentales près, au cours du temps, et elle est voisine de celle 

de la cyanocobalamine (0,218 ~1 f 0,114 pl/mg), ce qui montre la 

présence continuelle de lactotransferrine à la surface de l'enté- 

rocyte. Cependant,l'impossibilité d'étudier simultanément, pour des 

raisons techniques, la répartition de 125~, 5 9 ~ e  et 57~0, nous 

ayant obligé à étudier séparément la cinétique d'incorporation d'une 

protéine marquée à 1 2 5 ~  et d'une protéine marquée au 59~e, nous ne 

pouvons'affirmer que l'iodination n'a pas, en wsdifiant la confor- 

mation de la protéine, diminué sa capacité à transférer le fer. Nous 

avons donc, pour éliminer cette possibilité, étudié sur une même 

biopsie, d'une part, le comportement en présence de cyanocobalamine, 

d'une lactotransferrine marquée au 59~e et, d'autre part, celui de 

la même protéine marquée simultanément au 5 9 ~ e  et â 12'I. La distri- 

bution des radioisotopes au bout de 20 mn d'incorporation a été la 

suivante : 

- Première série : 1 2 5 ~  = 0,260 ul/mg + 01014 
5 9 ~ e  = 1,099 vl/mg k 0,224 

- Deuxième série : 57~o = 0,140 f 0,014 

59~e = 1,386, + 0,3 
Ces résultats démontrent que l'iodination n'a perturbé ni 

la reconnaissance de l'entérocyte par la lactotr9nsferriner ni le 

transfert du fer. 

Mous pouvons donc conclure que l'augmentation de la concen- 

tration du 5 9 ~ e  dans 1 'entérocyte n'est pas la conséquence d'une I 



Figure 24 

Cmétïque d'incorporation par l'entérocyte humain 
ae &a ~acrocrans~errine nlcrqué- à -rz5i 



absorption de la protéine sur la muqueuse intestinale. 

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 à la lacto- 

transferrine par l'entérocyte. 

L'expérimentation, réalisée avec une concentration de 

10-~ M en cytocholasine Dr a donné une incorporation de 9r4 2 1,8 

p mol/mg alors que le témoin a donné une augmentation de 6,8 f 2,8 

p mol/mg. 

Le phénomène de pinocytose semble donc être exclu. 

4 - SPECTFTCTTE DE TRANSFERT VU FER 

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

cutive à une intéraction spécifique entre l'entérocyte et la lacto- 

transferrine, nous avons étudié le comportement du fer complexé à 

d'autres transferrines : la serotransferrine 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 à partir de la même biopsie avec la 

séro et la lactotransferrine humaines. La concentration du 5 9 ~ e  de la 

sérotransferrine est nettement plus faible que celle du la pro- 

téine se répartit donc uniquement dans le fluide extracellulaire. 

Nous avons résumé dans le tableau XII (p 93) les résultats 

obtenus après l'étude de 3 biopsies sur les quatres 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 à partir de 

la sérotransferrine ou de l'ovotransferrine. 

Par contre, le fer complexé à la lactotransferrine bovine 

est absorbé mais à une vitesse cinq fois inférieure à celle du 

complexe fer-lactotransferrine humaine 



.- 

Figure 25 

Cinétique d ' incorporacion par 1 ' entérocyte humain du ' ~ e  

complexé à la lactotransferrine et à la sérotransferrine humaines 

9 ~ e  lactotransferrine 0-0 

5 9 ~ e  sérotransferrine @-O 

5 7 ~ o  cyanocobalamine - - - 





Nous avons démontré, sans ambiguïté, que l'ion ferrique 

Fe3+ complexé à la lactotransferrine était obsorbé, "in vitro", par 

l'entérocyte puisque nous mettons en évidence le métal dans la cel- 

lule intestinale alors que la protéine reste dans le milieu d'incu- 

bation. Il est certain que nous n'avons pas mis en évidence un 

simple phénomene d'absorption du métal dissocié de la protéine car, 

alors, celui-ci se réaliserait de façon 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 paraît donc jouer un 

rôle iwortant dans la pénétration du fer dans la cellule intesti- 

nale. En effet, si nous n'avons pu vérifier, dans notre système 

expérimental, que le métal se retrouve ensuite complexé à la ferri- 

tine de l'entérocyte et surtout transporté par la sérotransferrine 

circulante, nous avons cependant montré que l'entérocyte fixait 

spécifiquement la lactotransferrine et qu'il était capable de disso- 

cier le complexe métallique dont la constante d'affinité est de 

l'ordre de k = 1 0 ~ ~ .  

Le rôle de la lactotransferrine dans l'absorption intesti- 

nale du fer est confirmé, en outre, par le fait que la lactotrans- 

ferrine secrétée par le pancréas et Far 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 que sa concentration est augmentée chez 

les sujets anémiques (ISOBE et al. ) (594) . 

Nous avons démontré, pour la première fois, in vitro, que 

la lactotransferrine était capable de reconnaître s~écifiquement 

l'entérocyte et que celui-ci possédait la propriété de dissocier 

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

Ces résultats corroborent l'hypothèse de MONTREUIL selon 

laquelle la lactotransferrine, principal chélateur du fer dans le 



lait humain serait le facteur alimentaire responsable de l'absorp- 

tion de ce métal chez le nourrisson. 

Le groupe de glycoprotéines que constituent les transfer- 

rines fixent à saturation deux atomes du fer et assurent le transport 

du métal entre les formes de réserve et les formes actives. Elles 

possèdent, en outre, une activité bactériostatique qui s'exerce par 

ferriprivation. Le rôle de transporteur du fer des transferrines 

implique qu'elles sont capables de prélever le métal à des formes 

de réserve et de le céder à des cellules cibles qu'elles reconnais- 

sent spécifiquement : le réticulocyte pour la sérotransferrine 

(JANDL et al.) (5951, les cellules embryonnaires pour l'ovotransfer- 

rine (WILLïAMS et al-) (5961, 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 à la spécificité de reconnaissance 

des cellules cibles. Ces bases ont dans une certaine mesure été dé- 

finies au cours de l'étude comparée à laquelle 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- 
f enines 

3 - sur la séquence covalente de la lactotransferrine hu- 
maine. 



CHAPITRE II 

ET DE LA SEROTRANSFERRINE HLfflAINES R- DES MODIFICATIONS 
INDUITES PAR L1ELIMIN4TIûN W FER 

Ce t r a v a i l  a é t é  r é a l i s é  en ce qui concerne l e  dichroïsme 

avec l a  collaboration de Madame LOUCHEUXI Maître de Recherche au 

C.N.R.S. à l ' I n s t i t u t  de Recherches sur l e  Cancer de L i l l e  e t  à 

l 'Un i t é  V de l'I.N.S.E.R.M., Directeur : Professeur G. BISERTE. 

NOUS leur  adressons nos v i f s  remerciements. 

1 - INTROWCTION 

L e s  travaux de JANDL e t  KATZ (597) pu is  de FLETCHEZ e t  

BUEBNS (598) ont montré que l ' incorporat ion du f e r  par l e  ré t iculo-  

cyte é t a i t  10 f o i s  p lus  rapide lorsque l a  sérotransferr ine é t a i t  

présentée sous forme d i fe r r ique .  Cette influence de l a  saturat ion 

en métal sur  l e  mécanisme de reconnaissance de l a  ce l lu l e  suggère 

.un remaniement conformationnel de l a  protéine l o r s  de l ' é l imina t ion  

du métal. 

Cette modification de l a  conformation de l a  protéine a é t é  

depuis longtemps posée en hypothèse à l a  su i t e  des travaux de WINDLE 

e t  a l .  (5991, AZARI e t  FEENEY (600) e t  SPIK (601) qui on t  démontré 

une plus grande rés is tance des f e r r i t r ans fe r r ines  i l ' a c t i o n  de l a  

chaleur e t  des enzymes protéolytiques e t  de ceux de AISEN e t  a l .  (602) 

pu i s  de MAKEY e t  a l .  (603) qu i  ont constaté une var ia t ion  du s o i n t  iso- 

é lectr ique de l a  sérotransferr ine en fonction du nombre d ' i ons  Fe 3 + 

f i xés  : O,l,ou 2 .  



En outre, la grande stabilité du complexe fer-lactotrans- 

ferrine qui n'est dissoçié qu'en dessous de pH 4 (MONTREUIL, TONNELAT 

et M U U E T )  (604) et sa spécificité de reconnaissance ,pour l'entéro- 

cyte peuvent s ' eqliquer par une conformation différente de celle 

de la sérotransferrine. 

Nous avons donc essayé de définir les paramètres 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 dichroïsme circulaire, 
2 - la localisation des chromophores tyrosine et tryp- 

tophane , 
3 - la dénaturation des deux glycoprotéines par le chlo- 

rhydrate del guanidine . 

I I  - RUDE COMPAREE DES SPECTRES 

A - MATERIEL ET METHODES 

Les concentrations en protéines ont été mesurées par la 

méthode de LOWRY et al. (605) et d'après leur absorbante à 280 nm 

en utilisant les valeurs de E 1 cm 
1 p 1 0 0  

de 11,0, 11,2, 14,3 et 14,O 

respectivement pour les apolactotransferrine et aposérotransferrine 

et leurs d6rivés saturés en fer. Le degré de saturation en métal a 

été d4terminé par dosage du fer selon la méthode ZL la bathophenan- 

throline modifiée par SPIK (606). 

Les spectres ont été obtenus à partir de protéines dissou- 

tes à une concentration de 0,l p 100 dans NaF 0,214 M, de telle 

manière que l'absorbante soit toujours inf&rieure,en ultraviolet, 

à 1,5. 

Nous avons utilisé un Dichographe JOBIN et WON R.J. Mark 

III et des cuves dont le trajet optique est de 0,l 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 mol éculaire pour un résidu d'acide aminé de 112 



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-neuraminique qui ne représentent que 2 et 1 p 100 

de la masse totale des protéines. L'ellipticité a été exprimée en 

degré/~rn-~ /dmol-l . 

B - RESULTATS 

I - SPECTRES EM-RE 180 ET 250 NM.  es courbes obtenues pour l'apo- 
lactotransferrine et la lactotransferrine saturée en fer sont iden- 

tiques. Elles montrent (figure 26 p 9 9 ) )  deux maxima à 208 et 220 

nm qui possèdent la même ellipticité. 

L'ellipticité des spectres de la sérotransferrine est plus 

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

L ' application de 1 ' équation de CESEN et al. (607 a permis 

de calculer les pourcentages de feuillet plissé B et d'hélice B. Les 

valeurs sont données dans le tableau XII1 (p 100len comparaison avec 

celles obtenuespar les autres auteurs. 

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

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

centrée à 276 nm sur laquelle viennent se surimposer des bandes vers 

250 et 291 nm (Figure 27 p 101). La bande négative à 252 nm est dé- 

placée à 256 nm pour la sérotransferrine. Les bandes à 283 et 291 

nm qui sont attribuables à la tyrosine et au tryptophane ont une 

ellipticité 3 fois supérieure dans le cas de la lactotransferrine. 

La bande à 276 nm qui est probablement due aux ponts disulfures et 

aux résidus de phénylalanine est 2,s fois plus importante dansle cas 

de la lactotransferrine. 

La fixation spécifique du métal induit dans les deux pro- 

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

La bande à 305 nm, bien définielest attribuable à une 

perturbation de l'environnement électronique du tryptophane. La 

bande à 325 nm est peut-être la fin de celle centrée à 456 nm ou, 

comme l'a suagéré TAN (608) à sropos de l'ovotransferrine, la con- 

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



Figure 26 

Spectres dichroiques de la lactotransferrine (-1 

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



TABLEAU XII1 

STRUCTüRE SECONDAIRE DES TRANSFERRINES 

a résultats personnels 

b TOMIMATSU e t  a l .  (609) 

c VENTURAet a l .  (610) 

d NAGY e t  a l .  (611) 

e TAN (612) 

r 
Taux d ' h é l i c i t é  a 

en p 100 

A ~ o L T F  (a )  28 

LTF (a) 26 

ApoSTF (a)  17 

( b )  21 

(c) 20 

( d )  17-18 

STF (b,c ,d)  17-13 

Apo OTF (e) 28 

(b) 16 

OTF ( b , e )  19 

I 
Taux de structure B 

e n  p 100 

64 

5 7 

6 8 

- 
40 - 45 

- 

- 

32 

- 
- 



Figure 27 

Spectres dichroïques des apo et ferritransferrines entre 250 et 600 nm 

- ferrilactotransferrine 
- - apolactotransferrine 

- - - - -  ferrisérotransferrine 

- . . . . . . aposérotransf errine 



C - CONCLUSIONS 

Ces résultats montrent que la sérotransferrine à un taux 

d'hélicité très faible (17 p 100) et que sa structure secondaire 

n'est pas affectée par la fixation spécifique du métal. Ils confir- 

ment les résultats obtenus par TOMIMATSU et al. (613) et par JIRGEN- 

SONS (6 14 ) . 
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 extrinsèques de l'apolactotransferrine 

la différencie nettement de l'aposérotransferrine et suggère des 

intéractions glus importantes entre les chaînes latérales des chro- 

mophores ou encore une différence entre les sites de fixation du 

métal. 

1 1 1 - LOCAL1 SATI ON DES E S  IDUS DE TWûS 1 NE ET DE TRYPTWHANE 

Nous avons essayé, en utilisant la technique de "pertur- 

bationn,de suivre le comportement des chromophores tyrosine et tryp- 

phane localisés à la surface des apo-et ferritransferrines en tenant 

compte du fait que 4 à 6 résidus de tyrosine sont impliqués dans 

la liaison avec le métal. 

A - MATERIEL ET METHODES 

La préparation des apotransferrines réduites et alkylees 

a été modifiée de manière à obtenirdes protéines solubles en absence 

d ' agent dénaturant. 

Après réduction de 50 mg d'apotransferrine selon la mé- 

thoee de CRESTFIEL. et al. (615) (p 4 1 ,  l'alkylation est effectuée 

par l'acide iodoacétique à pH 8,6 et la protéine est immédiatement 

précipit8e par un mélange acétone, HC1 1%(20-l,v/v). Le précipité est 

repris dans un tampon TRIS-HC1 0,l M pH 8,6 p u s  mis en dialyse 

24 h contre le mëme tampon puis trois fois contre de l'eou dis- 

tillée. 



a - Ttrgptaphane. Le tryptophane a é t é  dosé selon l a  tech- 

nique de EDELHOCH (616). La proté ine rédui te  e t  alkylée e s t  dissoute 

dans un tampon phosphate de sodium 0,02 M pH 6,5, Gu, HC1 6 M I  sa 

concentration e s t  déterminée sur  un l o t  d issout  dans l e  même tampon 

ne contenant pas de GU, HCL. Le nombre de résidus de tryptophane 

e s t  exprimé par l a  r e l a t i on  : 

b - Tqt~uaXne. Le nombre de rés idus  de tyrosine e s t  mesuré 

selon l a  méthode de DONOVAN (617) sur l e s  apoprotéines rédui tes  e t  

a lkylées  . 
Ib - Ia x 76 000 

N Tyr = 
c x A ~ T y r  

où I a  = Absorbance à 295 nm de l a  proté ine en solut ion dans 

un tampon KC1 011 M pH 6 , s  (GU, HC1 O OU 6 M) 

I b  = Absorbance à 295 nm de l a  protéine en solut ion à pH 13 

c e s t  l a  concentration de l a  proté ine 

A E Tyr = 2 310 dans l e  tampon KC1 0 , l  M 

A E Tyr = 2 430 dans l e  tampon GU, HC1 6 M 

Nous avons u t i l i s é  l a  tec,hnique mise au po in t  par HERSKOVITS 

e t  LAWKOWSKI (618, 619). Les mesures ont é t é  f a i t e s  sur  des proté ines  

en so lu t ion  dans un tampon KC1 0 , l  M I  phosphate de sodium 0101 M 

pH 7 , s  à une concentration voisine de 0 , l  p 100. Les spectres  ont 

é t é  r é a l i s é s  sur un spectrophotomètre Beckman Zt double faisceau en t re  

250 e t  310 nm d l a  température de 22OC. 

Nous avons gtudié l ' a c t i o n  de quatre perturbants sossédant 
O 

des diamgtres décroissants : l e  polyéthylène glycol (9,2 A ) ,  l e  gly- 
O O O 

céro l  (5,2 A) , 1 ' éthylène glycol (4,4 A) e t  1 'eau lourde ( 2  A) e t  

v é r i f i é  que l ' a c t i o n  du perturbant e s t  proportionnelle à sa concentra- 

t i on  en t r e  O e t  50 p 100. 

a - b l ~ u h E b .  Une solut ion mère a é t é  préparée en dissolvant  30 

mg de prote ine dans 4 m l  de tampon KC1 0 , l  M- phosphate de sodium 0,01 M 



pH 7,s .  A p a r t i r  de c e t t e  solution mère nous avons r é a l i s é  comme 

s u i t  4 solutions dénommées To, TI Po, P : (dans l e  cas d'une concen- 

t r a t i on  de 30 p 100 en per turbant) .  

Solution mère Perturbant de protéine 
en m l  en m l  

Tampon 
en m l  

Le spectre est l u  en t re  To, P et  T l  Po 

b - Expzesaions d u  tré6dm. Les r é s u l t a t s  obtenus on t  

é t é  exprimés suivant l a  méthode de HERÇKOVITS e t  SORENSEN (620) .  

A E 292 
N Trp = où 

A E 292 

A c 292 e s t  l a  différence du coef f ic ien t  d 'extract ion mo- 

l a i r e  mesurée entre  l a  protéine e t  l a  protéine perturbée 

A E 292 Try e s t  mesurée sur une solut ion témoin de N-acétyl, 

O-éth-y1 - e s t e r  tryptophane 

A & 286 - N  TryA E. 286 Try 
N Tyr = 

A E 286 Tyr 

où dans ce cas  

N Try A E 286 Try représente l 'absorbance à 286 nm de N Try 

résidus de tryptophane. 

B - RESULTATS 

Nous présentons dans l e  tableau XIV (p 105) l ' a c c e s s i b i l i t é  

des chromophores tyrosine e t  tryptophane des deux t ransfer r ines  sous 

f o m e  apo e t  saturée.  

Le nombre de rés idus accessibles de tryptophane e t  de tyro- 

s ine  de l a  sé ro t ransfer r ine  saturée r e s t e  constant lorsque l a  t a i l l e  
O O 

du perturbant passe de 4,4 A à 9,2 A. Ainsi, 27  p 100 des rés idus de 

tryptophane e t  32 p 100 des résidus de tyrosine sont perturbés par 



TABLEAU XIV 

NOMBrZE DE =SIDUS DE TRYPTOPHANE ET DE TYRûSINE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

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

, 

R é  sidus de tryptophane 
accessibles 

Perturban ts 
r 

I ISPP. apo ç p  + IL= apo L m  + 

Polyéthylène Glycol 2 . 1  3 1 13 .2  4 .0  1 

Glycérol 

1 Ethylène Glycol 3.2 4 . 6  2 3 . 9  6 , 3  2 

Deutérium Oxyde 7.8 2 3 , 6  10.0 6  

L 

Résidus de tyrosine 
accessibles 

STF apo STF # LTF apo LTF # 



l'éthylène glycol. Ce pourcentage ne varie pas pour la tyrosine en 

présence d'eau lourde, alors qu'il monte à 50 p 100 dans le cas du 

tryptophane. 

De même, 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 tryatophane 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 à l'eau lourde. 

C - CONCLUSIONS 

Les deux ferriprotéines ont un comportement voisin et une 

structiire très compacte. 

Le départ du métal de la sérotransferrine, ne se traduit 

que par l'exposition de 2 résidus de tryptophane et 7 résidus de 

tyrosine, acides aminés qui sont justement impliqués dans la fixation 

du métal. Ce qui laisse présager que l'apoprotéine adopte une confor- 

mation très 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 à l'eau lourde. 

IV - ETUDE DE LA DENANRATION 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 dênaturant. 

Nous avons choisi le chlorhydrate de guanidine puisque 

l'urée, m6me à la concentration de 8 M, n'est pas capable de dénatu- 

rer complètement la lactotransferrine saturée en fer, et que l'action 



du pH e s t  d i f f i c i l e  à i n t e rp ré t e r  à cause des perturbations appor- 
3' t é e s  dans l e s  spectres  par l a  présence de Fe . 

L 'e f f e t  de l a  dénaturation a été su iv i  en dichroisme 

c i r cu l a i r e  e t  en différence de spectre.  

A - MATERIEL ET METHODES 

7 - VIFFERENCE DE SPECTRES DANS L'ULTRA-VIOLET. NOUS avons u t i -  

l i s é  l a  technique desquatres  cuves en tandem sur des solut ions  de 

proté ines  en tampon phosphate de sodium 0,05 M, KC1 0 ,1  M pH 7,5 

de t e l l e  manière que l a  densi té  optique s o i t  toujours in fé r ieure  à 

1 , s  u D.O. 

Pour chaque molarité en Gu, HC1 nous préparons un témoin 

blanc b e t  t r o i s  solut ions  T I  Po e t  P de l a  manière suivante : 

Solution mère de proté ine : 30 mg 4 m i  tampon 

Solution mere de GU, HC1 : 38,2 g qsp 50 m i  

La di f férence de spectre  e s t  l ue  de 600 à 240 nm en t re  l e s  

cuves To, P e t  T e t  Po, au bout de 2 h e t  24 h d'incubation. 

2 - DICHROISME CIRCULAZRE. Dans ce cas  l a  dénaturation e s t  

r é a l i s é e  par dissolut ion de l a  protéine dans Na F 0,214 M. 

Les spectres  dichroiyues ont é t é  r éa l i s e s  sur chacune des 

solut ions  préparées corne nous l 'avons d é c r i t  p lus  haut. 

Nous avons de plus  analysé systématiquement les différen- 

ces  de spectre  pour chaque molari té en Gu, HC1. 

B - RESULTATS 

1 - APOTRANSFERRINES 

a - Didd&ence de ape&a. NOUS représentons dans l a  

f igure  28a (p 108) l a  dénaturation des deux apoproteines su iv ies  

à 292 nm. Leur comportement e s t  vois in  puisque l e s  50 p 100 de dé- 

naturat ion sont  obtenus pour l a  même molarité en Gu, HC1 : 1,5 M 

Cependant, dans l e  cas  de l a  l ac to t ransfe r r ine ,  l ' e f f e t  bathochrome 

obtenu en t r e  O e t  lM, e s t  ca rac té r i s t ique  de l a  per turbat ion de 

rés idus  de tryptophane, sans dénaturation de l a  protéine.  Nous 



Figure 28 

Dénaturation par le chlorhydrate de guanidine 

de 1 ' apolactotransferrine (0-0) et de 1 ' aposérotransferrine (0-0) humaines 

a suivie en différence de spectre à 292 nm 

5 suivie en dichrolsme circulaire 8 = 220 nm 



avons pu calculer, en mesurant la pente à l'origine de cet effet, 

que 2 , 6  résidus de tryptophane sont accessibles à l'action de la 

GU, HCl à 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'à 3 M GU, HC1, alors qu'elle l'est dès 2,s M =ur 

la lactotransferrine. L'amplitude de la dénaturation extrapolée à 

concentration nulle en Gu, HC1 est de A E 292 = - 13 500 +, 750 et 

A E 292 = - 11 500 f 500, respectivement pour la lactotransferrine 
et la s6rotransferrine. Si l'on tient compte, dans le cas de la 

lactotransferrine, que 3 résidus de tryptophane, sur les 13 dosés, 1 
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 - Dichtrahme c inc~da ihe .  La figure 28 b (p 108) montre 

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

rait que 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 - LACTUTUAUFERRiNE SATURE€ EN FER 

a - V.Ldb&ence de h p e c t r r u .  NOUS avons représenté dans la 

figure 29 (p 1101, la dénaturation par le chlorhydrate de guanidine 

de l'apo et de la ferrilactatransferrine en présence d'ions phospha- 

tes qui fragilisent la liaison avec le métal (FI-) (621). Tout 

comme dans le cas de l'apolactotransferrine, le dérivé saturé en 

fer montre lorsque la concentration en GU, HC1 augmente de O à 1 M 

une perturbation des résidus de txyptophane sans dénaturation de la 

protéine. Les dosages montrent que 3 tryptophanes sont impliqués 

dans ce phénomène. 

Le processus de dénaturation est biphasique. Dans un premier 

temps entre 1 et 2 M GU, HClr nous observons une dénaturation qui 

suit celle de l'apolactotransferrine mais dont l'amplitude extrapolée 

à une concentration nulle en GU, HC1 est de l'ordre de A E 292 = - 
7 000, c'est-a-dire deux fois inférieure à celle de l'apolactotrans- 

ferrine. Lors de cette première étape de dénaturation, la différence 



Figure 29 

Dénaturation de l'apolactotransferrine (0-0) et de 

la ferrilactotransferrine(m-0) par le chlorhydrate de guanidine 

a analyse en différence de spectre à 292 nm 

b analyse en dichroïsme circulaire à 8 = 220 nm 

c analyse en différence de spectre à 465 nm 



de spectre lue à 465 nm montre que 50 p 100 du m&tal sont éliminés. 

La deuxième étape de dénaturation a lieu entre 2,7 et 4 M 

Gu, HC1 et est synchrone de la dissociation totale du complexe mé- 

tallique. 

L'extrapolation, à concentration nulle du Su, K 1 ,  de 

l'amplitude de la dénaturation donne A E: 292 = - 27 000 f 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'entraîne pas de dénaturation de 

la protéine. Cette valeur est nettement supérieure à celle obtenue 

avec l'apolactotransferrine. La différence de - 14 000 + 775 obser- 
vée au cours de la deuxième phase de dénaturation peut être consé- 

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

b - ~ichttodme ci/r~daite. 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 monophasique 

et est retardée jusqu'à une concentration en Gu, H C ~  3 M. L'analyse 

simultan8e de 8 465 mm et O 220 mm montre que l'élimination du métal 

est synchrone du dépliement de la chaîne peptidique. 

3 - SEROTRAIUSFERRINE SATUREE EN FER. 

a - Vi&d&ence de apec;trte6.  analyse de la figure 30 a 

(p 112) montre que dans ce cas la présence de métal ne retarde pas 

le processus de dénaturation, mais que l'amplitude de celle-ci 

atteint à concentration nulle en Gu, HC1 une valeur de A c = - 27 5 0 0  

f 1 500, ce qui représente une différence de - 16 000 f 1 500 avec 
l'aposérotransferrine. Cette valeur est supérieure à celle trouvée 

par la lactotransferrine. 

b - D i c h o A m e  cUrc&&e. L'analyse en dichroTsme circu- 

laire, réalisée en absence d'ions phosphates donne des 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 même concentration ( 3  M) en GU, HC1 pour l'apo et la sérotrans- 

ferrine. Cependant à 2 M en Gu, EiC1 alors que le dépliement de la a ,  

chaîne peptidique n'est pas encore commencé, 50 p 100 de la capacité 
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Figure 30 

Dénaturation de l'aposérotransferrine (0-0) et 

de la ferrisérotransferrine (0-0) par le chlorhydrate de guanidine 

a analyse en différence de spectre à 292 nm 

b analyse en dichroisrne circulaire à 8 = 220 nm 



de f ixa t ion  du méta l son tdé jà  perdus. Ce phénomène e s t  aussi  obser- 

vé en différence de spectres  à 292 nm. 

C - CONCLUSIONS 

La dénaturation des deux apotransferrines par l e  chlorhy- 

d ra t e  de guanidine suivie  auss i  bien en dichroïsme c i r cu l a i r e  au 

niveau de l a  s t ruc ture  secondaire, qu'en dif férence de spectre,  

montre que l e s  deux glycoprotéines possèdent une organisation t r è s  

voisine.  

En e f f e t ,  l e s  courbes obtenues en dif férence de spectres ,  

pour l e s  deux t r ans fe r r i ne s  sont  superposables. Néanmoins, l a  lacto- 

t rans fe r r ine  d o i t  posséder une s t ruc ture  légèrement plus  organisée, 

mais e l l e  est dénaturée p lus  rapidement que l a  sérotransferr ine .  

L'étude des dér ivés  sa turés  en métal montre, par contre ,  

de profondes dif férences  en t r e  l e s  deux glycoprotéines. 

La f ixa t ion  des deux ions fe r r iques  par l a  sérotransferr ine  

ne change en r i e n  l e  comportement de l a  proté ine vis-à-vis de l ' agen t  

dénaturant. Ce r é s u l t a t  sous-entend que l a  f ixa t ion  du métal n'en- 

t r a î n e  que des changements mineurs dans l a  conformation de la glycopro- 

t é ine .  D e  p lus ,  l ' é t ude  de l a  dénaturation permet de l oca l i s e r  un 

s i t e  métallique à l a  surface de l a  proté ine,  l e  deuxième s i t e ,  i n t e r -  

ne, n ' e s t  d é t r u i t  que l o r s  du dépliement de l a  chaîne peptidique. 

Le processus de dénaturation de l a  l ac to t ransfe r r ine  satu- 

rée  en f e r  e s t  re tardé jusqu'à une concentration 3,s M en chlorhydrate 

de guanidine comme l e  montre l ' é t ude  en dichroisme c i rcu la i re .  L'ad- 

d i t i o n  d ' ions  phosphates permet de d i f fé renc ie r  deux phases dans l a  

dénaturation. Dans une première étape, a l o r s  qu'un ion métallique 

e s t  éliminé, l a  courbe de dénaturation se  superpose à ce l l e  de l 'apo- 

l ac to t ransfe r r ine ,  mais e l l e  -wssède une amplitude deux f o i s  moindre. 

Par contre l e  deuxième s i t e  n ' e s t  éliminé, quant à Lui, qu'a une con- 

centra t ion 3,5 M en guanidine a lo r s  que l a  protéi-fie est complètement 

dépliée.  

I l  e s t  donc possible  de dé f in i r ,  t o u t  comme pour l a  séro- 

t rans fe r r ine ,  un s i t e  externe pu i squ ' i l  e s t  access ible  aux ions phos- 

phates e t  un s i t e  in terne.  Le f a i t  que l e  s i t e  externe ne s o i t  démas- 

qué qu'en présence d ' i ons  phosphates suppose que l a  l i a i son  du métal 

avec l a  l ac to t ransfe r r ine  d i f f è r e  de c e l l e  avec l a  sérotransferr ine .  



Il est encore possible que la lactotransferrine adopte lors de la 

fixation du métal une conformation nouvelle. 

Vam l e  cab de  La h&a&arud&ne, l'étude de la locali- 

sation des résidus de tryptophane et de typosine ainsi que l'ana- 

lyse de la dénaturation par le chlorhydrate de quanidine de l'apo- 

et de la ferrisérotransferrine montrent que cette glycoprotéine pos- 

sède une conformation très compacte. Un site métallique est situé 

& la surface de la protéine, alors que le deuxième est en position 

plus interne. Le départ du métal qui s'accompagne de l'exposition 

de 2 résidus de =yptophane et de 7 résidus de tyrosine ne change 

pas le comportement de la glycoprotéine vis-à-vis de l'agent déna- 

turant. Ces résultats suggèrent que le changement de conformation, 

induit par la fixation (ou le départ) des ions métalliques sur les 

sites préexistants, est très limité et n'intéresse vraisemblablement 

que les sites métalliques eux-mêmes. 

Le cab de la LaotaZtamdWne p k h  cumwL~e. 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 à celle limitée de la lactotransferrine saturée en fer, 

suggère que le remaniement de conformation induit par l'élimination 

du métal est très important, principalement dans la région qui fixe 

le site interne. 



CHADITRE III 

DETlD3STRATIû!i DE L4 FOY IDBflITE 
CES SITES DE FIXATICN Dü IWAL CES M m I N E S  

Nous tenons à remercier Monsieur LHOSTE d i rec teur  de 

recherche à 1 '  I.N.S.E.R.M. à 1' I n s t i t u t  CURIE (ORSAY ) I  qui  

nous a permis de r é a l i s e r  toute  1' étude en Résonance Paramagné- 

t ique Electronique des cupri-transferrines. 

1 - INTROWCTION 

A l'époque où nous avons en t r ep r i s  ce t r z v a i l ,  aucune 

dif férence d 'ordre  chimique n ' ava i t  é t é  démontréeentre l e s  deux 

s i t e s  de f ixa t ion  des ions ferr iques  de l a  sérotransferr ine  e t  

de l a  l ac to t ransfe r r ine  humaine. Cependant, l 'hypoth8se de FUTCHER 

e t  RUEHWS ( 6 2 2 )  (p 6 2 )  e t  l a  spéc ia l i sa t ion  de reconnaissance que 

nous avons démontré préc6demment pouvaient ê t r e  l a  conséquence 

d 'une dif férence dans l a  s t ruc ture  des s i t e s  métalliques de chaque 

1 - l ' é t ude  chimique des s i t e s  métalliques de ces  

deux glycoprotéines en nous in té ressan t  uniquement aux rés idus  

d ' h i s t i d ine .  

2 - l ' é t ude  de l a  s t a b i l i t é  des s i t e s  métalliques de l a  

l ac to t ransfe r r ine  en fonction du p H  e t  de 12 force ionique. 



II - DEXINSTRATION DE U PARTICIPATION 
DE L'HISTIDINE DANS iA COORDINATION DU METAL 

A - HISTORIQUE 

La participation de l'histidine dans la coordination des 

ions ferriques de la séro et de l'ovotransferrine a été suggérée, dès 

1963, par WINDLE et al. (623) à 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 hypothèse par les voies 

chimiques a été tentée par BEZKOROVAINY et al. (624). Les résultats 

obtenus par ces auteurs sur la sérotransferrine sont très discutables. 

En effet, l'action de l'acide bromoacétique entraîne la modification 

de 11 à 12 résidus d'histidine seulement au bout de 48 heures, la 

modification de 2 et 4 résidus supplémentaires n'est réalisée qu'après 

12 jours. La durée de cette expérience étant trop longuetnous 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 même étudié le compor- 

tement des ferritransferrines. 

1 - Sur les apoprotéines. Une solution de transferrine 
à 0,l p 100 (10 p Ml, dans un tampon phosphate de sodium 0,05 M l  

chlorure de potassium 0,l M SEI 6,l 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 à 30 mM. 

Pour les molarités inférieures à 5 mM, le réactif est gréalablement 



(et extemporanément) dissout dans 10 V d'éthanol dans ce cas le 

témoin estconstituée par la solution de protéine traitée par le 

même volume d'éthanol. 

Après 50 minutes d'incubation à température ambiante, 

une aliquote de 1 ml est analysée en différence de spectres entre 

320 et 230 nm, alors que les 2 ml restants sont dessalés sur une 

colonne de Séphadex G-25 PDlO (1,s cm) 0,l M pH 8,6. La concentra- 

tion de chaque éluat est déterminée puis 10 ~1 de solution de FeC13- 

citrate (40 pg ~e/100 pl) contenant 2 p 100 de 5 9 ~ e  (551 mCi/mg) sont 

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

de 100 pl est alors prélevée. 

L'excès de réactif est éliminé par chromatographie d'échange 

d'ions sur 2 m l  de résine Dowex 2x8 200-400 "mesh") stabilisée 

dans le tampon citrate-bicarbonate 0,l M pH 8,6 et répartie dans des 

cônes de pipettes automatiques. L'éluat et les eaux de lavage (3 x 

0,5 ml) sont réunis et analysés, ainsi que l'aliquote de la solution 

chromat~graphiée~à l'aide d'un compteur de radioactivité gamma afin de 

déterminer le pourcentage de 5 9 ~ e  fixé par la protéine. 

2 - Sur les ferriprotéines. Dans ce cas, la réaction 
a été effectuée sur des solutions de transferrine de 0,l à O,3 p 100 

dans des tampons chlorure de potassium 0,l M, phosphate de sodium 

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

3 ml d ' une solution d ' apotransferrine à 0,3 p 100 sont 

traités par le diéthyl pyrocarbonate la concentration de 3,s mM 

pour la-lactotransferrine et à 12mM pour la sérotransferrine. Après 

analyse des spectres d'absorption dans l'ultraviolet, les protéines I 

sont déssaltses sur colonne de Séphadex G-25 PD 10 ( 1 x 5 cm) stabi- 
1 

lisée dans le tampon 0,l M pH 8 , 6 .  La concentration en prot4ine est 1 
déterminée en mesurant sa densité optique à 280 nm. 

La capacité de fixation en fer est mesurée, sur les apo- 

transferrines modifiées par le diéthyl pyrocarbonate, par additions 

successives d'aliquotes de FeC13-citrate. La densité optique est 

mesurée à 465 nm et chaque nouvelle addition de fer est réalisée: 

lorsque la densité optique est devenue stable. 



Après saturat ion complète, l a  solut ion e s t  dialysée pu i s  

l a  concentration en proté ine e t  en métal e s t  mesurée. 

1 - Sur l e s  apotransferrines.  Les r é s u l t a t s  obtenus 

sont  rassemblés dans l a  f i gu re  31 (p 119).  Les comportements des deux 

t ransfe r r ines  sont vois ins ,  puisque nous observons oour chacune 

t r o i s  étapes dans l a  capacité de f ixa t ion  du métal. Cependant, l a  

première phase permet d e l e s d i f f é r e n c i e r .  En e f f e t ,  l a  lactotrans-  

f e r r i n e  perd 50 p 100 de sa  capacité à f i xe r  l e  métal en t re  1 ,4  

e t  2,8 mM en d ié thy l  pyrocarbonate, a l o r s  que pour l a  sérotransfer-  

r i n e  ce t t e  dest ruct ion se  produi t  linéairement en t re  O e t  12 mM. 

La deuxième phase e s t  caractér isée  par  l a  formation de trans- 

f e r r i n e  gardant l a  p o s s i b i l i t é  de f i x e r  l e  f e r  à 50 p 100 de l a  sa- 

turat ion.  

Dans l a  troisième phase, qu i  s'amorce à l a  concentration 

de 20 mM, l a  capacité commence à diminuer, mais, mëme aux concen- 

t r a t i o n s  l e s  plus f o r t e s  en r é a c t i f  (30 mM),  e l l e  e s t  toujours au 

moins égale à 30 p 100. 

2 - Influence de ladarbéthoxylation sur  l e s  proté ines  

saturées en f e r .  La carbéthoxylation de l a  l ac to t ransfe r r ine  saturée  

en f e r  a é t é  r éa l i s ée  à pH 6 , l  e t  6,8,dans ces conditions l a  f ixa- 

t i o n  du métal e t  l e s  p ropr ié tés  ogtiques ne sont  pas a l t é r ée s .  

La carbéthoxylation de l a  sé ro t ransfe r r ine ,  qu i  ne peut 

ê t r e  r éa l i s ée  qu 'à  pH 6,8, c a r  en dessous de ce pH e l l e  perd l e  

métal f i xé ,  ne modifie pas l a  f ixa t ion  du métal, mais indu i t  des 

modifications de ses  p ropr ig tés  opuques.  En e f f e t ,  l e  spectre  

d'absorption dans l e  v i s i b l e ,  centré à 465 nm pour l a  protéine non 

modifiée,se déplace à 470 nm a l o r s  que son coef f ic ien t  d ' ex t inc t ion  

molaire augmente jusqu'à 28 p 100 de sa valeur i n i t i z l e .  

Dans l e s  expériences précédemment d é c r i t e s r  nous avons mesuré 





de manière relative, grâce à un marquage radioactif par le 59~e, 

la capacité de fixation du métal des transferrines en fonction du 

degré deoarbéthoxylation. 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 manière 

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 après addition de 10 pg de Fer et pour l'apo- 

lactotransferrine modifiée apres addition de 5 vg de Fe. 

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

des dosages que nous avons effectués. 

L'apolactotransferrine, tout comme l'aposérotransferrine, 

ne fixe plus qu'unseul atome de fer après action du diéthylpyrocar- 

bonate. L'augmentation de la concentration en réactif ne permet pas 

de détruire complètement les deux sites de fixation du métal. 

Les deux apoproté,ines 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 et12 mM. Ce résultat suggère que 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 suggère que 

la carbéthoxylation agit au niveau même du site. Les effets hyperchrome 

et bathochrome observés sont identiques à ceux décrits par BATES et 

SCHLABACH (625) qui étudient la substitution de l'ion bicarbonate par 

1 ' ion nitrilotriacétate (p 29) . 
Il est possible que le groupement carbéthoxy d'une histidine 

-roche du métal ou liée à celui-ci se substitue à l'ion carbonate. En 

effet, le groupement carbéthoxy sossède toutes les propriétés des 

anions pouvant substituer le carbonate (cft p 28 ) .  En outre, il 

est démontré que les deux noyaux azotés de l'histine sont réactifs 

vis-à-vis du D.E.P., ce qui suggère que la liaison avec le métal 





TABLEAU XVI 

CAPACITE DE FIXATION DU FER DE L'APOLACTOTRANSFERRINE 

E T  DE L'APOSEROTRANSFERRINE EN FONCTION DU DEGRE DE CARBETHOXYLATION 

7 
Nombre d'atomes 

de f e r  f i x é  

2 

1 

1 

2 

1 

1 

pg de Fer f ixé/  

m g  de protéine 

If40 

O, 64 

0,64 

i , 3 2  

0,68 

0,64 

b 

~po lac to t r ans fe r r ine  

Aposérotransfenine 

Molarité en DEP 

en m mol 

O 

4 

20 

O 

12 

20 



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

Ces résultats qui montrent qu'un ion E'e3+ au moins fixé 

par la sérotransferrine est accessible au réactif, confirment la lo- 

calisation à la surface de la molécule d'un des 2 sites métalliques 

que nous avons démontrée dans le chapitre grécédent. 

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 que les résidus de tyrosine n'ont pas été touches et que la 

modification de la lysine n'est ?as responsable de la destruction 

d ' un site métallique. 

De plus, comme de gros excès en D.E.P. sont utilisés, en 

particulier, pour la sérotransferrine, il est possible que la des- 

truction partielle du deuxième site, soit provoquée par une modifi- 

cation de la conformation de la protéine. 

a - S p é G d i U é  de .ta tréaca%n 

1 - Tyrosine. Nous avons analysé tous les spectres 
différentiels pour chaque 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 l'apparition d'un spectre 

négatif centré 8 278 m. 

2 - Régénérationde l'histidine. La durée de demi-vie 
de la carbétoxyhistidine étant de55 h., nous avons suivi en fonction 

du temps la fixation d'une quantité connue de m&al par une protéine 

modifiée . 
Nous avons analysé l'action de l'hydroxylamine sur la capa- 

cité de fixation du métal. Après 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 m l  de tampon Tris-HC1 0, l  M pEI 7, le lot B 

est additionné de 2 ml d'une solution de NH20H 1 M dans le même tam- 



pon. Après incubation, les solutions sont déssalées sur colonne de 

Séphadex G-2ij PD 10 (1 x 5 cm) stabilisée dans le tampon citrate- 

bicarbonate 0,l M pH 8,6.Les protéines sont resaturées puis analy- 

sées comme nous l'avons décrit précédemment (2  116 

b - Tn.Xég&é de la con~atvnaZLon. Les sFectres dic,hroïques 
de chaque échantillon ont été réalisés. Le srotocole expérimental 

est celui décrit précédemment (p 97 ) .  

2 - RESULTATS 

1 - Différence de spectres : Les différences des 
spectres montrent pour les faibles molarités en D.E.P. un spectre 

positif centré à 240 nm, caractéristique de lacarbéthoxylatian de 

l'histidine. L'amplitude de ce sgectre augmente progressivement en 

fonction de la concentration en réactif(Figure 33 p 125) et à partir 

de 12 mM se déplace progressivement vers 232 nm. Simultanément (Fi- 

gure 33, p 125) un spectre négatif centré à 278 nm apparait ainsi 

qu'un spectre positif à 305 m. Ces résultats montrent d'une part, 

qu'à fortes concentrations an réactif (à  partir de 12 mM) , les rési- 
dus d'histidine commencent à subir une deuxième carbéthoxylation comme 

1 'ont démontré LOOSEMORE et al. (626) 

Le spectre négatif à 278 nm est attribué, comme l'ont dé- 

montré BURSTEIN et al. (627) à la O-carSéthoxylation de la tyrosine. 

Le tableau XVII (p 126) donne le nombre de résidus de tyrosine 

modifiés lorsque 50 p 100 de la capacité de fixation du nétal sont 

atteints et lorsque 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 après traitement à l'hydroxylamine et après incubation de 

24 h à température ambiante. 

La régénération des résidus d'histidine n'a jamais été 

complète. Cependant, La capacité de fixation du métal est restaurée 

aux faibles molarités en D.E.P. 





TABLEAU NI 1 

CAPACITE DE FIXATION DU FER DES APOTRANSFERRINES CARBETHOXYLEES APRES 

REGENERATION DES RESIDUS D'HISTIDINE ET NOMBRE DE RESIDUS DE TYROSINE MODIFIES 

. Pourcentage 
de  f i x a t i o n  

du métal 
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inciibation 
de 24 h 

1 0 0  

80 

50 

1 0 0  

75 

50 
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du métal 
après  t r a i -  
tement par  
NH20H 0,8M 

1 0 0  

. 85 

50 

1 0 0  

85 

50 
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Tyrosine 
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O 

0, 5 

3,5 

O 

115 

gr1 

Fixat ion  
du Fer 

en 'O0 

1 0 0  

50 

30 

100 

50 

30 

Lac to t rans fe r r ine  

Sé ro t rans fe r r ine  

Molari té  
en DEP 

en 

O 

4 

2 5 

O 

12 

25 



L'analyse des spectres dichrolques (figure 34 p 128) d0-e 

des résultats presque identiques pour les deux glycoprotéines. 

Jusqu'à 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 à 270 nm baisse légèrement dans le cas de la 

sérotransferrine. Par contre, après 20 mM les bandes centrées vers 

250, 285, 290 nm disparaissent. 

3 - CONCLUSIONS 

Tous les résultats obtenus montrent que la destruction du 

site accessible est bien consécutive à la modification chimique de 

l'histidine puisque jusqu'à 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 deuxigme 

site n'est pas détruit par lacarbéthoxylation. En effet, le début 

de perte de capacité de fixation du métal du deuxième 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 à la destruction des deux 

sites métalliques apres action du diéthyl pyrocarbonate. 

D - CINETIQUE ET S m  CHIOMETRIE DE LA FEACTION 

Tous les paramètres de la modification ayant été définis 

dans les chapitres précédents, il nous est possible d'étudier quanti- 

tativement la réaction decarbéthoxylation en nous plaçant 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 où seule ka monocarbéthoxy-histidine est 

formée. Dans ce cas à pH 6,1, l'utilisation du coefficient d'extinction 

molaire E 240 = 3 200 (OVADI et al.) (629) permet le dosage de la monocar- 

béthoxy-histidine. Lorsque la m0laritfS du réactif augmente, il y 

a formation progressive de N-N' Si carbéthoxy-histidine (LOOSEMORE et 

PRATT) (630) , ces composés possèdent dans l'ultraviolet un spectre 



Figure 34 

Spectre dichrolque entre 250 et 340 nm de l'aposérotransferrine 

et l'aposérotransferrine carbéthoxylée 

- aposérotransf errine 
. aposérotransferrine carbéthoxylée (10 mM) 

. . . . aposérotransferrine carbéthoxylée (25 mM) 



dont le maximum se déplace progressivement vers 230 nm, avec un 

coefficient d'extinction molaire qui peut augmenter jusqu'à plus de 

6 000. En théorie, il est possible, en utilisant des coefficients de 

correction (ROOSEMONT et al. ( 63 1) , de doser 1 'histidine quelle que 
soit la molarité du réactif. Dans le cas des transferrines, l'utili- 

sation de ces coefficients n'a donné aucun résultat interprétable 

probablement parce qu'il existe deux populations d'histidine diffé- 

rentes par leur réactivité. 

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

d'histidine modifiés à faible molarité, cest-à-dire jusqu'a 5 mM ~ 
en D.E.P. 

Les apo-et les ferriprotéines ont été étudiées dans les 

conditions précédemment décrites mais pour des concentrations en 

réactif inférieures à 5 mM. Le pH d'étude a toujours été de 6,1, 

excepté pour la sérotransferrine saturée en fer où nous avons tra- 

vaillé a pH 6,8. 

2 - RESULTATS 

a - CinWque d e  &éac;tion d u  apo)3t~otLines.  analyse des 

courbes log du pourcentage de réaction en fonction du temps montre 

(figure 35 p 130) que les réactions sont biphasiques et de pseudo 

ordre 1. 

Les constantes de vitesse mesurées sont de kl = 0,25-.mn -1 

pour 1 ' aposérotransf errine humaine et kl = 0,9 mn-l pour l'apolacto- 

transferrine humaine (mesurée dans ce cas à 14°C). Le nombre de ré- 

sidus d'histidine, de la lactotransferrine, modifiés dans la première 

phase (60 p 100), est plus important que dans le cas de la séro- 

transferrine (50 p 100) . 

1 - Etude comparative des ago- et ferritransferrines. 
Nous avons résumé dans la figure 36 (p 131) le nombre de résidus 

modifiés sur les apo-et les ferriprotéines à pH 6,l et 6,8. Ces 





moles DEP/mole HIS 

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

et de l'apo- et de la ferrisérotransferrine à faible molarité en diéthylpyrocarbonate 



résultats montrent que, dans ces conditions expérimentales, seuls 

14 résidus sont modifiés par l'aposérotransferrine et 6 pour l'apo- 

lactotransferrine. La modification totale des résidus d'histidine n'a 

été obtenue qu'en présence d'urée 8 M. L2 nombre de résidus modifiés 

sur la lactotransferrine est fonction du pH puisqu'il passe de 4 à 

5 alors que le pHmontelui de 6 à 6,8. 

La fixation du métal protège 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 impliqués dans la 
liaison avec l'ion ferrique. 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-à-dire 

lorsque la molarité en diéthyl pyrocarbonate varie de O à 30 mM. Il 

apparait que dans ces conditions, la destruction du site accessible 

de la lactotransferrine est imputable à la modification de un seul 

résidu d'histidine puisqu'elle se produit à une molarité en diéthyl- 

pyrocarbonate suffisamment faible pour pouvoir utiliser le coeffi- 

cient d'extinction molaire mesuré par OVADI et al. (632) ( c 240  = 

3 200). 

Dans le cas de la sérotransferrine, les quatres résidus 

imgliqués dans la liaison métallique sont dosés en excès. 

Dans les conditions expérimentales dans lesquelles 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 être carbéthoxylés. La totalité des résidus 

n'ont pu être 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 qu'il existait une coordination de deux résidus d'histidine 

pour chaque ion ferrique. 

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

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



- Figure 37 

Capacité de fixation du fer de l'apolactotransferrine ( - - - 1  et de 

l'apos6rotrançferrine (-) en fonction du nombre 

apparent de résidus d'histidine carbéthoxylés 
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coefficient d'extinction molaire ~ 2 4 0  = 3 200 alors que dans ces 

conditions expérimentales, ROOSEMONT (635) a démontré que € 2 4 0  = 

5 000. 

Nous avons différencié pour les deux transferrines deux 

populations d'histidine en fonction de leur réactivité vis-&-vis 

du diéthyl pyrocarbonate. La vitesse de réaction des histidines très 

actives permet de différencier la lactotransferrine (kl = 0,9 mn - 1 
à 14OC) de la sérotransferrine (kl = 0,25 mn-l à 20°C) . 

Le dosage des résidus d'histidinecarbéthoxylés permet de 

démontrer qu'un seul résidu d'histidine est coordiné à l'ion Fe 3 + 

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 que nous borner à dire qu'il est supérieur à 1 et 

inférieur à 4. 

L'étude de cinétique de la réactivité des histidines mon- 

tre que l'histidine impliquée dans la coordination de pe3+ , dans le 
cas de la lactotransferrine, appartient à 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 à 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 AAÇA et al. (636) et de AISEN et al. 

(637), il est connu que les deux sites des cu~ri-transferrines donnent 

en R.P.E. des signaux différents en fonction des conditions opéra- 

toires utilisées. Ces auteurs ont démontré qu'à pH acide, le signal 

obtenu est caractéristique d'un seul noyau azoté et coordiné au 

cuivre alors qu'à pH basique (pH 10) et en absence de bicarbonate, 

le signal est caractéristique d'au moins trois noyaux azotés coor- 

dinés à l'ion cuivrique. Nous avons repris cette Btude en nous pla- 

çant dans des conditions telles que deux atomes de cuivre soient 

fixés, c'est-à-dire entre pH 8,2 et 9 et nous avons étudié l'in- 



fluence de l a  carbéthoxylationsur les  spectres R.P.E. 

a - Fixatian du cuivtre. NOUS avons t ravai l lé  avec l ' i so-  

tope 6 3 ~ u  (C.E.A. France) , l e  chlorure a 6té préparé par action du 

chlore gazeux sur l e  métal. 

A 5 m l  d'une solution à 1 p 100 d'apotransferrine dans un 

tampon Tris, HC1 0 , l  M, NaHC03 0,05 M pH 8 ,6  sont additionnés 70 u 1  

d'une solution 0,2 M de 3 ~ u ~ 1 2  dans l e  même tampon. 

Les apoprotéines sont préalablement déssalées sur colonnede 

Séphadex G 2 5  (1 x 5 cm), s tabil isée dans l e  tampon de fixation 

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

Après fixation du métal, l e s  cupri-transferrines sont dés- 

salées sur colonne de Séphadex G25 (1 x 5 cm),stabilisées dans un 

tampon NHkHC03 0,01 Ml puis lyophilisées. 

b - V e ; t e n m i W n  du ,powLcentage de ia&utiovz en m E W .  
Le pourcentage de saturation e s t  déterminé par dosage de l a  proteine 

par l a  méthode de LOWRY e t  a l .  (638) e t  par dosage des ions métal- 

liques par l a  méthode de PETERSON e t  a l .  (639). Enfin les  spectres 

visible e t  ultraviolet sont analysés. 

c - Modi&i,cc&ion pm Le d i é h j t  p y m m b o n a t e .  NOUS avons 

t ravai l lé  dans l es  conditions précisées dans l e  chapitre précédent, 

sur des protéines en solution à 5 p 100 e t  avec une concentration 

en réactif  de 12 mM e t  4 mM respectivement pour l'aposérotransferrine 

e t  l 'apolactouansferrine. 

d - Mame du h p e m e  R.P.E. Les spectres ont é té  obtenus 

à l a  température de l 'azote liquide B pa r t i r  de solutions de protéine 

dans Dpo, K C l  0 , l  M à un pD non corrigé de 7,s ajuste par NaoD. Les 

spectres ont &té mesur& par un appareil Varian E - 3 à 9,15 GH3. 

Les valeurs de g ont é té  calibrées par un standard de D.P.P.H.  

2 - RESULTATS 

a - Fka$ion de cu2+ ~ W L  le6 a p o ~ a m @ t & L n u  et 1e.r.t~ 
+ d&véd ~ b ~ h o x q ~ E d .  La fixation de deux ions cu2 à pH 8,6 sur 



les apotransferrines se traduit par l'apparition d'un spectre 

visible dont le maximum d'abçorbance est centré à 432 nm. Simul- 

tanément la densité optique à 280 nrn augmente de 10,7 2 100 et de 

9,09 p 100 respectivement pour la lactotransferrine et la sérotrans - 
ferrine. Il est à remarquer que dans le cas de la fixation d'ions 

ferriques, cette augmentation atteint 27,6 et 2 7 , 2  p 100. 

Comme nous l'avons résumé dans le tableau XVIII (p 137) 

la carbéthoxylatioride la cupri-lactotransferrine ne change en rien 

ses propriétés optiques. L'apolactotransferrine carbéthoxylée ne 

peut fixer, elle, qu ' un seul ion cuivrique. 

La modification de la cUpri-sérotransferrine n'a pu être 

réalisée, car même à pH 7 , 3  la protéine perd 50 p 100 de son métal. 
2' L'aposérotransferrine carbéthoxyléefixe, aussi, un seul ion Cu , 

mais le spectre visible est très altéré puisque son maximum se dé- 

place à 420 nm. 

b - SpefYhe 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 deuxième 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 à 7 , 3  

qui provoque la perte de 50 p 100 des ions cuivriques fixés par la 

sérotransf errine fait disparaître ce seul signal. 

La carbéthoxylationdes apotransferrines qui résulte en la 

perte de 50 p 100 de la capacité de fixation des ions cuivriques, 

s'accom;?agne de la seule disparition du signal B "large" ainsi que 

,dans le cas de la sérot.ransferrine,d'une légère 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 2ar contre le spectre 



TABLEAU XVII 1 

PRûPRInZZES DES CUPRITRANSFERRINES ET DE 

LEU= DERIVES CARBETHOXYLES 

1 

3 ~ u  STF 

3 ~ u  H i s  CM STF 

6 3 ~ u  LTF 

6 3 ~ u  H i s  CM LTF 

H i s  CM 3 ~ u  LTF 

a Valeur mesuree à 420 nm - 

Nombre d' i o n s  eu2 
+ 

f ixés 

2 

1 

2 

1 

1 

Absorbante à 
432 nm 

( s o l u t i o n  à 1 p 100) 

O1 45 

0,30 - a 
OI5O 

O, 30 

O, 50 

Absorbante à 
280 nm 

( s o l u t i o n  à 1 p 100) 

1210 

12,o 

12,4 

12,4 

12,4 

I 



TABLEAU X I X  

CARACTERISTIQUES R.P.E. DES CUPRITRANSFEWNES 

ET DE LEURS DERIVES CARBETHOXYLES 

signal A et B confondu 

-0 non résolu 

Transferrine 

6 3 ~ u  STF 

6 3 ~ u - ~ i s ~ - ~ ~  

3 ~ u - ~ ~ ~  

CU-HisCM-LTF 

SignalA 

Signal B 

Signal A' 

SignalA 

SignalB 

SignalA 

911 

2 ,30  

2,23 

2,27 

2 ,31 

2,17 

2,31 

gL 

2,04 

2,04 

2,04 

2,04' 

2,04'  

2,04 

3 H ~ ~ N  
G 

9,O 

N.R" 

9,O 

9,4 

N.R. 

9,4 

aIICu 6 3  
G 

145 

180 

150 

140 

200 

140 

Nombre de résidus 
d'histidine 
impliqués 

1 

au moins 3 

1 

1 

au moins 3 

1 
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Figure 38 

Spectre RPE descupritransferrines et de leurs ddrivés carbéthoxylés 

1 a cuprisérotransferrine 

b aposérotransferrine carbéthoxylée saturée en cuivre 

II a cuprilactotransferrine 

b cuprilactotransferrine carbéthoxylée saturée en cuivre l 
c cuprilactotransferrine carbéthoxylée 



R.P.E. , 

Le signal B disparait progressivement pour se surimposer 

quand la réaction est terminée avec le signal A. Ce résultat suggère 

donc qu'un seul résiau d'h~stidine 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 

1 Les deux signaux A, "étroit", et B, "large", que nous avons 

observés sur les cupri-lactotransferrines et sérotransferrines sont 

ceux décrits séparément par AASA et AISEN (641) pour la sérotransfer- 

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

obtenu à pH 8 ,6  et en présence de bicarbonate. Les deux signaux qui 

sont présents dans le même rapport ont une résistance différente à 

l'action de la carbéthoxylationet du pH. Le signal B est le seul à 

disparaître 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 cuivrique qui est consécutive 

à un abaissement du pH. Ainsi, nous pouvons attribuer la perte de 50 

p 100 de capacité de fixation du métal à un seul site. Ce site est 

accessible au réactif et est labile dans le cas de la sérotransfer- 

rine à pH acide. 

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

A pour le site non détruit, ce signal bien que non détruit par la car- 

béthoxylatkonest 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 demontré que la fixation du cuivre sur cette glycoprotéine 

est séquentielle en fonction du pH et que les spectres R.P.E. de 

chaque ion cuivkique évoluent eux aussi. Ainsi, à pH acide, les 

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

mier ion fixé se coorZine à pH basique à 3 ou 4 noyaux azotés. 



F - CONCLUSIONS 

La lac to t ransfe r r ine  e t  l a  sérotransferr ine  humaines pos- 

sèdent chacune deux s i t e s  de f ixa t ion  du f e r ,  qu i  se  di f férencient  

par  l eu r  r é a c t i v i t é  vi-à-vis dudiéthyl-pyrocarbonate. Ce r é a c t i f ,  

u t i l i s é  dans des conditions t e l l e s  que seu ls  l e s  rés idus  d ' h i s t i d ine  

soient  modifiés, d é t r u i t  un seul  s i t e  de f ixa t ion  du métal qui peut 

t e e  i d e n t i f i é  au s i t e  externe dé f in i  précédemment (chapi t re  II, 113). 

Ce s i t e  externe e s t  l a b i l e  dans l e  cas de l a  serotransferr ine  à pH 

acide. 

Cependant, ce s i t e  access ible  ne possède pas l e s  mêmes 

propr ié tés  pour l e s  deux t ransfe r r ines  puisque dans l e  cas de l a  

l ac to t ransfe r r ine  un seul  résidu d ' azo te  est e s sen t i e l  à l a  f ixa t ion  

du métal a l o r s  que dans l e  cas de l a  sérotransferr ine  il e x i s t e  au 

moins deux rés idus  coordinés au métal. 

I I  1 - DIFFERENCE DE STABILITE DES DEUX SITES DE LA LACTOTRANSFERRI NE 
EN FONCTION DU PH ET DE LA FORCE IONIQUE 

La di f férence de r é a c t i v i t é  des deux s i t e s  de l a  lacto- 

t rans fe r r ine  do i t ,  t o u t  comme l ' o n t  montré PRïNCIOTTO e t  ZAPOLSKI 

(643) à propos de l a  sérotransferr ine  humaine, se  manifester au 

niveau de l a  s t a b i l i t é  vis-&-vis de l ' a c t i o n  des protons. D'autre 

p a r t ,  l a  l ac to t ransfe r r ine  do i t ,  en pr incipe,  i-tre capable de pré- 

l ever  l e  f e r  en milieu acide. En e f f e t ,  dans l e  t r ac tu s  d i g e s t i f ,  
l 

au niveau du duodénum, l e  pH remonte progressivement de *pH 1 ,s  à 6. 

Le f o r  libéré dans l 'estomac, oxydé en ions I?e3+, d o i t  e t r e  rapide- 

ment ch6laté ou r édu i t  a f i n  de ne pas p réc ip i t e r  sous forme d'hydro- 

xyde ferrique. C'es t  pourquoi, nous avons analysé l a  capacité de 

f ixa t ion  du f e r  de l a  l ac to t ransfe r r ine  en fonction du p H .  

A - DEMONSTRATION DE L'ELIMINATION SEQUENTXELLE DU FER 

1 - D1SSOCIATIùN EN MILIEU ACIDE 

a - 1b4aLW.d e;t méthadu. NOUS avons t r a v a i l l é  sur des 



protéines préparées à p a r t i r  de lactosérum b a i n  selon l e s  méthodes 

décr i tes  dans l'appendice technique. Le taux de saturat ion de ces 

protéines a é t é  dosé à 80 p 100. Dans cer ta ins  cas,  nous avons u t i -  

l i s é  une lactotransferr ine saturée à 100 p 100 par addit ion de chlo- 

rure  ferr ique (appendice technique p 2 1 e t  déssalée par chromato- 

graphie sur colonne de Séphadex G25 s t ab i l i s ée  dans une solution de 

bicarbonate d ' ammonium 0 , l  M. 

1 - Préparation des tampons. Nous avons u t i l i s é  des 

tampons de force ionique 0,1,  0 , 2  e t  0,4 r éa l i s é s  dans une gamme 

de pH a l l a n t  de 2,6 à 4 avec l e  système acide formique-formiate de 

sodium, de pH 3,6 à 6 avec l ' a c i d e  acétique-acétate de sodium e t  de 

pH 7 à 8 avec l e  système T r i s ,  HC1. L'influence des ions  phosphates 

a é t é  étudiée en additionnant du phosphate acide de sodium aux 

tampons précédents pour obtenir  une concentration f i n a l e  de 0,02 à 

0 , 2  M. L 'action de E.D.T.A. a é t é  analysée en additionnant son s e l  

bisodique à l a  concentration maximale de 40 al. 

2 - Analyse de l a  désaturation. Une solut ion mère de 

t ransfer r ine  70 mM e s t  r éa l i s ée  dans l e  chlorure de sodium de force 

ionique égale à c e l l e  du tampon de désaturation u t i l i s é .  Des a l i -  

quotes de 0 , 3  m l  de l a  solut ion de protéine sontëtjoutées à 1 m l  de 

l a  solution désaturante. Après une incubation de 16 h,  l e  pH de cha- 

que f rac t ion  e s t  mesuré e t  l e  degré de saturat ion e s t  déterminé par 

lec ture  de l a  densi té  optique à 465 m. 

1 - Comparaison de l a  s t a b i l i t é  de l a  lactotransfer-  

r i ne  e t  de l a  sérotransferr ine.  Nous avons représenté dans l a  f igure  

39 (p 143) l e  r é s u l t a t  d'une désaturat ion r6a l i sée  avec une force 

ionique 1 = 0 , l  . La désaturat ion de l a  sérotransferr ine e s t  bipha- 

sique avec une demi-désaturation entre  pH 5,O e t  5,s e t  une désatu- 

r a t i on  complète à p H  4. Dans les mêmes conditions, l a  désaturation 

de l a  l a c t o t ~ a n s f e r r i n e  e s t  monophasique e t  n ' e s t  t o t a l e  qu'à pH 2 .  

2 - Influence de l a  force ionique. L'augmentation de 

l a  force ionique de 1 = Or1 à 1 = 0,4 se  t r adu i t  par un recul du 

pH de 1/2 dissociat ion du complexe ~ e ~ + - l a c t o t r a n s f e r r i n e  de pH 3,3 



Figure 39 

Analyse comparée de la désaturation de la lactotransferrine (e e)  et de 



à pH 3,9 ( f igure  40 p 145 1 .  

3 - Influence des ions  phosphates. L'addit ion des ions 

phosphates f r a g i l i s e  l e  complexe métallique (f igure  41 p 146) .  Ainsi 

pour une force ionique de 0 , l  en acé ta te  de sodium e t  de 0,02 en phos- 

phate,  l a  1/2 dissociation est reculée à pH 3,5,  pH qui  correspond 

à l a  1/2 dissociat ion dans un tampon de force ionique 1 = 0'2 en ab- 

sence de phosphate. 

L'augmentation de l a  concentration en phosphate de 0,02 à 

0,2 M permet une désaturation biphasique avec 50 p 100 de désatu- 

ra t ion  en t re  pH 8 e t  6 e t  l a  désaturation t o t a l e  en t re  pH 4,8 e t  4. 

4 - Influence de 1'E.D.T.A. L'addit ion dtE.D.T.A. 

à l a  concentration de 0,04 M a un tampon de 1 = 0, l  permet comme l e  

montre l a  f igure  42 (p 147 1 d 'ob ten i r  une courbe de dissociat ion 

sigmoïde, avec l e  départ du premier métal en t r e  pH 5 e t  4 e t  du 

second à pH 3,6. 

L'action d'un tampon acétate  formiate de sodium 1 = 0,2 

contenant 0,2 M de phosphate e t  4 mM d8E.D.T.A. permet l a  meilleure 

dif férenciat ion des deux sites. En e f f e t ,  un t e l  tampon permet une 

élimination du premier ion en t r e  pH 6 e t  8, a l o r s  qu'entse pH 5 e t  6,  

nous observons un pa l i e r  e t  que l e  deuxième s i t e  p a r t  en t re  pH 4 e t  5. 

2 - MARQUAGE SELECTTF DU S I T E  ACIDE €T 3U S I T E  LAB7LE 

1 - Marquage au 5 9 ~ e .  Nous avons é tudié  l a  dissocia- 

t i on  en milieu acide de deux l o t s  de lac to t ransfer r ine  saturée en 

f e r  de l a  manière suivante : 

Lactotransferrine A : 85 mg de lac to t ransfer r ine  saturée 

en f e r  sont dissous dans 4 m l  de solut ion désaturante acétate  de 

sodium 1 = 0,2,  NaHP04 0,2 M E.D.T.A. 40 mM pH 5,2. Après 16 h 

d ' incubation,  à température ambiante, l a  solut ion de protéine a i n s i  

désaturée à 50 p 100 e s t  dessalde su r  une colonne de Séphadex GZ5 

PD10 (1 x 5 cm) équil ibrée dans un tampon ci t ra te-bicarbonate  de 

sodium 0,lM pH 8,6.La protéine e s t  a l o r s  resaturée à 100 p 100 par 





Figure 4 1  

Action des ions phosphates sur la stabilité du complexe métallique 

de la lactotransferrine saturée à 78 p 100 

0-0 I= 0 , l  

i-i Z = 0 , 2  
-- 

O-. r = O, 1 + 0 , 0 2  M POI, -- 
0-0 ir = 0 . 2  + 0 . 2  M PO4 -- 
~ + ~ = 0 , 2 + 0 , 2 M P 0 4  LTF saturéeà 1 0 0 p  100 





addition du réac t i f  FeC13 - c i t r a t e  bicarbonate 0 , l  M pH 8,6 ( 4 0  pg 

Fe/100 p l )  contenant 2 p 100 de 5 9 ~ e  (FeC13 /HC1 0 , l  N 51 mCIpg 

CEA France). L'excès de r é a c t i f  e s t  éliminé sur  colonne de Séphadex 

G25-PD10 équi l ibré  dans NaCl 0 , 2  M. 

Lactotransferrine B : nous avons u t i l i s é  l e  même protocole 

que pour l a  l ac to t ransfer r ine  A mais dans ce cas ,  nous sommes p a r t i s  

d'une solution de lac to t ransfer r ine  marquée au 5 9 ~ e  e t  nous avons 

resaturé  l a  protéine après act ion du tampon pH 5,2 par du 57?e non 

rad ioac t i f .  

2 - Désaturation. Nous avons é tudié  La désaturation 

des deux l o t s  de lac to t ransfer r ine  dans l e  système tampon acétate  

de sodium 1 = 0,2, N a H P 0 4  0 ,2  H I  E.D.T.A. 40 mM, dans l a  gamme de 

pH de pi3 3 à p H  8-0,3 m l  des solut ions  A e t  B sont additionnés à 

1 m l  de tampon de désaturation.  Après 16 h d ' incubation,  1 m l  de 

chaque solut ion e s t  désalé sur  2 m l  de rés ine Dowex 2x8 (200-400 

"mesh") présentée dans des cones de p ipe t tes  automatiques e t  sta-  

b i l i s é e  dans l e  même tampon que l a  solution de protéine.  La colonne 

e s t  r incée par  2 x 0 ,s  m l  de tampon . 
Nous avons déterminé l a  rad ioac t iv i té  gamma de chaque 

é l u a t  de colonne, de l a  colonne lavée, e td ' une  al iquote  de 100 ~1 

de solution non déssalée. Simultanément, l e  pH e t  l a  DO de chaque 

solut ion ont  é t é  mesurés. Nous avons exprimé l e  pourcentage de radio- 

a c t i v i t é  fixé par l a  protéine.  

Les r é su l t a t s  obtenus sont représentés dans l a  f igure  43 

(p 149) .  Les deux l o t s  A e t  B de l a  l ac to t ransfer r ine  donnent en DO 

à 465 nm l e  même p r o f i l  de désaturation.  Cependant, l e  l o t  A de 

lac to t ransfer r ine  vo i t  toute  sa  rad ioac t iv i té  éliminée en t r e  pH 8 

e t  pH 6,2 dans l a  première phase de désaturation a l o r s  que l e  l o t  

B perd, l u i ,  au contrai re ,  s a  rad ioac t iv i té  en dessous de pH 5. 

Ce r é s u l t a t  démontre que l e s  courbes biphasiques de désaturation de 

l a  l ac to t ransfer r ine  obtenues précédemment sont bien l e  r e f l e t  

d'une élimination séquent ie l le  du métal. 



Figure 43 

Analyse de la dénaturation de la lactotransferrine marquée au 5 4 ~ e  

soit sur le site labile (00) soit sur le site stgble ( O O )  
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3 - CONCLUSIONS 

En présence d'un agent chélateur des ions ferr iques  (phos- 

phate ou E.D.T.A.) , il e s t  possible d 'él iminer l e  ~ e ~ +  de l a  lactotrans-  

fe r r ine  à pH 4 ,  ce qui  permet d 'obtenir  une apolactotransferrine non 

dénaturée qu i  a conservé in t ac t e  sa capacité de f ixat ion du métal. 

L'élimination séquentielle des deux ions Fe3* démontre que 

l e s  deux s i t e s  manifestent une suscep t ib i l i t é  d i f fé ren te  vis-à-vis 

de l ' a c t i on  des protons. Nous avons a i n s i  dé f in i  un s i t e  "acido- 

s table"  dont l ' i o n  ~ e ~ +  ne peut  ê t r e  éliminé qu'à pH 4 e t  un s i t e  

"acido-labile" dont 1 ' ion ~ e ~ +  ne peut ê t r e  éliminé qu'à pH 6.2. 

B - FIXATION SEQUENTIELLE DU METAL SUR LA LACTOTRANSFERRINE 

7 - MATERTEL ET METHODES 

a - S m o n .  La f ixa t ion  spécifique du métal a é t é  réa- 

l i s é e  dans un tampon c i t r a t e  de sodium 0 , l  M ,  bicarbonate de sodium 

0,04 M dans une gamme couvrant l e  pH de 5 à 9. 

Une solut ion mère à 10 p 100 de t ransfer r ine  dans NaCl 0 ,2  M 

e s t  réa l i sée .  Des a l iquotes  de 0 ,3  m l  de ce t t e  solution sontd issoutes  

dans 3 m l  de solution de saturat ion à d i f f é ren t s  pH; 

La sa tura t ion  en m é t a l  e s t  r éa l i s ée  par addit ion de 600 u 1  
de réac t i f  FeC13-c i t ra te  (40 pg Fe/100 ~ 1 ) .  Après 16 h d ' incubation,  

l e  pH e t  l a  densi té  optique à 465 nm de chaque solution sont mesurés. 

Nous avons aus s i  dosé l e  f e r  f i xé  par l a  protéine après déssalage. 

6 - Laccflaat.ian du aiXe. La protéine e s t  saturée dans ce 

cas en introduisant  2 p 100 de 5 9 ~ e  ( ' ~ e ~ 1  3 / H C ~  0 , l  N I  5 1 mCI/mg , 
CEA France). Après incubation, l a  solut ion e s t  déssalée sur une co- 

lonne de Çéphadex G25PD10 (1  x 5 cm) s t a b i l i s é e  dans chlorure de 

sodium 0,2 M. A ce niveau, l a  désaturation e s t  conduite comme nous 

l 'avons déc r i t e  dans l e  chapitre précédent (p 148). 

2 - RESULTATS 

U - Swan. Nous avons reproduit  dans l a  f igure  44 

(p  151) l e s  r é s u l t a t s  obtenus sur  l a  sérotransferr ine e t  l a  lacto- 





t ransferr ine .  La saturat ion de l a  sérotransferr ine  ne commence, 

dans ces condit ions expérimentales, qu 'à  p a r t i r  de pH 6,2 e t  n ' e s t  

complète qu 'à  p a r t i r  de pH 7,8. 

Le comportement de l a  l ac to t ransfe r r ine  e s t  complètement 

d i f fé ren t ,  puisqu'à pH 4,8 20 p 100 de saturat ion sont déjà  a t t e i n t s .  

De plus  nous distinguons deux étapes, dans une première phase qu i  se  

termine à pH 6,2,  l e  taux de sa tura t ion  ne dépasse pas 50 p 100, 

puis  dans une deuxième étape à p a r t i r  de pH 6,4,  l a  sa turat ion 

a t t e i n t  100 p 100 presque sans t rans i t ion .  Le pourcentage de satu- 

ra t ion  obtenu par méthode optlque e s t  confirmé,cornme l e  montre l e  

tableau XX (p 1531,par l e  dosage du f e r .  

Afin de v é r i f i e r  qu'en dessous de p H  6,2,  l a  lactotrans-  

f e r r i ne  f i xe  l e  f e r  sur  un seu l  s i t e  e t  non d'une manière s t a t i s t i -  

que sur  l e s  deux, nous avons analysé l e  comportement d'une lactotrans-  

f e r r i ne  saturée à pH 6,2,  dans l e s  systèmes de désaturation que nous 

avons déc r i t s  page 144. 

c l d e .  Nous avons comparé l e s  courbes de dissocia t ion en fonction 

du pH, d '  une lac to t ransfe r r ine  saturée en Fe '+ (marquée au 5 9 ~ e )  à 

pH 6,2 e t  à pH 8,6. Les r é s u l t a t s  représentés dans l a  f igure  45 

(p 154) montrent que l a  l ac to t ransfe r r ine  saturée  à 50 p 100 à p H  8,6 

a une rad ioac t iv i té  r&par t i e  également sur  l e  s i t e  "acido-stable" 

e t  sur l e  S i t e  "acido- labi lew.  Dans l e  cas d'une saturat ion à pH 6,2 ,  

80 p 100 du métal f i xé  sont  l oca l i s é s  su r  l e  s i t e  "acide l ab i l e " .  

La comparaison des courbes de dissocia t ion des ions f e r r i -  

ques des deux préparations de lac to t ransfe r r ine  montre que l ' é l im i -  

nation du Fe3+ du s i t e  l a b i l e  e s t  beaucoup p lus  f a c i l e  à p a r t i r  de 

l a  protéine saturée  à pH 8,6.  

C - A p p ~ c c ~ C L o ~ .  Nous avons é tudié  l a  désaturation en 

milieu acide d'une lac to t ransfe r r ine  i so lée  du l a i t  sans modification 

de l a  teneur en f e r  de celui-c i .& taux de saturat ion d'une t e l l e  

l ac to t ransfe r r ine  var ie ,  selon l e s  échant i l lons ,  de 15 à 30 p 100. 

C e  taux trop f a i b l e  pour suivre  l a  dens i té  optique à 465 nm nous a 

amené à suivre l a  désaturat ion par l e c tu re  de l a  densi té  optique à 

320 nm e t  à 280 nm. 
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Les résultats de la désaturation, réalisée dans le sys- 

tème acétate-formiate de sodium 1 = 0,2 contenant 0,2 M de phosphate 

et 4 mM dlE.D.T.A., montrent que 80 p 100 du métal sont éliminés 

entre pH 8 et 6,2. 

Ces résultats suggërent que, "in vivo", la lactotransf er- 

rine, comme la sérotransferrine, fixe le fer sur le site "acido- 

labile". 

L'apolactotransferrine peut fixer le fer à pH acide, jus- 

qu'à pH 4 r 6  , dans les conditions expérimentales où le complexe séro- 
transf errine ( ~ e  '+) 2 est dissocié. 

La fixation du métal n'est possible jusqu'à un pH voisin 

de 6,35 que sur le seul site "acido-labile". L'analyse de la lacto- 

transferrine native, c'es-à-dire sans modification du taux de fixa- 

tion de pe3+ de la protéine, est en faveur de la seule saturation 

du site "acido-labile ". 

IV - CONCLUSIONS = 

Nous avons démontré que, bien qu'il soit possible de diffé- 

rencier pour la sérotransferrine humaine et pour la lactotransferrine 

humaine un site métallique "externe" et un site "interne", un site 

"acido-labile" et un site "acido-stable", les sites métalliques de ces 

deux protéines possèdent un comportement nettement different. 

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 à fixer 

un ion métallique à pH acide sur le site "acido-labile". 



CHAPITRE IV 

RECHERCHE SUR IA STRUCTURE PRIMAIRE 

NOUS avons subdivisé ce chapitre en deux pa r t i e s .  La pre- 

mière e s t  r e l a t ive  à des travaux qui nous sont personnels e t  qui 

concernent l a  préparation de fragments peptidiques, obtenus par 

coupures enzymatiques ou chimiques, a i n s i  que l ' é tude  de leur  com- 

portement vis-à-vis du fer .  

La seconde porte sur l a  détermination de l a  sequence des 

acides aminés des fragments peptidiques précédents, r é s u l t a t s  qui 

seront rassemblés dans l e  mémoire de thèse de Doctorat d lE ta t  de 

Madame METZ-BOUTIGUE. C 'est  pourquoi, ce t r ava i l  ayant essentiellement 

é t é  réa l i sé  dans l e  groupe du Professeur P.  JOLLES, nous l e  présentons 

sous l a  forme des mémoires qui sont parus en CO-publication. 

l è r e  Par t ie  P 

La lactotransferr ine e s t  une glycoprotéine monocaténaire 

possédant plus  de 630 acides aminés, il e s t  donc d i f f i c i l e  d'envi- 

sager l a  détermination directe  de sa s t ructure covalente. Le f a ib l e  

nombre de résidus de méthionine, 6 en l 'occurence, nous a amené à 

en-e-rendre l a  coupure sélect ive des l ia i sons  méthionyles par l e  

bromure de cyanogène e t  à i so l e r  l e s  fragments a i n s i  l ibérés .  Cepen- 

dant, il apparai t  v i t e  que ce seul procédé de coupure e s t  iasuf f i sant ,  



ne serait-ce que pour tenter de réenchalner les différents fragments 

BrCN. Nous avons donc essayé d'obtenir des fragments peptidiques 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 peptidiques que nous avons obtenus 

a été contrôlée avant leur analyse par Séquenceur par : 

- chromatographie de tamisage moléculaire 
- électrophorèse en gel de polyacrylamide 
- électrophorèse en acétate de cellulose 
- immunoélectrophorèse ~ 
- électrophorèse à haut voltage 

- analyse des extrdmités N- et C-terminales 
Les fragments ne répondent pas tous à l'ensemble de ces 

critères de pureté, le seul critère décisif restant la possibilité I 
de déterminer la séquence peptidique covalente du fragment et la I 
libération, au cours de l'analyse par Séquenceur, d'un PTH - amino I 
acide unique à chacune des premieres étapes de la dégradation d' 

Edman . 

I I  - 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 

particulièrement résistante à l'hydrolyse enzymatique. En 1976, 

LINE et al. (6461, a la suite des travaux de WILLIAMS (647,648) sur 

l'ovotransferrine, ont isolé à partir de la lactotransferrine saturée 

en fer un fragment peptidique fixant un seul ion ferrique. Ce résul- 

tat a été confirmé par DECONNINCX et al. (649) qui ont id@ntifié ce 

fragment à la moiti6 C-terminale de la lactotransferrine. 

Jusqu'à présent, toutes les tentatives pour préparer la 

moitié N-terminale de la lactotransferrine n'ont pas été couronnées 

de succès. Seuls, DECONNINCK et al. (650) ont obtenu,avec un rende- 

ment de 1 p 100,un fragment ne possédant aucun déterminant antigé- 



nique commun avec le fragment C-terminal. 

La possibilité d'obtenir indifféremment la fixation d'un 
7+ 

ion Fe" sur le site "acido-stable" ou le site "acido-labile" (p 141) 

nous a amené à 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 

7 - MATERZEL ET METUODES 

a - Hy&olyse d e  La lac.tomna d&ne u t m E e .  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/ 

HC1 0.1 M pH3 sont incubés à 37OC pendant 3 h avec 18 mg de pep- 

sine 3:' mise en suspension dans 0,4 ml du même tampon. La réaction est 

arrêtée en ajustant le pH à 7,8. 

b - HgdnoLyne de la & c ~ & a m ~ e t u u n e  &xant un neut i o n  

~ e ~ +  ~ W L  Le a i t e  "aciào-~bLte" 

1 - Préparation du substrat. 180 mg d'apolactotransfer- 
rine, dissous dans 4,s ml de tampon citrate de sodium 0,l Mt bicar- 

bonate de sodium 0,04 M pH 6,O sont saturés pendant 4 h à température 

ambiante par 0,600 m l  de la solution d'AZARI et BAUGH (652). 

2 - Hydrolyses enzymatiques 

. Hydrolyse tr~sique et chymotr-ypsique. La solution ------------- ....................... 
de lactotransferrine est déssalée par chromatographie sur une colonne 

de Séphadex Ge5 (5 x 1 cm) stabilisée dans un tampon bicarbonate de 

sodium 0,l M. De l'urée est alors ajoutée suivant la technique de 

DECONNINCK et al. (653) pour cbtenfr 7.5 ml de solution 4 M en urée. 

Une quantité de 6 ml d8enzymzactiv6 par 300 pl de (CH3-~00-)2Ca 0.1 M 

est dissoute dans 7,5 ml de bicarbonate de sodium 0,l M puis est mise 

à incuber à 37OC. La solution de protéine dénaturée est alors ajoutée 

goutte à goutte à la solution enzymatique. La réaction est arrêtée 

au bout de 4 h par abaissement du pH à 6 , 2 .  

* Pepsin Krist. MERCK. 100 mu/m g 

* Trypsine: SIGMA ; ( 2  x cristallized ; 11 .O BAEE/mg) a-chymotryosine : 
MILES LABORATORIES 



. Hydrolyse par l a  clostrigmlne*. Dans ce cas l e  ............................. 
déssalage de l a  solution de lac to t ransfer r ine  e s t  r é a l i s é  sur 4 ml 

de rés ine échangeuse d ' ions Dowex 2x8 (200-400 "mesh") cl- s t ab i l i s ée  

dans l e  tampon citrate-bicarbonate pH 6,2. Comme précédemment de 1' 

urée e s t  additionnée pour obtenir  7,5 m l  d'une solut ion 4 M. La 

c los t r ipa ine  ( l r 8  mg) act ivée par 10 mM de d i th io th ré i to l  e s t  dis- 

soute dans l e  tampon pour obtenir  un volume de 7,5 ml .  L'hydrolyse 

conduite comme précédemment e s t  a r r ê t ée  par addit ion de Na OH 2N. 

jusqu'à obtention d'un pH de 8,6. 

. Hydrolyse gar  l a  paeafne. Pour c e t t e  enzyme à ---------- -------- ---- 
s p é c i f i c i t é  t r è s  large,  l a  l ac to t ransfer r ine  après déssalage sur 

4 ml de r6sine Dowex 12x8 (200-400 "mesh")~l -  s t ab i l i s ée  dans l e  

tampon citrate-bicarbonate de sodium pH 6,2 e s t  directement soumise 

à l ' a c t i o n  de 18 mg de papainejipréalablement act ivée par 10 mg de 

KCN pendant 1 h à 37OC. La réact ion e s t  a r rê tée  après 3 h par re- 

montée du pH à pH 8,6. 

c - ~ec;DLachtLom~gtLaphie. Chaque hydrolysat a é t é  ana- 

lysé  par électrophorèse à pH 2,4 sur papiermatman 3 MM (CH3COOH l M) 

7,5 V /  c m  pendant 16 h suivie  d'une chromatographie dans l e  systgme 

de PARTRIDGE (654 . 

d - P&~i&n des  dtLagmmt.&. Les hydrolysats sont  frac- 

t ionnés par  tamisage mol6culaire sur colonne de Séphadex G75 (100- 

200 "mesh") ( 3  x 80 cm) stabilisee dans une solu+don de bicarbonate 

d'ammonium 0,1 M. Le  déb i t  est de 24 ml / h, les f rac t ions  sont  de 

8 ml .  

a - ~ e c l t h o ~ h / L O ~ ~ / r a p k i e .  Les 4lectrochromatographies 

des hydrolysats pepsiques montrent l a  l ibéra t ion  d'une quarantaine 

de peptides e t  l a  présence d'une f rac t ion  non hydrolysée qui ne 

migre pas en chromatographie. Les au t res  hydrolysats donnent une 

ca r t e  s imi la i re  avec cependant l a  l ibéra t ion  d'un p lus  p e t i t  nombre 

de peptides.  

3:- C1ostripaine:Dondu Prof.KE1Lque nous remercions vivement. 

* Papafn 2 x crysta l l ized.  35 V / mg:SIGMA 



b - FtracZLonnemevLt. Nous avons reprodui t  dans l a  f igure  

47 (p  161) l e  diagramme d ' é lu t i on  de l a  l ac to t ransfe r r ine  e t  de 

ses  d i f f é r en t s  hydrolysats. Nous avons d i f fé renc ié  6 f rac t ions  

dénommées (A-F). Les quatres  f rac t ions  A-D présentent une absor- 

bance à 465 nm, carac té r i s t ique  de l a  f ixa t ion  spécifique des ions 

ferriques.  Les cinq f r ac t i ons  A-E on t  une réact ion pos i t ive  au 

phénol sulfurique,  ce qui montre q u ' e l l e s  sont  de nature glycopep- 

t idique.  

La f rac t ion  A e s t  toujours présente dans l 'hydrolysat  

pepsique, e l l e  e s t  éluée au volume mort de l a  colonne. Sa concentra- 

t i on  augmente lorsque l e  pH d'hydrolyse e s t  de pH = 3 , 6 .  Il s ' a g i t  

vraissemblablement d 'un dimère de l a  l ac to t ransfe r r ine .  

La f rac t ion  B a é t é  i den t i f i ée  à l a  l ac to t ransfe r r ine  non 

hydrolysée. Ces deux f r ac t i ons  sont obtenues avec un rendement pon- 

déra l  de 5 p 100. 

La f rac t ion  C e s t  absente de l 'hydrolysat  pepsique mais 

nous l 'avons obtenue avec un rendement de 30 p 100 à p a r t i r  des hy- 

drolysats  paparque e t  c los t r ipaique.  

La f r ac t i on  D e s t  presque négligeable dans l e s  h-olysats 

papalque e t  c los t r ipaïque.  E l l e  représente 10 p 100 des hydrolysats 

trypsique e t  chymotrypsique e t  30 p 1 0 0  de l 'hydro lysa t  pepsique. 

La f r ac t i on  E de nature glycopeptidique e t  l a  f rac t ion  F 

contiennent,comme l e  montrent l e s  électrochromatographies,des pep- 

t i d e s  de f a i b l e  masse moléculaire. 

c - A d y s e  Uec&opha~Uique ert h u n o U e ~ o p h o n W q u e  
d a  diddétLenta dKac.tion6. Nous avons analysé comme l e  montre l a  

f igure  48 A (p 1 6 2 ) ~  l e  comportement en électrophorèse sur acé ta te  

de cel lulose  des d i f f é r en t s  fragments f i xan t  l e  métal. Nous avons 

a i n s i  déf in i  deux c l a s se s  de composés : l a  c lasse  à caractère  acide 

représentée par l e s  fragments i so l e s  des f r ac t i ons  C e t  que nous 

avons appelée C-pe (pepsine) , C - t r  ( t rypsine)  , C-ch (chymotrypsine) , 
C-cl ( c lo s t r i pa lne ) ,  e t  une c lasse  de fragments qui ne migrent pas à pH 8,6 

e t  qu i  ont  un caractère  basique. Ces fragments proviennent des f rac-  

t i ons  B précédemment déf in ies  e t  nous l e s  avons appelés N-pe, N-tr, 

N-ch, N-cl e t  N-pa. 



Figure 47 

Chromatographie de tamisage moléculaire sur colonne de Séphadex G - ~ s  ( 3  x 80 cm) 

a L'hydrolysat pepsique 

b L'hydrolysat papaïque 

c L'hydrolysat clostripaïque 

Elution par le bicarbonate d'ammonium 011 M ; débit de 24 ml/h, fractions de 8 ml 

- 
%: .) 

'-. - ' 



LTF 

L T F  

Electrophorèse sur acétate de cellulose (A)  et Immunoélectrophorèse (BI 

contre un antisérum anti-lactotransferrine des différents fragments fixant le fer 

lsolés par coupures enzymatiques ménagées de la lactotransferrine 
,- ' ,$, .. \ 

' I 



Cette classification est confirmée,comme le montre la figure 

48 B (p 1622, par 1' analyse en immunoélectrophorèse sur gel Ci ' agarose 
contre un antisérum anti-lactotransferrine. 

d - REaa%on d l h u n o & ~ d w i o n  tadiaLe. 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 1641,une réaction d'identité partielle ce qui suggere 

que le fragment C-ch a perdu un déterminant antigénique de plus que 

le fragment C-tr. Enfin les fragments de type C donnent une réaction 

d'identité partielle avec ceux de type N. 

Les coupures enzymatiques de la lactotransferrine fixant 

un ion ~ e ~ + ,  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 hyciroly- 

sats d'un grand nombre de petits peptides démontre que la libéra- 

tion des fragments fixant encore le fer est consécutive à l'hydro- 

lyse de la partie peptidiquenon protégée par le métal. Cependant, 

l'hydrolyse n'est possible que lorsque la chaîne peptidique subit une 

légëre 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 que N-tr et N-ch ont un caractère 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 libère simultanément un fragment 

de type N et un autre de type C. 

Nous n'avons pas, contrairement à DECONNINCK et al. (655), 

jugé bon de purifier defragment qui ne possède pas de déterminants 

antigéniques communs avec le fragment C-pe. En effet, les fragments 

obtenus par ces auteurs ne représentent que 1 2 100 de la lacto- 

transferrine traitée au départ et sont constitués d'unités pepti- 

diques reliées entre elles par des ponts disulfures. 



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 - t r  

c : Les fragments C-tr et C-ch 



C - PRINCIPALES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES FRAGMENTS OBTENUS 

7 - MATERIEL ET ME7XODE.S 

Les modes opératoires utilisés pour étudier la masse 

I moléculaire, la nature des extrémités N- et C-terminales, la compo- 

sition en acides aminés, la fixation du métal sont décrits dans 

1 ' appendice technique. 

2 - RESULTATS 

a - Abbe mo~écuRaine. Nous avons mesuré la masse molécu- 
laire de chaque fragment par électrophorèse en gel de polyacryla- 

mide en présence de SDS, par chromatographie de tamisage moléculaire 

et en ultracentrifugation analytique à l'équilibre de sédimentation. 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau XXI (p 166). Les 

fragments de type N et le fragment C-pe possèdent une masse com- 

prise entre 50 000 et 60 000. Les fragments C-tr et C-ch ont une 

masse moléculaire plus faible voisine de 30 000. 

b - Natwe  d u  emMmi#éb N- et C-tuunindes.  NOUS avons 
rassemblé dans le tableau XXI (p 166) la nature des extrémités N- 

etc-terminales 'de ces fragments. Seuls les fragments C-pe et N-pa 

ne révèlent qu'un seul acide aminé N-terminal. La séquence C-terminale 

du fragment C-pe est identique à celle de la lactotransferrine hu- 

maine, Les fragments N-cl, N-tr, C-tr, C-ch possèdent de nombreux 

acides aminés enpositionsN- et C-terminales, en particulier, la 

carboxypeptidase B libère du fragment C-tr un nombre de r6sidus de 

lysine et d'arginine nettement supérieur au nombre de mole de frag- 

ment analysé. 

c - Compob.&i.on en addu amina. La composition en acides 

aminés des différents fragments est donnée dans le tableau M I 1  

(p 167). Les fragments C sont proportionnellement plus riches en 

résidus d'acides aspartique et glutamique que la lactotransferrine. 

Le fragment C-ch qui possède la même masse que le fragment C-tr et 

une composition en acides aminés très voisine en diffère cependant 

par la perte de 5 résidus de lysine et 5 d'arginine, ce qui lui 

confère son comportement électrophorétique très acide. La libération 



TABLEAU XXI 

PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES FRAGMENTS PIPTIDIQUES 

OBTENUS PAR COUPUReS ENZYMATIQUES MENAGEES 

Masse moléculaire 

Tamisage moléculaire 

Ultracentrifugation à 
l'équilibre de sédimen- 
tation 
(Vsp O, 714 

Electrophoqèse en gel 
de polyacrylamide en 
présence de SDS (sans 
rupture des ponts 
disulfures) 

Acide aminé N-terminal 

Acide aminé C-terminal 

N-pa N-Cl N-tr C-pe C-tr C-ch 

. 60 O00 . 60 000 @ 60 000 . 50 O00 30 000 , 30 000 ' 

53 000 50 000 - 53 000 28 000 - 

60000 60000 60000 50000 32000 - 

trace Leu - Ala, trace - - - 
de Leu 

- - 

- - Lys,Arg Lys,Arg - - 
i 



TABLEAU XXII 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES FRAGMENTS C-pet C- t r ,  C-ch, N-Pa et N - t r  

LTF C-pe C-tr  C-ch N-?a N - t r  - 
A s P  7 1 6 2 4 1 3 7 63 5 9 

Thr  3 1 2 2 14 13  23 18 

S e r  52 40 2 4 28 38 39 

Glu 60  46 30 3 3 48 4 9 

Pro 28 2 1 18 13 23 30 

G ~ Y  52 36 26 2 4 38 4 3 

A l a  60  4 2 28 23 45 48 

CYS 26 18 10  6 10 1 O 

V a l  3 7 13 11 12 22 16 

M e t  6 4 2 1 3 

I l e  13 4 2 4 4 6 

Leu 5 3 43 28 25 4 5 40 

Tyr 2 1 15 1 0  9 18 15 

Phé 3 1 15 1 O 8 19 2 1 

His 1 O 7 5 2 8 7 

LYS 40 3 1 20 15 32 3 O 

u g  4 1 2 1 15 10 2 5 28 

GlcNAc 8 4 4 4 8 8 
# 



de ces 10 résidus basiques par la chymotrypsine suggère la présence 

d'unités répétives poly-arginine, poly-lysine. Les fragments de type 

C possèdent un glycanne, les fragments de type N deux glycannes. 

1 - Stabilité du complexe métallique. Nous avons ana- 
lysé la stabilité du complexe métallique dans les systèmes 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 
à pH 6. L'élimination totale du métal n'est possible qu'à pH 3,6 

alors que le fragment se solubilise. 

- Les fraqments C-tr et C-ch solubles, perdent leur 
métal à pH acide (pH 3,6) . 

2 - Capacité de fixation du métal 
- Fragment N-oapaique. Comme nous le montrons dans la ------------------- 

figure 50 (p 169) , 1 ' apoiragment papaZque fixe un seul ion Fe3+ en 
donnant un spectre d'absorption dans le visible centré à 465 nm 

1 cm 1 cm 
avec E 465 nm = 0,26 pour E 280 nm = 12,O. 

1 p 100 1 p 100 

- Fragment C-pepsique. L'apofragment C pepsique étant ------------------- 
insoluble, nous n'avons pu mesurer sa capacité à 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 50 000. Son absor- 
1 cm 

bance à 465 nm est de E 100 = 0,28 POUT une absorbance à 280 nm 
1 cm 

de 1 p 100 
= 14,4. 

- Fragments C-trypsique et C-chpotrypsique. Les ............................. ----------- 
apo-fragments ne refixent que 0,2 atome de fer. 

- 

D - CONCLUSIONS 

Nous avons, après hydrolyse enzymatique ménagée, isolé 

8 fragments peptidiques fixant chacun un seul ion ~ e ~ + .  Quatre de 

ces fragments, de comportement électrophorétique acide, fixent le 

métal sur le site "acido-stable", les quatre autres, de mobilité 





électrophorétique basique, f ixen t  l e  métal sur l e  s i t e  "acido- 

lab i le" .  

Nos r é su l t a t s  concernant l e  fragment C-pepsique confirment 

ceux de LINE e t  a l .  ( 6 5 6 )  e t  de DECONNINCK e t  a l .  ( 6 5 7 )  à l 'exception 

de l a  masse moléculaire que nous avons estimée à 50 000 par t r o i s  

techniques d i f fé rentes ,  au l i e u  de 35 000. 

Les fragments C-tr e t  C-ch, qui sont composés de sous- 

unités peptidiques r e l i ées  par l e s  ponts disulfures,  perdent leur  

capacité de f ixer  réversiblement l e  f e r .  Le plus p e t i t  fragment 

que nous ayons obtenu possède une masse moléculaire de 28 000, ce 

qui montre que l e s  acides aminés impliqués dans l e  s i t e  métallique 

"acido-stable" sont répar t i s  sur  35 p 100 de l a  chaine peptidique 

au plus. 

Seuls l e s  fragments C-pepsine e t  N-papalne possèdent encore 

une in t ég r i t é  peptidique. Ces deux fragments qui représentent chacun 

près de 60 p 100 de l a  chaîne peptidique to t a l e  se recouvrent donc 

en une région que nous avons appelée "zone charnière" dont l a  lon- 

gueur e s t  au moins 20 p 100 de ce l l e  de l a  chaîne peptidique. 

Le comportement électrophorétique de plus en plus acide 

des fragments de type C a lo r s  que leur  masse moléculaire diminue 

suggère que ce t t e  "zone charnière" e s t  basique. La zone charnière 

d o i t  posséder au moins un des déterminants antigéniques de l a  lacto- 

t ransferr ine puisque tous l e s  fragments que nous avons obtenus ont 

au moins un déterminant antigénique commun. 

I I I  - ISOLEMENT, PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET REENCHAINEMENT 
DES FRAGMENTS BrCN DE L'APOLACTOTRANSFERRINE 

A - INTRODUCTION 

Nous avons déf in i ,  dans notre mémoire de thèse de 3è cycle, 

l e s  conditions optimales de coupure des l ia isons méthionyles de l 'apo- 

lactotransferr ine par l e  bromure de cyanogène. ~a néthodologie u t i -  

l i s é e  e s t  décr i te  dans l'appendice technique (p O). Nous rappel- 

lerons donc succinctement l e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus 

(IviAZURIER, SPIK e t  MONTREUIL) (658) . 



L'apolactotransferrine traitée par le BrCN libère deux 

ensembles peptidiques de même masse moléculaire voisine de 40 000. 

Ces deux ensembles sont séparés de l'apolactotransferrine par tami- 

sage moléculaire sur Biogel P ~ o o ,  ils sont élués simultanément dans 

une fraction que nous avons appelée fraction C. La fraction C libère 

après 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 après maleylation. Un septième 

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 à travailler au Séquenceur. Nous - 
avons donc dû 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,après dégradation automatique selon la méthode 

d'EDMAN,des différents fragments. 

Dans la première 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 à l'obtention de fragments dont la slucture peptidique est 

en cours de détermination par le groupe du Professeur JOLLES.  

Dans une deuxième partie, nous avons étudié les fragments 

BrCN des fragments C-pepsine et N-papaïne qui nous ont permis de ré- 

enchaïner les fragments BrCN de l'apolactotransferrine. ~ 
B - FRACTIONNEMENT DES FRAGMENTS.Bi.CN DE LA FRACTION C DE L'APO- 

LACTOTRANSFERRINE TRAITEE AU &rCN. 

a - Coupuhie des pontb d L ~ d ~ ~ t a . ~ o u s  avons coupé les ponts l 
disulfures par réduction au 2-mercapto-éthanol selon la méthode de l 

CRESTFIELDet al. (659), l'alkylation a été effectuée par l'iodoacé- 

tamide. La m6thodologie est décrite dans l'appendice technique (p 4). 

b - Chttoma;toq~apkie de " G d  &iL&cukan". NOUS avons éliminé 

les produits de la réaction par chromatographie sur une colonne de 



Séphadex G-25 (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-éthanol. 

c - P u t i d i c d a n  d a  dmgrnena3 de manae mol&cu&wLe éeevés. 

Nous avons utilisé une colonne de Biogel P'60 (100-200 "mesh", 2 x 

120 cm), stabilisée dans l'acide acétique 10 p 100. La charge est 

de 80 mg dissoute dans 4 m i  d'acide acétique 30 p 100, contenant 

1 p 1000 (v/v) de 2-mercapto-éthanol. 

d - PwU6ica;tion d u  dmqrne& de ScLibLe m a n e  m o L é c W e .  

Les petits peptides ont été purifiés Far électrophorèse à pH 2,4 

(acide acétique 1 M) sur papier Whatman 3 MM à raison de 7,s V/cm 

pendant 16 h. 

2 - RESULTATS 

, , a - E ~ o n  d u  A&. La chromatographie sur Séphadex 

G25 permet de séparer des sels deux fractions que nous avons appelées 

CI et CII. 

b - PutUdica;tion d u  6mgrnenth de muse m o l é c ~ e  U e v é e .  

La fraction C (CI + CII) réduite et alkylée, chromatographiée sur 
colonne de Biogel P'60 donne à 254 nm un profil d'élution schématisé 

dans la figure 51 (p 173). Le 2-mercapto-ethano1 sert de marqueur 

interne et permet de calculer le R, de chaque fraction. Les 10 frac- 
C 

tions sont découpées comme nous l'indiquons dans la figure 51 (p 173) - 
Un repérage par la méthode au phénol-sulfurique de DUBOIS 

et al. (660) permet de localiser les glycopeptides dans les fractions 

1 à 4. 

- La fraction 1 obtenue avec un rendement en poids de 5 
p 100 est composée d'agrégats. 

- La fraction 2 conduit après recyclage à 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 après recyclage l'obtention 





des fragments FII, FI1 et FIV. 

- La fraction 7 obtenue avec un rendement de 2 9 100 est 

constituée, comme nous le verrons plus loin (~1781, de deux fragments 

FV qui ne diffèrent que par les deux premiers acides aminés N-terminaux. 

- La fraction 8 ne contient aucune peptide. 
- Les fractions 9 et 10 conduisent à l'obtention des frag- 

ments F'V et FVI. 

c - PLLfUOic&on d a  p e p a 2 d u  d e  ~ c L L D L ~  maode m o L é c W e .  

L'éléctrophorèse préparative à pH 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 mg) que nous avons appelés respectivement F  et FVI. 

L'addition de 2-mercapto-éthanol rend la dissolution plus 

facile et surtout permet de minimiser les phénomènes d'aggrégation. 

Nous avons constaté que, 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, FiVI F vlet FVI. Les fragments F'I et FV, 

comme nous le développerons plus loin, sont dus à des ruptures 

secondaires du fragment FI. Nous avons exclu l'existence de frag- 

ments peptidiques de faible masse moléculaire qui pourraient être 

élués simultanément avec les sels lors de la chromatographie sur 

colonne de Séphadex G 2 5 ,  en réalisant un fractionnement sur l'apo- 

lactotransferrine réduite et alkylée puis soumise à l'action du 

Br CN . 

C - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES FRAGMENTS OBTENUS APRES ACTION 

DU BrCN ET RUPTURE DES PONTS DISULFURES DE LA LACTOTRANSFERRINE 

La masse moiéculaire, la nature des acides aminés N- et C-- 

terminaux, la composition en acides aminés, en monosaccharides,de 

chacun des fragments BrCN ont été déterminées après vérification 



de leur homogénéité en électrophorèse en gel de polyacrylamide en 

présence de SDS et en chromatographie de tamisage moléculaire. 

7 - ETUDE DE LA IWSE MOLECULAlRE 

Les fragments peptidiques possèdent des masses moléculaires 

comprises entre 1 500 et 30 000. 

a - Mode o p W o h e .  NOUS avons mesuré la masse moïécu- 

laire par ultracentrifugation à l'équilibre de sédimentation en 

milieu dénaturant (Gu, HC1 6 M l ,  par électrophorèse 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 1 .  

Ô - R ~ ~ .  Les résultats obtenus par les différentes 

techniques ont été rassemblés dans le tableau XXIII (pl76 1 .  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 que lorsque 

leur séquence peptidique covalente aura été déterminée. 

a - Mode o p é h a t a h e .  NOUS avons déterminé 1 ' acide aminé 

N-terminal par dansylation, quand le peptide l'a permis, nous avons 

étudié la séquence N-terminale par la technique manuelle de dégra- 

dation ~'EDMAN. 

L'extrémité C-terminale a été analysée soit par la tech- 

nique d'hydrazinolyse soit par action de La carboxypeptidase B. 

1 - Lxtrémités N-terminales. Nous avons ré~umé la 
nature des extrémités N-terminales des différents fragments dans le 

tableau XXIV (p 177). Seul le fragment FI n'a donné aucun rosultat 

aussi bien en dansylation qu'en dégradation recurrente dlEDMAN. 

Cette absence de résultat peut s'expliquer par l'impossibilité à 



TABLEAU XX 1 1 1 

MASSE MOLECULAIRE DES FRAGMENTS OBTENUS APRES ACTION 

DU BrCN SUR LA LACTOTRANSFERRINE ET REDUCTION ET ALKYLATION 

B 6 

- 

- 

6 5 0 0  

F V1I 

- 
- 

- 

2000 

F V' 

- 
- 

- 

3 500 

FVI 

- 
- 

- 

3500 

F V  

- 
- 

8 5 0 0  

8 5 0 0  

F III 

0,724 

1 0  000 

13000 

15000 

VsP 

Ultracentrifugation à 

l'équilibre de sédimentation 

Electrophorèse en gel de 

polyacrylamide 

Tamisage moléculaire 

F IV 

0,724 

1 0  000 

10000 

10000 

F' 1 

20000 

20000 

F 1 

0, 714 

24,000 

30000 

2 8 0 0 0  

F II 

0,711 

18 000 

18000 

18000 



TABLEAU X X I v  

EXTREMITES N- ET C- TERMINALES DES FRAGMENTS OBTENUS APRES ACTION 

DU BrCN SUR LA LACTOTRANSFERRINE E T  REDUCTION E T  ALKYLATION 

F III  

F I V  

LTF 

LTF+Br CN 

E x t r é m i t é  N - t e r m i n a l e  

D a n s y  l a  t i o n  D é g r a d a t i o n  d 'Edman 

R i e n  R i e n  

R i e n  I X - L y s - V a l  

G ~ Y  I G l y - L e u - L e u  

Ser I S e r - L e u - A s p - G l y - G l y  

P r o  I P r o - A s p - P r o  

A l a  

A l a  

Traces G l y  

I 
E x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e  

H y d r a z i n o l y s e  C a r b o x y p e p t i d a s e  B 1 



dissoudre le fragment dans le tampon de couplage que nous utilisons 

pour la dégradation dlEDMAN. La séquence N-terminale a été cependant 

déterminée par le groupe du Professeur J O U E S  : Arg-Lys-Val. Le frag- 

ment F'I lui a donné une séquence N-terminale identique au fragment 

FI. 

Seuls les fragments FI1 et F'V ont le même acide aminé N- 

terminal que la lactotransferrine. Les études de séquence ont montré 

que le fragment F  correspond à l'extrémité N-terminale de la lacto- 

transferrine. 

Le fragment FV qui possède la proline en position N-termi- 

nale est en fait un mélange de deux peptides dérivant l'un de l'autre 

par une coupure entre le résidu aspartique no 2 et le résidu de 

proline no 3. 

2 - Extrémités C-terminales. L1&tude des acides aminés 
libérés après action de la carboxypeptidase B est résumée dans le 

tableau X X N  (p 1 7 7 ) .  Les fragments FI, F'I et FIV ne sont pas 

hydrolysés. Le fragment FI11 donne les mêmes acides aminés que la 

lactotransferrine. Dans la mesure où nous avons analysé tous les 

fragments BrCN de la lactotransferrine, nous pouvons identifier le 

fragment FI11 à l'extrémité C-terminale de la lactotransferrine. 

NOUS avons rassemblé la composition en acides aminés et 

en monosaccharides de chaque-fragment dans le tableau XXV (p 179  1 .  

Les fragments FI et FI1 sont de nature glycopeptidique. 

La sonme de chaque acide aminé est en bon accord avec la composition 

de la lactotransferrine. 

4 - PROBLEMES POSES PAR LES FRAGMENTS FI,  F '  1 et FV 

La séquence peptidique N-terminale du fragment F'I est 

identique à celle du fragment FI, nous avons donc émis l'hypothèse 

que ce glycopeptide de niasse moléculaire 20 000 correspond à l'ex- 

trémité N-te-minale du fragment FI. D'autre part, le fragment FV 

qui 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 



TABLEAU XXV 

l COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET EN MONOSACCHARIDES DES FRAGMENTS 



rupture secondaire en milieu acide du fragment FI. Nous avons éli- 

miné la possibilité d'une rupture secondaire des fragments FII, FI11 

et FIV car le fragment FV n'est pas retrouvé lors du fractionnement 

du fragment C-pepsique après action du BrCN (p 180 1 .  

Nous avons incubé le fragment FI pendant 48 h dans une 

solution d'acide formique 70 p 100 puis après évaporation à l'éva- 

porateur rotatif, nous avons analysé les extrémités N-terminales 

du fragment et nous l'avons analysé en électrophorèse en gel de 

polyacrylamide en présence de SDS. Nous avons observé après action 

de l'acide formique l'apparition du dansyl proline et la libération, 

comme le montre la figure 52 (p 181),dtune faible proportion du 

fragment F ' 1 . 
Les fragments F'I et FV sont donc des ruptures secondaires 

du fragment FI. 

La fraction C libère, après coupure des ponts disulfures, 

6 fragments dont les masses moléculaires s'échelonnent entre 1 000 

et 30 000. Les fragments FI et FI1 sont de nature glycopeptidique. 

Le fragment FI11 possède la même séquence C-terminale que l'apolac- 

transferrine. De même, le fragment F'V s'identifie à 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 ' APOLACTûTXANSFEX'iINE 

7 - FXACTTOEJNEMENT D E S  FRAGIC(EtJTS &CN DE LIAPUFRAGIIIENT C-PEPSINE 

a - Mode op&a.tohe. ~'apofragment C-pepsine ( 100 mg) a été 

soumis à l'action du BrCN dans 'les conditions classiques décrites 

dans l'appendice technique. Après arrêt de la réaction le produit 

a été concentré à l'évaporateur rotatif puis déssalé sur une colon- 

ne de Séphadex G-25 (100 x 200 "mesh", 2 x 30 cm) stabilisée en 

acide acétique 10 p 100. Le produit lyophylisé a été réduit et alky- 

lé puis déssalé sur la même colonne avant d'être chromatographié 

sur colonne de Biogel P - ~ ~ .  





1 - Déssalage. Le diagramme d'élution du fragment 
C-pepsique réduit et alkylé sur la colonne de Séphadex G-25 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 

?60 est d o ~ é  dans la figure 53 (p 183) de manière comparative 

avec celui de la fraction C réduite et alkylée de l'apolactotrans- 

ferrine. Nous avons obtenu 6 fractions numérotées de BI à B6 . 
Les fractions B1 et B2 représentent moins de 5 p 100 du 

total injecté, elles sont de nature glycopeptidique. 

Les fractions 3, 4 et 5 conduisent après recyclage à l'iso- 

lement des fragments FII,FIII, FIV. 

La fraction 6 permet l'obtention d'un nouveau peptide que 

nous avons appel6 B6. 

3 - Fractionnement de la fraction C-pepsique 2. L'élec- 
trophorèse à pH 2,4 révèle 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 a u  frag- 

ments FII, F III,FIV, FVI et un cinquième fragment B6. Ce fragment 

B6 ne correspondant 5. aucun des peptides libérés par action directe 

du BrCN sur la lactotransferrine réduite et aLkylée se situe donc 

obligatoirement à 1'extrémité~- 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 . 

ETUPE VU FRAGMENT 86 

1 - Matériel et méthodes. Les techniques utilisées 
sont décrites dans l'appendice technique. 





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 à l'alanine (souillé de Leucine). 

La carboxypeptidase B libère pour 20 nM de peptide : de l'homosérine : 

17 nM, de l'alanine : 29 nM, de l'arginine : 77 nm, ce qui permet 

de proposer le schéma de séquence suivant : Ala ..... (Alalà2), Arg (2-3) - 
Hse. La composition en acides aminés est la suivante : SCM (2) Asp (5) , 
Thr(4), Ser(51, Glu(l), Pro(l), Gly(51, Ala(71, Va1(4), Ile(l), Leu(51, 

Tyr(l), Phe(1) Lys(3) Arg(4) Hse(1). 

1 - Matériel et méthodes. Le fragment B6 (0,s mg) a 
été soumis à l'action de 0,020 mg de trypsine activée par CaC12 0,01 M 

pendant 16 h dans un tampon Tris, HC1 0,l M pH 8,2. L'hydrolysat a 

été soumis à une électrophorèse sur papier Whatman 3 MM, à pH 2,4 

(CH3COOH 0,l M) à 1 0  V/cm pendant 16 h puis à une chromatographie 

dans le système solvant de PARTRIDGE (661). 

2 - Résultats. La carte peptidique représentée dans 
la figure 54 (p 185) montre la liberation 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, 131 14, 15 sont retrouvés 

dans la carte peptidique du fragment FV. 

Le fragment B6 a donc été identifié à l'extrémité N-termi- 

nale du fragment C-pepsique. L'analyse des cartes peptidiques permet 

de plus de localiser le fragment FI dans le région C-terminale du 

fragment FI. Ce peptide possède certaines unités trypsiques communes 

avec le fragment FV. 

3 - FRACTZUNNEMENT DES FRAGMENTS BnCN PE L'APOFUAGMENT N-PAPAINE 

a - Made o p @ ~ a t o h ~ .  

L'apofragment N-papaïne (100 mg) a été soumis à l'action 

du BrCN dans les conditions classiques. Après évaporation, le ~roduit 





a été chromatographié sur colonlie de Biogel P60. Enfin chaque frac- 

tion a été réduite et alkylée, désallée sur colonne de Séphadex G-25 

puls chromatographiée sur colonne de Blogel P-60 comme nous l'avons 

décrit précédemment. 

1 - Chromatographie sur colonne de Biogel ?60 du frag- 
ment N papaïque après action du BrCN. Le diagramme d'élution, suivi 

à 280 rm a permis comme le montre la figure 55 (p 1 8 7 )  de sé-arer 

deux fractions N-papaïne en 1 et 2. Ces deux fractions sont de 

nature glycopeptidique. 

2 - Chromatographie sur colonne de Biogel P60 des 
fractions N-papaïne 1 et 2 après réduction et alkylatiori. Comme nous 

le montrons dans la fiqure 55 (p 187 ) ,  la fraction N-pa- 1 après 

réduction et alkylation a conduit à l'isolement d'un fragment de 

nature glycopeptidique qui a le comportêment chromatographique du 

fragment FI. La fraction N-pa - 2 réduite et alkylee libère des 
fragments (figure 55 p 187) P et P Le fragment P de nature gly- 

1 2 1 
copeptidique possède la même séquence N-terminale que le fragment 

FII, mais il est élué avec un Rf=0,50alors que le fragment FI1 

possède un Rf =0,46, nous l'avons donc identifié à l'extrémité N- 

terminale du fragment FII. Le fragment P est élué avec le même Rf 
2 

et possède la même extrémité N-terminale que le fragment F-IV. 

La libération par le bromure de cyanogène des fragments 

FI et FIV et d'un sous fragment de FI1 permet de localiser le frag- 

ment FI1 à l'extrémité C -terminale du fragment N-papaïne. Nous 

n'avons malheureusement isolé aucun peptide correspondant à l'extré- 

mité N-terminale du fragment N-papaïne. 

De plus, nous pouvons déduire que les fragments FI1 et FIV 

sont reliés entre eux par au moins un pont disulfure puisque l'action 

du BrCN libère le fragment FI et un ensemble peptidique correspondant 

aux fragments FI1 et FIV. 



Figuce 55 m l  

Fractionnement du fragment N-papaine après ac t ion  du BrCN sur colonne de Biogel P60 (2 x 120 c m )  

-- a Fractionnement du N-papaïne après  ac t ion  du BrCN 
b Fractionnement de N-pa-1 après réduction e t  a lky la t ion  
c Fractionnement de N-pa-2 après réduction e t  a lky la t ion  

" 
Elution par CII3COOB 1 0  p 100, d e b i t  12 ml/ki, f rac t ions  de 4 m l  



L'isolement et l'étude des fragments BrCN des apofragments 

C-pepsique et N-papaïne permettent d'envisager le réenchalnement des 

fragments BrCN de l'apolactotransferrine, proposé dans la figure 56 

(p 189). Le fragment FVI a été placé entre les fragments FI1 et FI11 

par homologie de séquence avec la sérotransferrine. Seul, le fragment 

FVII n'a pu être localisé. Nous avons placé un pont disulfure dans 

le fragment B6, puisque ce peptide, qui possède deux résidus de 

5-carboxyméthylcystéine n'est relié à aucun des fragments FII, FI11 

ou FIV. 

IV - CONCUlSI ONS 

Nous avons isolé, par coupure enzymatique ménagée, 8 frag- 

ments peptidiques capables chacun de fixer un seul ion ~ e ~ + .  Quatre 

de ces fragments fixent le métal sur le site "acido-stable" et pos- 

sèdent un comportement électrophorétique acide. Les quatre autres 

fixent le métal sur le site "acido-labile" et présentent un carac- 

tère basique. 

L'action du bromure de cyanogène sur l'apolactotransferrine 

libère, après coupure des ponts disulfures, 7 fragments dont deux, 

FI et FII, sont de nature glycopeptidique. Les fragments F'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 l'idée que le fragment C-pepsine correspond 

bien à la partie C-terminale de la lactotransferrine. 

L'étude du fragment N-papaïne qui comporte le site "acido- 

labile" montre qu'il est localisé dans la partie N-terminale de la 

lactotransferrine mais qu'il empiète sur sa partie C-terminale. 





La lactotransferrine est donc constituée de deux domaines 

peptidiques qui possèdent chacun un glycanne et un site métallique 

comme nous l'avons schématisé dans la figure 57 (p 191) 

2ème partie 1 
1 - INTRODUCTION 

Ainsi que nous l'avons précisé précédemment, les résultats 

rapportés dans ce chapitre sont le fruit d'une collaboration avec 

Mr Pierre JOUES, Professeur, Mme Jacqueline JOUES, Chargée de 

Recherches au C.N.R.S. et de Mme Marie-Hélène METZ-BOUTIQUE qui 

ont déterminé la séquence peptidique covalente des fragments - BrCN 
de l'apolactotransferrine que nous avons préparés. 

Tout d'abord, nous présentons essentiellement sous forme 

de 3 publications, les séquences peptidiques connues et nous les 

comparons à celles de la sérotransferrine humaine. Puis nous décrivons 

la structure secondaire des chaines peptidiques au voisinage du point 

d'attache des glycannes. 

I I  - SEQUWCE PEPTIDIQUE COVALENTE PARTIELLE DE LA LACTOTRANSFERRINE 
HUMAI NE a W L O G  1 ES AVEC LA SEROTRANSFERR 1 NE HJMAI NE 

A - SEQUENCE PEoTIDIQUE PAPLCIELLE DES FRAGMENTS FI, FII, FII, FIV ET F V' 

1 - MEMOIRE No 7 : SEQUENCE N-TERAUNALE DE LA LACTOTRANSFERRiNE : 

HOMOLOGIE AVEC LA REGTON N-TERMINALE D'AUTRES TUANSFERRINES 

Dans cet article, la localisation du fragment-BrCN F V' 

à l'extrémité N-terminale de la lactotransferrine, a été établie. 

La séquence peptidique de ce peptide présente de nombreuses homologies 



al 
G 
.cl 
C 
O 
-4 
C 
ci 
'a, 
E 



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 séquence poly-Arg (2 à 5) . 
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1. Introduction 

Human lactotransfernn (also called lactoferrin) 
[l-31 consists of a single polypeptide chain of 
molecuiar weight 76 500 [4,5] and possesses two 
carbohydrate groups which are conjugated to the 
protein by an asparaginyl-N-acetylgiucosamine linkage 
[6] : their structures were established by Spik et al. 
[7,8]. However, the present knowledge of the amino 
acid sequence of human lactotransfemn remains very 
limited: some cyanogen brornide fragments have been 
purified and anaiyzed [9] and six short cysteic acid 
containing peptides [IO] as weil as short tryptic and 
chymotryptic glycopeptides [7,8,11] have been 
sequenced. Finaily glycine has been identified as the 
N-terminal amino acid [ 1 O] . 

The present p a y r  is dealing with the establish- 
ment of the N-terminai sequence of human lacto- . 
transferrin and of the corresponding cyanogen bromide 
fragment. Extensive similaritics were thus demon- 
strated between the N-terminai regions of the ovo-, 
serum- and lactotransferrins. 

2. Materiais and methods 

thiman lactotransferrin was obtained according t o  
Qréron et al. [12]. The protein was reduced foiIowing 
the procedure of CrestAeld 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 
unpubiished results] . 

The N-terminal amno acids of the protein and of 

the CNBr-fragment were identified by the dansylation 
procedure. Automated Edman degradation was carned 
out in a Socosi Sequencer Mode1 PS-100, by the 
quadrol double-cieavage method [ 141 ; dirhioeri- 
thrytol was added in 1-chiorobutane (10 rngll). The 
thiazolinones were convened into the corresponding 
phenylthiohydantoin (PTH)-amino acids; the latter 
were characterized, as previously reported [l5] , by 
thin-layer chromatography, by gas-liquid chromato- 
graphy (Beckman GC 45 chrornatograph) and by 
chromatography of the free ammo acids (Technicon 
amino acid Autoanalyzer) regenerated from the PTH- 
amino acids (1 50°C; 24 h; 6 M HC1 containing 
112000 2-mercaptoethanoi). 

The chymotryptic digestion of CNBr-fragment 
F-V' was performed during 24 h at 37OC in 0.05 M 
NH4HC03 with an enzymelsubstrate 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 50 Vlcrn. 

3.1. N-terminal sequence of human trrctotransferrin 
By the dansylation procedure, Cly was charac- 

t ehed  as the N-terminal amino acid of the protein. 
By autornated Edman degradation, the ten first 
amino acids couid be identified (table 1). 

3.2. The IV-terminal cyanogen bromide fragment of 
human loctormnsferrin: characterization of the 
first 24 amino acids of tne protein 

7 CNBr-fragments (F-1 to F-VII) have so far been 

North-Hoiland Publishing Company - Amsterdam 27 



Volume 69, number 1 FEBS LETTERS October 1976 

Table 1 
N-terminal sequences of human lactotransferrin and of the cyanogen brornide fragment F-V' (N-terminal 

moiety of the intact lactotransfernn molecule). Methods of identification were as follows: (a) +, 
PTHdenvative deternuned by thin-iayer chromatography; cysteine was determined as PTH-Starbox- 

anudomethylcysteine; (b) PTH-amino acid determined by gas-liquid chromatography, yield 76; (c) amino 
acid determined w t h  an Autoanalyzer after regeneration, % of recovery. 

- - - --- 

Human 
lactotransfernn 

CNBr-fragment 
F-V' 

Sequena 
position a b c Residue a b c Residue 

1 G1y Gly (18) Gly (20) GIY Gly Cly(15) Gly(18) Gly 
2 A g *  Arg (4) Arg Arg (7) Arg 
3 Arg* Arg (4.2) Arg Arp (7) Arg 
4 h g *  Arg(4.8) Arg Arg (9) Arg 
5 h g *  Arg (4) A r g  Arg (9) Arg 
6 Ser Ser(11) Ser Ser Ser (1 7) Ser 
7 val va1 (12) val (12) Val Val Val (24) Va1 (19) Val 
8 Gln Glu (8) Gln Gln Glu (14) Gln 
9 Trp Trp (5) T ~ P  Trp Trp(15) T ~ P  

1 O CY s CYS (1) CYS Cys Cys cys (2) CYS 
11 Ala Ala(18) Aia(14) Ala 
12 Val Vd(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 Aia (7) Ala ( 5 )  Ala 
18 Thr Thr Thr 
19 LY s LYS (4) LYS 
20 Cys Cys Cys(0.5) CYS 
21 Phe Phe (2) Phe (3) Phe 
22 Gln G l u ( 1 )  Gln 
23 Trp Trp (0.5) T ~ P  
24 Gin Gln 

* Characterizcd by thin-hycr chromatography during 3.5 h (instead of 0.5 h) in solvent 7 (15) and staining 
with the Sakaguchi reagent. 

Table 2 
Mobility m (at pH 6.5) vaiues, yields and structures of the chymotryptic peptides of fragment F-V' of human 

lactouansferrin. m = O for Gly; m = +1 for Arg; m = -1 for CyS0,H. 

Peptide m Y ieid Structure 
(%) 

C- 1 + 1.15 35 Gly -hg-Arg- Arg-Arg 
C-2 O 35 Ser-Val-Gin-Trp 
C-3 -0.25 50 Cys- Ala-Val-Ser-Gin-Pro-Glu- Ala-Thr-Lys-Cys-Phe 
C-4 -0.56 15 PyrGlu*-Trp 
C-5 + 0.58 32 Gln-(Asx, Ser, Ala, Val, hg,)-HSer* 
C-6** + 0.33 34 Gln-Trp-Gin-(Asx, Ser, Ala, Vai, Arg, )-HSer* 

* PyrGlu, pynolidonecarboxylic acid; HSer, homosenne. 
** C-6 = C-4 + C-5. 

:Ili5 
\ LILLL 

28 . . 
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2 - iMEM1RE N O  2 : ETLR7ES STRUCTURALES CONCERNANT LA LACTOTMNS- 

FERRINE HUMAINE : S E S  PARENTES AVEC LA SEROTRANSFERRINE UU- 

M I N E  ET EViDENCE D' UNE HOE4OLOGI E 'INTERNE 

Les séquences peptidiques partielles des fragments FI  et 

F I V  mettent en évidence une nouvelle fois une homologie avec la 

sérotransferrine. Ainsi, les cystines 11 et 20 du fragment FI et 

13 du fragment F I V  se retrouvent en position 39, 48 et 403 dans 

la sérotransferrine. En outre, l'unité trypsique FI Ts;-~ possède 

une séquence peptidique au voisinage d'un résidu d'histidine que 

l'on retrouve quatre fois dans la sérotransferrine en position 

121, 252, 451, 582. Ce résidu a'histidine qui est toujours accom- 

pagné en position 5 par un résidu d'arginine, peut appartenir d'après 

Mac GILLIVRAY et al. (662) au site métallique. 

D'autre part, la séquence N-terminale du fragment F I V  est 

homologue de l'unité trypsique F I  TP3 du fragment FI. Ce résultat 

confirme l'hypothèse émise par Mac GILLIVRAY et al. (663) sur la 

duplication du gène codant les transferrines. 
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Introduction. preparation, purification and analysis of the CSBr- 
fragments FI and FIV with molecular weights of 
23,000 and 10,000 respectively were reported by Mazu- 
r i e ~  et al. [4] .  The amino acid composition of the 

Recentl~ we r@~Orted the Steminal sequence peptides after total hydrolysis (5.6 M HQ : 18, 4.û and 
of human lactotransferrin [l] ; extensive siaila- 72 h ; under vacuum) and the characterization of the 
rities were thus demon~trated between the &ter- phenyithiohydantoin (PTH)-amino acids after regene 
minal regions of the ove, semm lactotrans- ration of the free amino acids (150" : 2ul h ; 6 M HQ 

containing 1/2000 2-mercaptoethanol) were achieved ferrins ilj. The present mer is dealing with with a Technicon Autoanalyzer. dutomated Edman 
s m e  structurai data comerning -0 further cya- degradation -as carried out in a Socosi Sequencer, L9 
nogen bromide (CNBr) fragments. The resuits al- Mode1 PS-100, (a) for longer peptides by the 1.0 M L k i t  
lowed to extend our knowledge concerning the quadrol double cleavage method and @) for shorter 

peptides by the 0.1 ,\91 quadrol single cleavage method hmo'ogy between bath human transferrins and in presence of Polybrene ; the characterization of 
revealed features that were of structural (cystine the PTH-amino acids was previously reported [6].  
resi-dues) and functional interest as they concer- The tryptic digestion of Cir-fragment FI was p u -  
ned one of the carbohydrate binding asparagine formed during 24 h at 37% in 0.1 M iiII&HCO, with an  
residues as well as some tyrosine and histidine re- enzyme/substrate ratio of 1/50. Trypsin Worthing- 

sidues mhich might be invcrlved in iron binding. ton) was pretreated during 16 h with 0.0625 M HCI at 
37%. The Fi, of the peptides were determined by paper 

~u r thennore  as previomly noted for human semm ~hromatography (Whatman 'rfo 1) in solvent X : n-bu- 
transferrin [2], the existence of intemal homology tanol-p-pidine-acetic acid-water (75.3?:15:60, v/v/v/v) 
in human lactotransferrin can d s o  be suggested. and their mobilito m by paper electro~horesis a t  

pH 6.5 m a t m a n  No 1 ; pyridine-water-acetic acid, 
100:900:4, v/v/v, 50 V/cm ; rn = O for Gly ; -1 for 
CyS0,H ; +l for Arg). 

Materiais and Methods. 
Results and Discussion. 

Sephadex G-'25 fine and G-50 Ane were obtained from 
Pharmaeia and Dowex 1 x 2 from Touzart and Mnti- x-terminal sequences of FI and FIV. 
gnon (Paris). A11 other reagents (analytical grade) were 
purchased from Prolabo or Merek except those em- By automated Edman degradetion, the 20 and 
ployed for the Sequencar which were obtained from 26 first *ino a,.ids of respectively and FIV 
Pierce and from S.D.S. (Narseilles). Human lactotrans- 
ferrin was obtained according to meron et al. [3]. The cOuM be identified. The ex~erimental detaih are 

indicated in table 1. 

Tryptic digest of FI. 
dhbreuiations : STF, serum transferrin. 

LTF, lactotransferrin. The tryptic digest of FI was dried and after- 
O To  whom al1 correspondence should be addressed. wards treated with j0 per cent fornie : a 
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precilpitate (FI - TP) and a supernatant (FI - TS) on figure 1B. 10 fractions (FI-TS3.1 to FI-TS3.10) 
were thus obtained. were characterized. Two of them contained pure 

TABLE 1. 

N-terminal sequences of cyanogen bromide fragments FI and FIV and of the trgptic peptide FI-TPS. 

F 1 F IV F I  - T P 3  
Sequence 
position a b c a b c a b c 

4 
5 G ~ Y  
6 Pro 
7 Pro 
8 Val/Phe 
9 Ser 

10 C Y ~  
11 Leus 
13 Lys 
13 
14 AsP 
15 Ser 
16 Pro 
17 Leus 
18 Gl n 
19 CYS 

-4% (4) 
Lys (9) 

Va1 (15) Val (16) 
Arg (2). 

Gly (9) Gly (9)  
Pro CI) Pro (7) 
Pro (6) Pro (7) 
Va1 (12) Val (10) 
Ser (11) 
Scm Scm (1) 
Leus (II)  Ile (8) 

Lys (8) 
Arg (1) 
Asp (3) 

Ser (5) 
Pro (2) 

Leus (4) Ile (4) 
Glu (2) 
Scrn (0.5) 
Ile (4) 

Ser 
Leus 
A ~ P  
Gl Y 
GlY 
Tyr 

Val/Phe 
Tyr 
Thr 
Ala 
Gl y 
Lys 
CYS 
G ~ Y  
Leus 

Val/Phe 
h o  

Val/Phe 
Leus 
Aln 
Glu 
.4sn 
TV 
Lys 
Ser 
Gl n 

Ser (30) 
Leus (W) 

Gly (12) 
Gly (14) 
Tyr  (17) 
Va1 (14) 
Tyr (10) 
Thr  
Ala (11) 
Gl? (7) 

Scrn 
Gly (6) 
Leus (10) 
Val (12) 
Pro (3) 
Va1 (12) 
Leus (10) 
Ala (12) 

Tyr (6) 

Ser (6) 

Leu (10) 
Asp (17) 
Gly (18) 
Gly (23) 
Tpr (11) 
Val (19) 
T -  (1 0) 

Ala (16) 
Gly (10) 
Lys (10) 
Scrn (2) 
Gly (12) 
Leu (11) 
Val (11) 
Pro (2) 
Val (1 1) 
Leu (8) 
k l a  ((7) 
Glu (4) 
Asp 13) 
Tyr (3) 
Lys (5) 

Glu (3) 

Leus 
A sp 
Ser 
GlY 
Leus 
Tyr 
Leus 
G ~ Y  
Ser 
Gl y 
Tyr 

Val/Phe 
Thr 
Ala 

Ser (8) 
Gly (9) 
Leus (16) 
Tyr (10) 
Leus (16) 
Gly (10) 
Ser (3) 
Glp (4) 
Tyr (6) 
Phe (3) 
Thr 
Ala (1.3) 

Ile (20) 
A,sp (16) 

Gly (103 
Leu (10) 
Tyr (6) 
Leu (10) 
Gly (7) 

Gly (6) 
Tyr (3) 
Phe (3) 

Leus : Leu or Ile ; the characterization was only possible by amino acid analysis. 
Scrn : S-carboxymethylcysteine. 
Xethods of identification were as  foilows : (a) PTH-derivative determined by thin-layer chromatography ; 

cisteine was determined as  PTHS-carboxamidomethylcysteine ; (b) P T s a m i n o  acid determined bg gas- 
liqriid chromatography, yield % ; (c) amino acid determined with a n  Autoanalyzer after regeneration, % 
of recovery. 

FI - TP was dissolved in pure formic acid and 
5ltered 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 M- 
TP3 contained a pure peptide of 25 amino acids. 
Its amino acid composition is Asp,, Thr,, Ser,, 
Glu,, Pm,, Gly,, Ma,, Vd,, Il-, Leu3, Tyr,. Phe,, 
Lys,, Arg, ; its structure was studied as indicated 
in table 1. 

FI-TS was first filtered on Sephadex 6-25 and its 
eluate was divided into four parts (FI-TS1 to FI- 
TS4) (Ag. IA). FI-TS3 was further chromatogra- 
phed on Dowx 1 x 2 : the details are indicated 

peptides after desalting on Sephaidex G-25 and 
paper chromatography in solvent A and were 
sequericed. 

FI-TS3.2 is a nonapeptide (R, in salverrt A : 
0.32 ; m = + 0.64) : Val-ProSer-His-Ma-Val-Val- 
Ma-Arg. 

FI-TS3.8 is a decapeptide (R, in solvent A : 
0.57 ; m -r - 0.15). Its N-terminal sequence was 
detemined automatically : Asp-Gly-Ma-Gly-Asp- 
Val. Aftw digestion with carboxypeptidase B at 
37°C for 1 h in 0.1 ?iI ammonium bicarbonate, 
66 per cent Arg, 47 per cent Ile and 34 per cent 
Phe were released ; carboxypeptidases B and -4 



Human lactotransferrin ; human serum transferrin. 

released under the same experimental conditions, ferrin : the almost complete structure of the latter 
after 6 h, 80 per cent Arg, 57 per cent Be, 58 per with ils two homo log ou^ domains was recently 
cent Phe and 38 per cent -4la. Thus the sequence published [7]. 

A 

. - 

-2 ml tract tons- 

5 

100 200 ,ml f n c t i e n k  

FIG. 1. -Purification of the soluble trgptie peptides of FI-TS (150 mg). 
(A) : Filtration on Sephader G-25 (200 cm x 1.7 cm) with 30 per cent 

acetic acid as eiuent. 
(B) : Chromatography of fraction FI-Ti33 on Dowex 1 x 2 (140 cm x 

1.2 cm). The peptides were characterized by the ninhpdrin procedure 
after alkaline hydroiysis (&,) carried out on 0.2 ml sampies. 

of the peptide is : Asp-Gly-Ala-Gly--al-Ma- Severai strong homologies were observed 
Phe-Ele-Arg. aromd the structurai important cystine residues 

(i, iii) as well as around histidine (ii) and tyrosine 
Some homologies of structurai a d  fUnCfi0n~i in- (iii) r e idua ,  some of whi& play importan* 
terest between humun SerUm tr<insferrrn Und ~ U C ~ O -  role in imn binding. & previowly noted in the 
transf errin. 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- 5 residues Cterminal to the highly conserved his- 



TAUI.E II.  
I~loiiiolngics of striictiirnl riid fuiictioii:iI interest I>etwecii tiiiinnn 1iictotr:tnuferrin (~)reseiit study) niid 

seruin transîerriii(') [ T l .  'A, corl>oliydrute ciirryiiig residue ; 0, gap. The huinolugoiis residiics (iilenticiil 
arniiio iicids) :ire I~oxed. 

(i) Homologies around Cys residues 

LTF FI N-teminal Arg-Lys-Val-Arg 

STF 30-49 Ile-Pro-Ser-Asp 

and its internal homologous 
sequence (369-379) 

other example : section (iii) 

(ii) Homology around a Bis residue 

LTF FI-TS3.2 

sequence (447-456) 

S W  249-257 

and its internal homologoos 
sequence (579-587) 

(iii) A. Interna1 homlogy of lactotransferrin. B. Characterization of the h ~ l o g o u s  fragment to one of the serum 
transferrin glycopeptides. 

A. LTF FI-TP3 

A. LTF FIV N-terminal 

B. STF 391-417 

B. STF 61-88 

(iv) Highly homologous tryptic peptides 

LTF FI-TS3.8 

STF 193-202 Asx-Gly-Ala-Gly-Asp-Val-Ala-Ph 

>( the gaps have notbeen taken into account in numbering the residues. 
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tidine residue. These arginine residues may be U-116). The excellent technical assistance of bir. Lp 
invalved in anion bbinding [SI. Quan Le is gratefully acknowledged. 

Semm transferrin containe one of its sugar 
moieties linked to asparagine No 414 (see table II, REFERENCES. 
iii and footaote). The long homoPogous sequence 
in dlectotransferrin cN-teminal sewence of FIV) 1. J ~ l l è ~ ,  J.9 Maznrier, J., Boutigue, M.-H, Spik, G., 

Montreuil, J. a JIoUès, P. (1976) FEBS Letters, 69, 
-mas however devoid of polysaccharide as a dele- 27-31. 
'On at the Ime1 the asparagina residue 2. blidillivra R. 1. A. i Brew, K. (1975) Science, If)@, 
(table II, iii). 1 oss-i.(t.&. 

3. Cb&ron, H, Mazurier. J., Fournet, B. a Montreuil, J. 
Internul homology in human lactotransferrin. (1977) C. R. Acad. Sci. Paris, 2&1, 58o1586. 

Section iii in table H provides midence for in- 4. .&zurier, J., Spik, G. + Nontreuil, J. (1974) FEBS 
tenid homology in the pdypeptide chain of lacto- Letters, 48, 262-266. 

transferrin as tryptic peptide FI-TPJ an4d the N- 5. Klapper, D..G, Wilde III, C. E. a Capra, J .  D. (1978) 

terminai secpence of peptilde FTV #are homologous. Anal. Bzochem., g6, 1.26-131. 

A similar observakn bas previomly b e n  rqor- 6. Joués* J- Schoentgen, Fe, Hermann, J, Aiais, a. & 
Joilès, P. (1974) Eur. J. Biochem., qg, 127-132. 

ted se- reflening 7. MacGillivray, R. T. A., Mendez, E. + Brew, K. (1977) 
aa ancestral gene doubling during the phylogene- in 4 Proteins of iron metaboiism , (Brown, E. B., 
tic development of vertebrate transfemi.ns. Aisen, P., Fielding. J. a Crichton, R. R. ed.), 

pp. 133-141, Grune and Stratton, New York-San 
rancisco-London. 
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MEMOIRE No 3 : LES GLYCOPEPTIDES DE LA LACTOT77ANSFERR7NE HUMATNE : 

SEQUENCE DES ACIDES AMINES, LOCALISATION ET ASPECT PLYLOGENETIQUE 

Dans ce mémoire sont présentées les séquences pegtidiques 

au voisinage des glycannes des fragments FI et FI1 de la lactotrans- 

ferrine. Le glycanne qui est lié au résidu de Asn en position 5 du 

fragment FI1 possède un environnenent peptidique qui permet de l'iden- 

tifier au glycanne II séquencé par SPIK, VANDERSYPPE, MONTREUIL et al. 

(664). Cette séquence peptidique se retrouve dans la sérotransferrine 

où 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 possède 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 1 de la lactotransfer- 

rine n'a pas été retrouvée dans les séquences actuellement connues 

de la sérotransferrine. Elle peut être identifiée à celle du glyco- 

peptide 1 décrit par SPIK, VANDERSYPPE, MONTREUIL et al. (665) bien 

que 7 diffékences soient observées. 

Le fragment FI1 de la lactotransferrine, identifié à l'ex- 

trémité C-terminale de la lactotransferrine possède 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 chaîne peptidique. Cette 

particularité de la lactotransferrine nous a amené à rechercher 

l'explication de cette absence de glycosylation au niveau de la 

structure secondaire. 
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Human lactotransferrin contains two prosthetic sugar groups situated in two 
different cyanogen bromide fragments: the amino acid sequences around the 
two polysacchaxide attachment sites were established. The location of the 
prosthetic groups was quite different in serum and lactotransfemns and no 
sequence homology could so fax be characterized between the glycopeptides 
of these tw.0 transfemns, whereas a close relationship between a glycopeptide 
of human lactotransferrin and a glycopeptide of hen ovotransferrin was noted. 

Introduction 

ffuman lacgtransferrin is a glycoprotein [ l ]  of molecuiar weight 76 500 
which cons& of a single polypeptide chah [2,3] to which two carbohydrate 
groups are attached [3,4]. The presence of N-glycosidic linkages could be 
demonstmted between asparagine and N-acety~glucosarnine [3,4] and the struc- 
ture of the sugir parts was established [3,5]. Previously, the reduced and 
alkglated lactotransferrin was directly submitted to a tryptic digestion and the 
a m h o  acid sequences of two different giycopeptides were studied [3,6]. We are 
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Refennce should be made to No. BBAlDDll30138388/622(1980) 308-314. 
The ~ P P l e m e n t a r ~  information ineludes: The results of automatic Edman degradation of the trYPtic 
fl~copepride contoined ui the CNBr fragment FI. of the N-terminal sugar-containine sequence of C.*IBr 
fnlment FI1 and of the N-terminal sequence of the CNBr fraament FI11 of human luctotransfrrnn. 
Further. the N-termmal sequences of human senam transfemn and iaetocransfernn. 



currentiy involved in the study of the primary structure of lactotransfeirin and 
estensive investigations are devoted to its cyanogen bromide (CNBr) fragments 
[7-91. 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 molectde could be 
specified. Structural comparisons with serum and ovotransfemns 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. Ail reagents were 
purchased from Prolabo or Merck except those employed for the Sequencer 
which were obtained from Pierce and from S.D.S. (Marseüies). Trypsin, chymo- 
trypsin and carboxypeptidases A and B, were purchased from Worthington. 

Human lactotransferrin was obtained according to Cheron et ai. [IO]. The 
protein was reduced following the procedure of Crestfield et ai. [ l l ]  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 
HC1 for 18, 48 and 72 h under vacuum and the characterization of the phenyl- 
thiohydantoin amino acids after regeneration of the free amino acids (150°C, 
24 h, 6 M HC1 containing 1/2000 2-mercaptoethanol) were achieved with a 
Technicon Autoanaiyzer. Automated Edman degradation was c d e d  out in a 
Socosi Sequencer, Mode1 PS-100, (a) for longer peptides by the 1.0 M quadrol 
doublecleavage method 1121 and (b) for shorter peptides by the 0.1 M quadrol 
singlecleavage method in the presence of polybrerie [13]; the characterization 
of the phenylthiohydantoin amino acids was previously reported [9].  High- 
performance liquid chromatography (Waters chromatograph, mode1 ALCIGPC- 
204) was also used. The carbohydratecarrying residue was detennined by the 
dansylation technique [14] after removai of the preceding amino acid(s) by the 
Edrnan procedure. 

The tryptic or chymotryptic digestion of CNBr-fragment FI was performed 
during 24 h at 37'C in 0.1 M NH4HC03 with an enzymelsubstrate ratio of 
1/50. Trypsin (Worthington) was pretreated for 16 h with 0.0625 M HC1 at 
37°C. The. presence of the sugars during the purification of the glycopeptides 
was foiiowed 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/pyridinelacetic acidlwater 
(75 : 50 : 1 5  : 60, v/v/v/v) and their mobiiity, m, by paper electrophoresis at 
pH 6.5 (Whatman No. 1 ;  pyridine/water/acetic acid (100 : 900 : 4, v/v/v), 50 
V/cm; m = O for glycine, m = -1 for cysteic acid and m = +1 for arginine). 

The C-terminai amino acids were determined by digestion with carboxypep- 
tidases A and B at 37OC for different time intervais in 0.1 M ammonium 
bicarbonate and in the presence of 2 . M diisopropylfluorophosphate. The 
digests were then analyzed on a Technicon AutoAnalyzer to detennine released 
C-terminal amino acids. 



Results and Discussion 

Amino acid sequence o f  the two glycopeptides 
Glycopeptides FI q d  FI1 with molecular weights of 23 000 aiid 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 
FI were identified by automated Edman degradation f 81 : 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 contahed the sugars. Gel filtration of the supernatant was performed on 
Sephadex G-25 (200 X 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 l e s t  two peptides as demonstrated by the dansyl technique. The purifi- 
cation of the glycopeptide was achieved by rechromatography on Sephadex 
G-50 (1 80 X 2 cm) with 30% acetic acid as eluent. Its purity was ascertained by 
the determination of a unique N-terminai amino acid (leucine): its R I  value in 
solvent A was 0.04 and its mobility, m, at pH 6.5 was -0.13. The amino acid 
composition uras as follows: 

Aspl . o s ,  Thr0.86t G1u1.77v Pr02.76* G1~1.069 A 1 a 2 . ~ l  Va1~.86m Ileù.72* Leu0.98* T r ~ ~ . 9 ~ ,  
Arg0.7 7. 

The presence of glucosamine was also established. 
The sequence was determined by automated Edman degradation: 13 out of 

the 15  amino acids could be characterizcd 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 aiso 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-terminai sequence of the peptide was 
corroborated by incubation with carboxypeptidases A and B. Arg (53%), Val 
(45%) and Aia (79%) were thus liberated. 

In conclusion, the structure of the glycopeptide of CNBr fragment FI was: 

Leu-Asn-Rrp-Thr-Gly-Pro-Pm-G1u-Pro-Ile-Glu-Ala-Ala-Val-Arg 
I 
CHO 

Seven differences were noted with the sequence of Spik et al. [6] which was 
previously established by manuai techniques. Also, from the chymotryptic 
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 4 - 2 5 .  
Its sequence was identical to that of the tryptic glycopeptide, but it did not 
contain the C-tenninal arginyl residue. 

Glycopeptide from CNBr fragment FII. The CNBr fragment FI1 was sub. 
mitted to automated Edmnn degradation and its first 36 amino acids were thil' 
characterized: the fifth arnino acid was the asparagine residue to which sUW' 



TABLE 1 

The glycopeptide of CNBr-fragment FI1 of human lactotransfenin (LTF): cornparison with hornologous 
sequences frorn hen ovorransferrin (OTF) Il91 and human serum transfemn (STF) 1161. -4sn (CHO). 
carbohydrate-carrying A m  residue. O .  deletion: X. residue not yet characterized. The homologoui residuar 
(identical residues, ri) and the conservatise changes (E:) are boxed. 

LTF FE 
OTF 
STF (464478) 

LTF FE ~ y r - ~ h e ~ e r i ~ l n ~ e r  - 
OTF Tyr-Phe-Seri-Glubly- 
STF (479-480) !he:pfi not detcnnined 

LTF FI1 
OTF 

were attached. Residue Nos. 11 and 12 were different to those which were 
previously published [6]; furthemore, the establishment of a longer sequence 
aiiowed the characterization of a 'close structural relationship between lacto- 
and ovotransferrins (see below). ' 

Location o f  the two glycopeptides in the lactotransferrin molecale. One of 
the two glycopeptides of lactotransferrin was situated in CNBr fragment FI. 
By homology with serum transferrin according t o  MacGillivray et al. (161, 
fragment FI seemed to bbe directly linked to  the N-terminal sequence of the 
protein constituted by CNBr fragment FV' as established by Jolles et ai. [9]. 
In the homologous N-terminal sequences of both transfemns, 19 out of 51 
amino acid residues were identicai and an additionai five conesponded to  
conservative changes: the alignment of the haifcystine residues should be more 
particularly pointed out. Glycopeptide FI was thus located in the N-terminal 
moiety of lactotransfemn (Fig. 1). Its second glycopeptide situated in frag- 
ment FI1 belonged to the C-terminal moiety of the protein. This statement was 
deduced from the cornparison of homologous sequences between the lacto- and 
serum transferrins (Table 1 and Fig. 1). 

Phylogenetic aspects conceming the glycopeptides of lacto-, serum- and 
ovotransferrins. Schematic representation of human lactotransferrin 

(1 ) .  Different locations of the glycopeptides 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 wa; situated in the N-terminal and the other, as sug- 
gested by Bluard-Deconinck et al. 1171, in the C-terminal moiety of the pro- 
tein, whereas in serum transfemn, 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 pwticularly haifcystine residues are aiso presented. 

(2). The glycopeptides o f  hurnan lactotransferrin: the homologous sequences 
in serum transferrin are devoid o f  sugars. For the glycopeptide of lactotrans: 
femn contained in CNBr fragment FI (N-terminal moiety), no homologous 
counterpart could so far be chvacterized in serum transferrin, according to the - 



TABLE II w w 
E3 

The two dycopeptides of human serum transferrin (STF): comparison with homotogour sequences from STF (interna1 homology) f 161 and CNBr-h.agments FIV 
[8J and FI11 (preseat study) of human lactolransfenin. Asn fCf10). cirbohydrate-ean~ing Asti residue; 6.  deletion; X. residue not yeï ch~raele~ized.  The homo- 
logous residuer (identical residues. Q) and the conservative changes (:::;) are boxed. 

B 
STF (259-288) - ~ s p - ~ e u - $ i i  -Tm-Glu-Leu 

-Ali Cys- Val -fIis-LYS-Ile 
LTF FI11 - ~ l u - ~ i e - ~ ~ ~ ~ ~ s ~ l n - ~ a l  

STF (289-299) @ 4 S e i  -Ser - Pro-His-Gly- LYS- Asn -~eu-~e.~-~he- i ; i : :  
STF (617-629) CYS-Leu-Phe -Are- ei-Glu-Thr- Lys-m -LeuCeu-Phe A q -  
LTP Fll l  1-1 Cya-Leu-Ph. -X -le.-Glu-Thr L y r  Ain -Leu-Leu-Ph&d 

I N - t u d n a l  moi. -terminal moiety 

STF 1 m m>C 3e4a III 33934 300 «U 4Y UIO* 
kl 

608lI2611 
UC 

' 676 
Nrr 

I O  I l  
I l  : :  I 1 8  

1;: 
I I *  I I  1 1  1 I 

8 I 

I l (  I I  . l l :  
l l 

0 1  * l  : a  
I I  

; :  l I 8 1 8  I l  1 : I l 
I l *  I l  1 I I  
1 8 1  I l  ' :  : : I I  O @  I I  : a 

1 e 
. I 

1 1 1  I l  I I  
I I  

LTF 1 k & ;  4 L 1 :  1 1  I I  
I 1 l - M.............w,-NC I I  i i . . . 
4v-1~~,~wa~r m V e t  tîefine*) ' 

1 
Fis. 1. Schen~atlc rcpreucntvtion of the struetutes ut  human seruin transferrin (S'rli) (8.161 and human laetotransfemin (LTF) 16.7.8 and presept atudy). Compari- 
soli ol  th- Incation of ltie caibohvdrate-carrytng asparagine residttr (NI. C = lidf eustritie; M - methionine; 8 = deleliotc. 

I 



sequence data of MacGillivray et al. [16]. To the second glycopeptide situated 
in CNBr fragment FI1 (C-terminai moiety) corresponded a homologous peptide 
in serum transfemn (MacGillivray, R.T.A., Mendez, E. and Brew, K., personai 
communication, Int. Meet. Proteins of Iron Metabolism, New York (1977)) 
which was devoid of sugars: indeed it lacked the code sequence Asn-XSer/Thr 
(Table 1). ' 

(3). The glycopeptides of human serum transferrin: the homologow 
sequences- in lactotransferrin are devoid o f  sugars. Characterization o f  the 
C-terminal CNBr fragment o f  lactotransferrin. One of the sugar moieties of 
serum transfemn was linked to asparagine No. 414 [16] : the long homologous 
sequence in lactotransferrin (N-terminai 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 arnino acid residues were identical, and an 
additionai residue corresponded to  a conservative change (Table II A). Also, for 
the second sugar group of serum transferrin situated near its C-terminai end 
[16] a homologous sequence occurred in lactotransfemn, Le., the N-terminal 
sequence of CNBr fragment FI11 (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 lactotransfemn, despite the presence of the code 
sequence Açn-GlySer. 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 halfsystine residues in these two homologous sequences 
should also be pointed out. 

When CNBr fragment FI11 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 FI11 constitutes the C-terminal sequence 
of the protein. 

(4). Homology o f  gly copeptides of human lactotransferrin and hen ovotrans- 
ferrin. The glycopeptide isolated from CNBr fragment FI1 of human lactotrans- 
femn was closely homologous to a glycopeptide of hen ovotransfemn 1191 : 23 
out of 36 amino acid residues were identical and an additionai residue 
corresponded to a conservative change (Table 1), whereas the corresponding 
sequence of human serum transfemn 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 lactotransfenin and hen ovotransfemn shouid more particularly be 
pointed out. 

Conclusion 

In conclusion, despite large homologies in the amino acid and sugv 
sequences between hurnan serum and lactotransferrins, important differences 
were noted in the primary structures of some areas of the molecules as weii 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 

7 - PRESENTATIUN 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 séquences proposées : 
1 5 1 O 

Fragment FV : Pro-Asp-Pro-Asn-Cys-Val-Asp-Arg-Pro-Val-Glu-Gly 
1 5 

Fragment FVI : Ala-Pro-Asn-X-Ala-Va1 
1 5 

Fragment B6 : 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 qui a permis de le localiser entre 

le fragment FI1 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 8 V l  ces deux fragments 

ont 14 acides aminés homologues sur 23. Ce résultat confirme l'hypo- 

thèse de la duplication de la chaîne peptidique. 

I I I  - SlRlJCïüRE SECûNDAIRE DES SEQUENCES PEPTIDIQUES 
AU VOISINAGE DU POINT D'ATTACHE DES GLYCANNES 

A - INTRODUCTION 

Thr 
On connaît actuellement peu de séquences code Asn-.X-çer 

non glycosylées. Certaines existent dzns des protéines qui ne sont 

jamais glycosylées comme l'élastase, la carboxypeptidase A (HUNT 

et DAYEOFF) ( 667) : le  lysozyme^. D'autres sont présentes dans 

des protéines secrétées sous deux formes, glycosylée ou non : 

c'est le cas de la ribonucléase (PLLm4ER et al.) (669) et de 



l 
l'a-lactalbumine (HILL et al.) (670). Enfin, certaines sont glyco- 

sylées sur un site et non sur les autres comme l'ovalbumine (DAYHOFF) 

(671) et la déoxyribonucléase (LIA0 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 

chaîne peptidique. Les travaux de AUBERT et LOUCHEUX (6741, AUBERT, 

BISEIZTE et LOUCHEUX (675) et LOUCHEUX (676) , puis de BEELEY (677) ont 

montré qu'en pius de la séquence code Asn-X-Ser(ouThr), le résidu 

d'asparagine doit se trouver dans une conformation en coude 8 pour 
être glycosylé. Nous avons donc essayé d'obtenir une image de la 

structure secondaire des chaînes 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 

Nous avons utilisé la technique mise au point par CHOU et 

FASMAN (679). Tout segment peptidique d'au moins six résidus d'acides 

aminés avec une probabilité P (a 1 > 1,03 et P (a) > ( 0 )  aura une 

conformation en hélice a à condition de respecter un certain nombre 

de règles que nous n'exposerons pas ici. (Biochemistry -1974- 13, - 
211-2451. De même les segments peptidiques d'au moins 5 résidus 

d'acides aminés avec P (BI > l,05 et P ( $ 1  > P (a) auront une con- 

formation en feuillet plissé. Les tetrapeptides possedant une struc- 

ture en coude (3 doivent rdpondre aux trois conditions suivantes : 

P (a) < 0,9, P (t) > P (0)  et P (t) > 0,510~. 

2 - RESULTATS 

- 

Nous avons schématisé dans la figure 58 (p ) les prévi- 

sions de structure secondaire obtenues pour chaque séquence glycosy- 

lée et de son homologue non glycosylée. 
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Figure 58 

Prédiction de structure secondaire des giycopeptides de la lactotransferrine, 

/ 
f 1. ' 

de la serotransferrine et de leurs homologues non glycosylés 

\ ;' 



Tous les résidus d'asparagine glycosylés des deux trans- 

ferrines se trouvent localisés dans un coude ou à sroximité d'un 

coude B.  La structure secondaire prédite pour le fragment FI11 de 

la lactotransferrine est absolument identique à celle obtenue -Our 

son homologue de la sérotransferrine. L'asparagine non glycosylée 

se trouve dans un coude B. Nous sommes donc actuellement dans l'im- 

possibilité d'expliquer l'absence de glycosylation du fragment FIII. 



CONCWSIONS GENERALES s 
travail, qui a porté sur les relations structure-activité biologique 

de deux glycoprotéines de la classe des transferrines : la lactotrans- 

ferrine et la sérotransferrine, sont les suivantes : 

Nous avons mis en évidence, pour la première fois, l'exis- 

tence dans l'entérocyte humain d'un récepteur membranaire spécifique 

de la lactotransferrine. La lactotransferrine, en effet, transfgre 

à l'entérocyte les ions Fe3+ avec une vitesse de 0.6 p mol / Fe3+ / 

mg tissu / m. Cette vitesse est cinq fois supérieure à celle mesurée 

à partir de la lactotransferrine bovine. Quant aux ions ~ e ~ + ,  fixés 

par la sérotransferrine humaine et par l'ovotransferrine du blanc 

d'oeuf de Poule, nous avons montré qu'ils n'étaient pas incorporés 

par l'entérocyte. Ces résultats, associés à 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, suggere que le transfert du fer induit une 

modification-de la conformation entre les formes apo- et ferri- des 

transf errines . 

Nous avons recherché l'explication, d'une part, de la sp6- 

cificité de reconnaissance de la sérotransferrine 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 : 



- 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 

dichroïsme circulaire, en différence de spectre et par dénaturation 

par le chlorhydrate de guanidine des formes apo- et ferri- des deux 

transferrines. 

Les deux apotransferrines possèdent un taux d'hélicité fai- 

ble : 17 % pour la sérotransferrine, 28 % pour la lactotransferrine. 

La fixation du fer n'entraîne pas dans ces 2 cas de modification 

d'hélicité détectable en dichroïsme circulaire. Cependant, lors 

des études de différences de spectre le départ des ions ferriques 

se traduit par l'exposition à différents perturbants de 2 résidus 

de tryptophane 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 1 0  de tyrosine dans le cas de la lacto- 

transferrine suggee que cette mol6cule subit sous l'influence de la 

fixation du fer un remaniement moléculaire plus important. 

Sous l'action d'une concentration croissante de chlorhydrate 

de guanidine, le déploiement de la chaîne peptidique de l'apo- et 

de la ferri-sérotransferrine sont identiques. Cependant, le premier 

ion ~e~~ est éliminé avant le début de la dénaturation, alors que 

la destruction du deuxième site métallique est synchrone du déploie- 

ment de la chaine polypeptidique qui est terminée en prgsence de 2 M 

de Gu-HC1. 

Dans le cas de la lactotransferrine, les résultats sont plus 

complexes. En effet, le comportement de l'apolactotransferrine est 

identique à celui de l'aposérotransferrine alors que celui de la ferri- 

lactotransferrine montre une dénaturation en 2 étapes. Au cours de 

la première étape (0-2 M Gu-HC1) semblable à celle de l'apo-lacto- - -- - 
transferrine, il y a élimination d'un premier ion ~ e ~ + ,  la deu- 

xième étape de dénaturation pendant laquelle le deuxième ion l?e3* 

est éliminé se termine en présence de 4 M en Gu HC1. Ceci suggere 

que la grande stabilité de la ferrilactotransferrine est due essen- 

tiellement à un seul site métallique. 

Ces résultats démontrent que l'accessibilité des 2 sites 

est différente pour les deux transferrines. L'un des 2 sites de la 



sérotransferrine est extrêmement labile et est fort probablement 

localisé à la surface de la protéine. Le changement induit par la 

fixation (ou le départ) des ions métalliques sur les sites préexis- 

tants de la sérotransferrine est très limité et n'intéresse vraisem- 

blablement que les sites métalliques eux-mgmes. Le remaniement de 

conformation de la lactotransferrine est plus important, principale- 

ment dans le région où se trouve localisé le site plus interne de 

la molécule. 

2. La mise en évidence d'une différence de comportement des 

2 sites de fixation du métal nous a amené 'à étudier plus en détail 

la structure et la stabilité des 2 sites métalliques de chacune des 

transferrines. 

Jusqu'à 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 métalliques 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 l'histi- 

dine dans la fixation du fer et de démontrer en outre, pour la pre- 

mière fois, qu'un seul site dans les 2 transferrines est accessible 

au réactif. L' ion Fe3+ du site accessible est coordiné à un seul résidu 

d'histidine dans le cas de la lactotransferrine et à au moins deux ré- 

sidus dans le cas de la sérotransferrine. L'analyse des spectres R.P.E. 

des cupritransferrines montre que le mdtal du deuxiae site est coor- 

diné par l'intermédiaire d'un seul noyau azoté. Cet azote non substi- 

tué par le diéthyl pyrocarbonate peut cependant appartenir à 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. 

Parallèment a ces recherches, d'autres auteurs ont démon.tr6 
que dans le cas de la sérotransferrine les deux sites de fixation du 

fer pouvaient être différenciés par leur stabilité en fonction du pH. 

Néanmoins, dans les conditions expérimentales décrites pour la séro- 



transferrine, le complexe fer-lactotransferrine reste stable à pH 3 ; 

au delà de ce pH, les 2 ions F~S' sont éliminés simultanément. Nous 

avons donc entrepris une étude systématique de l'influence du pHl 

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 possèdent un comportement différent vis-à-vis 

du pH à 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 libère le mé- 

tal entre pH 7 et pH 6 et un site "acido-stable" qui libère le deu- 

xième ion ~ e ~ +  en dessous de pH 4. 

D'autre part, l'étude de l'influence du pH 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- 

quement un seul ion ~ e ~ +  entre pH 4,6 et 6, 2 sur le site "acido- 

labile". Dans ces mêmes conditions, le complexe fer - sérotransferrine 
est entiezement 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 chaine polypeptidique. 

L'action de différents enzymes protéolytiques sur la lacto- 

transferrine fixant un seul ion métallique, 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 ~ e ~ + .  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- 

ques fixant l'ion ~ e ~ +  sur le site "acido-stable" ont un comportement 

électrophorétique acide et sont identifiés à l'extrémité C-terminale 

de la chaine peptidique de la lactotransferrine. Les fragments pep- 

tidiques fixant le métal sur le site "acida-labile" ont un comporte- 

ment électrophorétique basique et sont identifiés à 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 l'équipe de Birbeck 

College par diffraction des RX sur la sérotransferrine de Lapin, 



permettent d'envisager que la molécule de la lactotransferrine est 

organisée en au moins deux domaines. 

I La connaissance de la séquence peptidique covalente étant 

indispensable à la compréhension de la conformation globale de la 

molécule et de son activité biologique, nous l'avons abordée en 

isolant par coupure des liaisons méthionyles et après 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 chaînes peptidiques de la 
l lactotransferrine, de la sérotransferrine humaines et de l'ovotrans- 

ferrine du blanc d'oeuf de Poule. 

La connaissance de ces séquences, ainsi que l'isolement 

des fragments BrCN à partir des fragments C-pepsine et N-papaxne 

ont permis de réenchaïner six de ces fragments. 

L'analyse comparée des chaînes peptidiques de la lacto- 

transferrine et de la sérotransferrine nous a conduit aux remarques 

suivantes : 

- La chaîne polypeptidique de ces deux protéines résulte- 
rait de la duplication d'un gène ancestral. 

- La lactotransferrine possède un glycanne sur chaque do- 
maine alors que, dans le cas de la sérotransferrine, les deux glycan- 

nes sont localisés dans le domaine C-terminal. 

La lactotransferrine possède dans le domaine C-terminal 

une séquence peptidique Asn-X-Ser non glycosylée malgré sa position 

dans un coude B. Cette séquence possède un homologue glycosylé dans 

la sdrotransferrine. 

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 : , l 
. le domaine C-terminal qui a un caractère acide et 

est très résistant à la dénaturation ; il possède un glycanne et un 

site de glycosylation non glycosylé. Le site métallique de ce domaine 

est interne, inaccessible au diéthyl pyrocarbonate et coordine un 



ion cuivrique par 1 ' intermédiaire d ' un seul noyau azoté. 
. le domaine N-terminal qui a un comportement basique, 

possède un glycanne. Le site métallique de ce domaine sensible à 

l'action des ions phosphates est détruit par le diéthyl pyrocarbonate, 

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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1 - PREPARATION DES TRANSFERRINES 

A - PRF2ARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE 

MONTREUIL et MULLET ( 1 , MONTREUIL, TONNELAT et M ü W T  ( 2  1 

ont décrit dès 1960 le premier procédé de préparation de la lacto- 

transferrine humaine, par la suite ce procédé a été amélioré au labo- 

ratoire par MONTREUILI 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) 

JOEiANSSON (10) puis MWIIQUIST et JOHANSSON (1 1) . Toutes ces méthodes 
utilisent un fractionnement du lactosérum par précipitation, soit au 

sulfate d'ammonium, soit au rivanol, soit à l'éthanol suivi par une 

chromatographie d'échange d'ions. Plus récemment, HALPT et BAUDNER 

( 12) , LONNERDAL et al. ( 13 , BLACXERG et al. ( 14) ont propos6 des - 
méthodes de fractionnement directement par chromatographie d'affinité 

du lactosérum. 

Actuellement au laboratoire, nous utilisons une méthode 

d6rivée de celle mise au point par CHERûN et al. (15) pour la pré- 

, paration industrielle de la lactotransferrine bovine. 

2 - PREPAUATlUN D E  LA LACTO7RANSFERRiNE H U M l N E  NATTVE 

a - Préparation du lactosérum 
Le lait humain est délipidé par centrifugation pendant 

45 mn à 20 000 g dans un "rotor batch" puis est dialysé à 4OC contre 

de l'eau distillée. Après trois jours de dialyse, le lactosérum 

est amené à pH 4,6 par addition de HC1 0,1 N ; après un repos de 

24 h, la caséine précipitée est éliminée par centrifugation à 

20 000 g pendant 45 m. 



b - Chromatographie du lactosérum 
Le lactosérum (6  1) est chromatographié à 4OC 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 l  par de l'acétate de sodium 0 , 4  M puis la lactotrans- 

ferrine est éluée par de l'acétate de sodium 0 1 5  M. La lactotrans- 

ferrine est dialysée 3 jours contre de l'eau distillée puis lyophi- 

lisée. 

c - 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 éluée 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 

après 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 O, 2 M I  phosphate de sodium 0 , 2  M ,  E.D.T.A. 40 mM 

pH 4 pour obtenir une concentration maximale de 0 , 5  p 100. Après 

une incubation de 24 hi la solution est dialysée 3 jours contre de 

l'eau distillée. 

B - PREPARATION DES TRANSFERRINES SATUREES EN METAL 

7 - FIXATION VU FER 

a - Mithode de AZARf et BAUGH ( 16) 

La protéine est dissoute à raison de 0 , 5  à 20 mg / m i  

dans un tampon acétate-bicarbonate de sodium 0 , 1  M pH 8,6 .  Le fer 

est additionné sous forme de citrate ferrique préparé en dissolvant 

260 mg de FeC13 (6H20) dans 100 m l  de tampon citrate-bicarbonate de 

sodium 0 , l  M pH 8,6. La fixation des ions ~e~' est réalisée en addi- 

tionnant de 1,25 à 5 0 ~ 1  de la solution de citrate ferrique (60  pgFe/100 ~ 1 )  



par ml de la solution d'apoprotéine. L'incubation à température 

ambiante est d'au moins 3 h. 

b - Méthode à l'acide nitrilotriacétique (N.T.A.) 

Dans ce cas la protéine est dissoute dans un tampon 

Tris/~c1 0,l Mt bicarbonate de sodium 0105 M pH 7,s. Le complexe 

~ e ~ +  est réalisé de la manière suivante : 

Solution A : Solution d'acide nitrilotriacétique 1,005 mg 

NaOH 63 mg q.s.p. lr5 ml Hz0 

Solution B : FeC13 (6H20)7,14 pg/ml 

Solution C : 15 V de A + 10 V de B 

La saturation de 10 mg de protéine est réalisée en addition- 

nant 25 u1 de la solution C. 

L'apoprotéine (25 mg) est dissoute dans 2,5 ml de tampon TRIS/ 

HC1 0,l M-bicarbonate de sodium 0,05 M pH 8,2. La solution de protéine est 

dessalée dans le même tampon pour éliminer toutes les traces dlE.D.T.A. 

puis 3,s pl d'une solution de CuC12 0,2 M pH 8,2 sont additionnes. 

3 - ELIM7NATIUN DES PRUVUITS EN EXCES 

Apres incubation,les protéines saturées sont sépar4es 

du métal en excès par chromatographie de tamisage moléculaire 

sur Sé~hadex - G25 OU par chromatographie d'échange d'ions sur 
DOWEX 2 x 8 ("200-300" meshW CL- stabilisée dans le tampon d'uti- 

lisation. 

I I  - MILIEUX D'INCUBATION 
Nous avons utilisé deux milieux d'incubation suivant le 

type de cellules étudiées. 

A - MILIEU D'INCUBATION DES RETICüLOCYTES 
Nous avons utilisé le milieu de HANKS et al. (17) dont la 

composition donnde en grammes de sel par litre de solution est la 



suivante : NaCl (8) , KC1 (0,4) CaC12 (01 14) MgS04 (7H20) (Or 20) 
Na2p04 ( ,,H,O) (0, 12) K H2Po4 (H20) (0, 06) , NaHC03 (0,35) 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 : (3,781, NaCl (7,318) KC1 (0,261 

CaC12 (0,111 MgS04 (7H2O) 2,46, Glucose (1,8),le pH est de 7,4. 

I I I  - MODIFICATIONS CHIMIQUES 

A - COUPURE DES PONTS DISULFURES 

7 - OXYDATION PERFORMIQUE 

L'oxydation performique a été réalisée selon la technique 

de HIRS (19). 

L'acide performique est préparé en additionnant à 5 ml 

d'eau oxygénée: 45 ml d'acide formique concentré. La solution est 

laissée au repos 2 h à la température ambiante, puis 15 mn à - 10°C. 
A la protéine (lg) , dissoute dans 25 m i  d' acide formique concentré 

et 5 m i  de méthanol, nous ajoutons lentement sous agitation à +  4OC 

50 ml d'acide performique. La réaction se poursuit pendant 2 h 30 

à 4OC et à l'obscurité. 

La réaction est ensuite arrêtt5e par addition de 800 ml 

d'eau refroidie à 4OC, puis la solution est lyophilisée. 

REDUCTION ET ALKYLATION 

a - Réduction 

La réduction est effectuée suivant le procédé de CRESTFIELD 

M O û R E  et STEIN (20) : 

- la protéine (1 9 )  dissoute dans 50 ml de tampon Tris-0,l M 

de pH 8,2 renfermant de 1'E-D.T.A. 0,03 M et l'urée 8 M est soumise 

à l'action du 2-mercaptoéthanol (2,3 ml, soit 30 mM). La réaction se 

poursuit pendant 3 h à l'abri de la lumiBre et sous azote débarrassé 

de son oxygène par passage dans une solution de pyrogallol à 1 p 100. 



b - Alkylation 

Les groupements thiol libérés sont stabilisés par alky- 

lation avec l'iodacétamide. Une quantité de 50 mM d'iodacétamide 

est ajoutée à la solution, la réaction s'effectue à pH 8,2 jusqu'à 

ce que le test au nitroprussiate soit négatif. 

Le réactif au nitroprussiate est obtenu par addition ex- 

temporanée de 1 volume d'ammoniaque 4 N et de 1 volume de nitroprus- 

siate d 2 p 1 0 0  dans l'eau, il vire au rouge violacé en présence de 

groupements thiols libres. 

Après 15 mn d'incubation, la solution est additionnée de 

1 ml de 2-mercaptoéthanol. Les sels sont éliminés par chromatogra- 

phie de tamisage moléculaire sur une colonne de Séphadex G25 ( 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 

CAHOURS (21) puis BRAUN et ENGELBERTZ (22) ont décrit les 

premiers l'action du bromure de cyanogène sur les liaisons thioéthers 

et sur les sulfures. GROSS et al. (23) ont démontré la possibilité 

de coupure des liaisons peptidiques au niveau de la m6thionine par 

l'action du bromure de cyanoggne avec la conversion de la méthionine 

en homosérine ou sa lactone. 

Tous les fragments d'une chaine polypeptidique, après 

rupture par le bromure de cyanoggne, possèdent un résidu d'homosérine 

ou homosérine lactone en position C-terminale, à l'exception du 

fragment C-terminal de la protéine. 

~orsqu'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 i noter, en outre, que la réaction 

n'a pas lieu sur les résidus de méthionine oxydés. 

En milieu acide, la fonction thio-méthyl de la méthionine - + 
polarise le bromure de cyanogène en Br CN ce qui permet la for- 

mation d'un bromure de cyanosulfonium qui se scinde en méthylthio- 

cyanate et en bromhydrate d'immunolactone d'homosérine. Ce dernier 

se décompose et libère d'un côté la lactone d'homosérine et de 

l'autre un peptide ayant comme acide aminé N-terminal l'acide 

aminé lié primitivement à la méthionine. Le mécanisme de la réaction 

est décrit dans la figure 1 (p 7 1. 

Lorsque la méthionine est liée à un acide aminé hydroxylé, 

la reaction est plus lente et la coupure ne s'effectue qu'à 50 p 

100. On peut expliquer ce mauvais rendement (HAN) (24) par le fait 

que la fonction hydroxylée de la serine ou de la thréonine réagit 

avec le bromure d'iminolactone pour former un cycle oxazolidine 

qui peut évoluer comme le montre la figure 2 (p 8 1 de deux manières 

différentes : 

1 - Transformation de la méthionine en homosérine 
sans coupure de la chaîne peptidique. 

2  - Transformation en homosérine avec rupture mais 
a une vitesse beaucoup plus lente. 

La méthode originale décrite par GROSS et WITKOP ( 2 5 )  

s'opère en milieu HC1 0,l N. Dans ces conditions, la réaction est 

quantitative à 30°C, mais conduit d'après HOFMAN ( 2 6 )  à des coupures 

secondaires, qui donnent naissance a des peptides ayant la leucine 
en position N-terminale. En milieu acide, le BrCN peut attaquer 

lentement la cystéine par son groupement thiol sans couper la 

liaison peptidique. STEERS et al. (27) ont remplace le milieu 

HC1 0,l N par de l'acide formique 70 p lW, ce qui permet une réac- 

tion complète, même à 25OC, sans réaction secondaire. 

3 - MODE OPERATOIRE 

L'action du bromure de cyanogène sur l'apolactotransferrine 

a été réalisée dans des conditions inspirées de celles de STEERS 

et al. ( 2 8 ) .  
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Figure 1 

Mécanisme de l a  coupure de l a  l ia i son  peptidique 

au niveau de l a  méthionine par l e  bromure de cyanogène 



Figure 2 

Mécanisme d'action du bromure de cyanogène dans le 

cas d'une liaison Met - Ser ou Met - Thr 



A une solution d'apolactotransferrine à 1 p 100 dans de 

l'acide formique à 70 p 100, on ajoute une quantité de bromure de 

cyanogène 200 fois supérieure à la quantité théorique. 

Le mélange, placé à l'obscurité et à 25OC, est soumis à 

une agitation douce pendant 48 heures. La réaction est arrëtée par 

addition de 10 volumes d'eau glacée ; les produits de dégradation 

du bromure de cyanogène sont ensuite éliminés par évaporation à 

l'évaporateur rotatif ou par lyophilisation. La cinétique de rupture 

des liaisons méthionyles a été suivie par l'étude de la modification 

de la méthionine en hornos6rine à l'auto-analyseur Beckman après hydro- 

lyse de lactotransferrine et décyclisation de l'homosérine lactone 

par la méthode de AMBLER (29). 

l 4 - FRACTTONNMENT SUR COLONNE DE BTOGEL P-&. 

La lactotransferrine traitée au BrCN est chromatographiée 

sur coLonne de Biogel-Pl00 (5  x 100 cm) stabilisée dans l'acide for- 

mique 0,l M avec un débit de 35 &/hl les fractions recueillies sont 

de 17,5 ml. Le diagramme d'élution représenté 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 volutne mort 

de la colonne ; après solubilisation et recyclage de cette fraction 

sur colonne de Biogel-P1oO dans les mêmes conditions on obtient un 

diagramme d'élution identique à celui obtenu à partir de la lacto- 

transferrine totale, traitée au BrCN. La fraction A peut donc être 

considérée comme formée d'aggrégats, cette fraction a été éliminée 

par la suite. 

La fraction B représente 10 p 100 de La lactotransferrine 

traitée au BrCN. Cette fraction se révèle homogène en gel de poly- 

acrylmi.de. La bande protéique obtenue possède une vitesse de mi- 

gration très voisine de celle de la lactotransferrine totale. 

Après rupture des ponts disulfures ?ar oxydation performi- 

que, la fraction B se dissocie en gel de polyacrylamide en 6 frag- 

ments peptidiques. 

La dansylation de la fraction B permet l'identification 

des mêmes dansyls amino-acides que ceux obtenus à partir de la lacto- 
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transferrine totale traitée au BrCN à l'exception du dansyl-sérine 

qui a disparu de la fraction B correspond à 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- 

cxylami.de, cette fraction C migre sous forme d'une seule bande pro- 

téique qui correspond à la bande B II obtenue à partir de la lacto- 

transferrine totale traitée au Br CN. 

La dansylation de cette fraction C conduit à l'identifi- 

cation de tous les dansyls amino-acides présents dans la lactotrans- 

ferrine totale traitée au BrCN à l'exception du dansyl-alanine que 

nous retrouverons dans la fraction D. 

Après rupture des ponts disulfures par oxydation perfor- 

mique, la fraction C se dissocie, en gel de polyacrylamide, en trois 

fragments peptidiques, d'une masse moléculaire approximative de 

10 a 13 000 ; 18 à 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 disulfuxes, seuls trois d'entre eux sont identifiés en gel 

de polyacrylamide . 
La fraction D correspond à 2 p 100 de la fraction de lacto- 

transferrine traitée au BrCN. Cette fraction possède une masse molécu- 

laire très 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 électrophorèse 

sur papier dans le tarnpon.de MICRL (30) à pH 3,9 et par la méthode 

de dansylation de HARTI33Y ( 3  1) . 
Les résultats obtenus montrent que la fraction D donne, 

dans la zone neutrelune .tache majeure révélée au réactif à la nin- 

hydrine après tslectrophor&se sur papier. L'identification d'un seul 

dansylamino-acide correspondant à l'alanine confirme l'homogénéité 

de cette fraction qui a été appelée, par la suite, fragment FVII. 
i 



C - CARBETHOXYLATION 

I - PRINCIPE 

Le diéthyl-pyrocarbonate r éag i t  spécifiquement sur l e s  

résidus d ' h i s t i d ine  (OVADI e t  a l . )  (32) à pH 6 , l  en donnant forma- 

t i on  à l a  carbéthoxy-histidine suivant l e  schéma : 

2 - MODE OPERATOIRE 

Nous avons t r a v a i l l é  sur des protéines dissoutes à une 

concentration voisine de 10 mM (0,7 à 1 mg/ml) dans un tampon phos- 

phate de sodium 0 , l  M, chlorure de potassium 0,05 M p H 6 , l  ou 7 , 3  

selon l a  technique de OVADX e t  a l .  (33) .  Le d ié thy l  pyrocarbonate de 

densi té  d =1,12 e s t  additionne pour une concentration f ina l e  de O 

à 30 mM. Pour l e s  f a ib l e s  concentrations en r é a c t i f ,  l e  d ié thy l  

pyrocarbonate e s t  extemporanément d i lué  dans de l ' é thano l  absolu, 

de t e l l e  manière que l a  concentration f ina le  en alcool s o i t  toujours 

in fé r ieure  à 2 p 100. 

D - MARQUAGES RADIOACTIFS DES TRANSFERRINES 

7 - MARQUAGE AU 5% 

Le marquage au "Fe se f a i t  en introduisant  extemporanément 

dans l a  solution de AZPJiI e t  BAUGH (34) 2 p 100 de 5 9 ~ e  Cl3 

(HC1, O, AN, 51 m~i/mg,lmCi/ml, AMERSHAM - GRANDE-BRETAGNE) . La 



quant i té  d'HC1 additionnée e s t  neu t ra l i sée  par addit ion de soude 

0,l  N. 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode à l a  chloramine T de HUNTER 

e t  GREENWOOD (35) .  

I a - Réactifs  

A. 1 2 5 ~ 2  sans entraineur 2mCi d i l ué  par 1 m l  de NaHCQ 20mM 

B. Transferrine 0,14 PM dans l , 2  m l  NaHCO3 0 , 2  M 

C. Na1 7mM dans NaHC03 0,2 M 

D. Chloramine T 1 mg/ml NaHCO3 0,2 M 

E. Métabisulfi te de sodium 1 mg/M1 dans NaHC9 0,2 M. 

b - Mode opératoire 

~ On additionne rapidement dans B, 50 l.11 A, 20 l.11 C, 100 p l  D, 

après 10 s 4@C on ajoute 100 u 1  E. 

La proté ine iodinée e s t  dessalée sur colonne de Sephadex 

G25 s t a b i l i s é e  dans l e  t awon d ' u t i l i s a t i o n .  

IV - ANALYSE CHIMIQUE 

A - DOSAGE DES METAUX 

1 - DOSAGE DU FER 

Le f e r  e s t  dosé sous forme ferreuse par l a  suïfobathophé- 

nanthroline selon l a  méthode de PETERSON (36) , TRïNDER (37) modifiée 

par SPIK (39). 

a - Réact i fs  

A. Acide ascorbique : 1 p 100 dans HC1 2 N (extemporanément) 

B. Acide t r ichloroacét ique 20 p 100 

C. Acétate d'ammonium 50 p 100 

D. Sulfobathophénantkroline 10 mg/20 m l  H 2 0  

E. Solution t i t r é e  de f e r  12 ug/ml 



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. Après 

30 mn d'incubation à 37OCf le précipité est centrifugé puis 0,3 ml 

du surnageant sont prélevés puis 0,9 m i  d4H20 et 0,150 ml de C et 

0,150 ml de D sont additionnés. La lecture est effectuée à 535 nm. 

2 - DOSAGE DU CUIVRE 

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 0,l p 100 H20 
+ 

E. Témoin de cu2 : 0,3928 g Cu SOI, (5H20) qsp 1 1. 

b - Dosage 
A 1 m l  de la solution de protéine sont additionnés : 0,7 ml 

de B puis apres 10 mn d'attente 1 m l  de A. Le précipité est éliminé 

par centrifugation et 2 ml du surnageant sont prélevés et 2 gouttes 

de phénol phtaléine, 1,s ml de C (pH 8-8,2) x ml de B (pour obtenir 

un pH de 7,s-7,9) , 0,2 ml E sont additionnés. Le volume de la solu- 
tion est ajusté à 3,5 m l .  La lecture se fait a 600 nm avant 60 mn. 

B - ANALYSE DE LA COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES 

Nous avons analysé la composition molaire en monosaccharide 

après méthanolyse et chromatographie en phase gazeuse des méthyls gly- 

cosides trifluoro.acétyles selon le procédé de ZANETTA et al. (41). 

Un échantillon de glycoprotéine contenant de 300 à 500 pg 

d'oses totaux est préalablement lavé par des mélanges binaires de 

CHC13/CH30H dans les rapports 2 : 1, puis 1 : 2 et enfin par du 

méthanol seul. Le produit ainsi traité est additionné de 50 pg de 

méso-inositol (témoin interne) puis lyophilisé et placé en dessic- 



I cation sur anhydride phosphorique. Le résidu est repris par 2 ml de 

méthanol chlorydrique (Or5 N ou 1 , s  N en acide chlorhydrique) et placé 

à 8 0 ° C  pendant 2 4  h. Le méthanolysat est refroidi puis séché sous 

courant d ' azote. 

l Le résidu est repris par 1 0 0  pl de mélange dichlorométhane 

l anhydride trifluoroacétique (v/v). La trifluoroac&tylation est ef- 

I fectuée à 1 5 0 ° C  pendant 5 m. La solution refroidie est pr6te à 

l'analyse en chromatographie en phase gazeuse. 

3 - COMilTlONS DE LA CHROMATOGRAPHIE 

Les O-méthyl-glycosides trifluoracétylés des monosacchari- 

! des neutres, des N-acétylosamines et de l'acide N-acétyl-neuraminique 

l sont chromatographiés sur colonne ( 3 0 0  x 0 , 3  cm en verre) de Varaport 

3 0  à 5 p 1 0 0  (p/p) de silicone OV 2 1 0  à la température programmée 

de 1 1 0 °  à 2 1 0 '  ( I o  par mn) avec un debit de gaz vecteur azote de 7,s  ml/ 

mn. 

C - ANALYSE DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX 

1 - REACTION DE DANSYLATION 

Nous avons utilisé deux techniques de dansylation suivant 

la masse moléculaire des peptides. 

a - Peptides de masse moléculaire supérieure à 10 000. 

Nous avons appliqué la méthode de GROS et LABOUESSE ( 4  1 )  

modifiee par PERCY et BUCHWALD (42) .  

Une quantité de 5 nM de peptides est dissoute dans 500 pl 

d'urée 8 M, la solution est tanrponnée par 150 pl de bicarbonate de 

sodium 0 , 2  M pH 9,2, puis 2 0 0  ~1 de diméthyl formamide et 5 mg de 

chlorure dansyl ~ s s o u s  dans 1 0 0  pl d'acétonitrile sont ajoutés. I 
La réaction se poursuit pendant 1 h à 37OC. 

La protéine dansylée est ensuite précipitée par l'ACTA 

à 10 p 1 0 0  à 4OC, puis lavée par de l'acétone pour éliminer l'excès 

de chlorure dansyl. Le précipité est enfin hydrolysé par de l'HC1 



5,6 N pendant 8 h à 18 h à 10SO. 

Peptides de masse moléculaire inférieure à 1 0  000. 

Nous avons utilisé la technique de KARTLEY (43)  . 
1 à 5 nm de peptides sont dissoutes dans 10 pl de bicar- 

bonate de sodium 0,2 M, pH 9,2 puis 10 pl d'une solution de chlorure 

de dansyl à 2,5 mg par m i  d'acétone "pH 9,8" sont additionnés. La 

réaction dure 1 h à 37OC. La solution est séchée sous excicateur 

contre NaOH puis le précipité est hydrolysé dans les conditions 

décrites précédemment. 

CHROMATUGRAPHTE 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 ( 4 5 ) .  

Les acides aminés dansylés sont extraits par de l'acétate 

d'dthyl saturé en eau, à 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 profondement le glycopeptide . 
L'acide aminé sur lequel est fixé le groupement glycannique 

ne peut être décelé, l'acide aminé suivant est parfois lui aussi dif- 

ficilement identifiable. L'identification des PTH amino-acides devient 

de nouveau possible à partir de l'acide amine placé en 8 de la liai- 

son glycosidique. 

a - Réactifs 
Les réactifs utilisés de pureté "Sequanal Grade" sont 

fournis par la firme PIERCE CHEMICAL SOCIETY. 

L'éther éthylique distillé sans peroxyde, renferme 



, l  p 1 0 0  de dithioerythritol. 

b - Etape de couplage 
1 pmole de peptide (2 pmoles de glycopeptide) placé dans 

I tube conique rôdé est dissous dans 100 à 300 pl de tampon nPro- 

~nol/eau/N-allyl-N-N' diméthylamine (15 : 10 : 1,2) (v : v) de pH 9,s 

justé par l'acide trifluoracétique à 10 p 100. 

10 pl de phénylisothiocyanate sont ajoutés. 

La réaction est effectuée sous atmosphère d'azote, à 50°C, 

zndant 40 minutes, avec agitation toutes les 5 minutes. On contrôle 

asuite si la réaction a été réalisée en présence d'un excès de 

~enylisothiocyanate, en refroidissant le tube sous un courant d'eau 

roide. Le phenylisothiocyanate précipite. En cas contraire, la réac- 

ion de couplage doit être recommencée pendant 20 minutes, en ajoutant 

pl de phenylisothiocyanate. 

Les phenylthiourées sont alors éliminées en extrayant par 

fois 1 m l  de benzène. La phase de couplage est ensuite séchée par 

a courant d'azote. Pour parfaire le séchage, quelques gouttes d' 
t 

Zétate d'éthyle sont ajoutées puis évaporées sous azote. Enfin, 

5 tube réaction est placé dans un dessiccateur sur P205, à 60°CI 

DUS vide, pendant 30 minutes, af in que le tube soit rigoureusement 

sc pour effectuer la réaction de clivage. 

c - Etape de clivage l 
150 pl d'acide trifluoracétique anhydre sont ajoutés. 

?rès agitation, la réaction de clivage est effectuée, sous atmos- 

aère d'azote, à 5O0C, pendant 7 minutes. L'acide trifluoroacétique 

st éliminé par un courant d'azote. 11 se forme un précipité rosé 

l ~llant aux parois. I 
La thiazolinone est extraite par 3 fois 2 m l  d'éther. 

Le peptide résiduel est séch8 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 pl d'acide chlorhydrique N sont ajoutés et la réaction de conver- 



sion est effectuée, sous atmosphère d'azote, à 80°C, pendant 10 

minutes. 

Le PTH amino-acide formé est extrait par 2 fois 1 m l  

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 F2S4 de 0,25 mm d'épaisseur est utilisée. Les chromatoplaques 

sont fournies par la firme MERCK. Sur ces plaques, des couloirs de 

1 cm de large sont tracés à la pointe sèche. Les PTH-amino-acides 

à 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 être résolue grâce à l'utilisation des deux 

systèmes solvants préparés de la manière suivante : 

Système E modifié, Acétate de butyle 97 ml 

HAN et al, (47) Eau 3 ml 

Après agitation et repos pendant une nuit, la phase supé- 

rieure est reprise et on y ajoute 4 m i  de formamide et 3 ml d'acide' 

propionique. 

La cuve en verre est saturée après que le mélange ait 

été équilibré pendant 2 heures. 

Système Hl, EDMAEa et al. (48) Chlorure d'éthylène 60 ml 

Acide acétique 14 ml 

D - ANALYSE DES ACIDES AMINES C-TERMINAUX 

a - Réaction selon AKOBORI (49)  

1 PM de protéine desséchée à 10S°C pendant 12 h est soumise 

à l'action de 200 pl d'hydrazine anhydre à 10S°C pendant 6 heures. 

L'hydazinolysat est séché dans un excicateur contre H2S04. Dans ces 

conditions, les acides aminés sont dégradés très facilement et le 

pourcentage de récupération des acides aminés témoins est de l'ordre 



de 30 à 50 p 100. Des acides aminés comme l'acide aspartique et 

la cystine sont presque entièrement détruits, le glycocolle et 

I la serine apparaissent comme artéfacts. 

l Extraction à la benzaldéhyde. 

La benzaldéhyde lavée par de la soude puis par de l'eau 

distillée, est distillée, puis séchée, en présence de CaC12. Avant 

emploi, la benzaldéhyde est soumise à nouveau à une distillation. 

L'hydrazinolysat est extrait 3 à 5 foisparla benzaldéhyde 

jusqu'à ce qu'il devienne incolore. 

a - Mode opératoire 
La protéine ou le fragment (100 mM) est mise en suspension 

I dans 0,s ml de bicarbonate d'ammonium 0,l M. 0,l m~ en norleucine. 

La carboxypeptidase est additionnée à raison de 1 E.C. / 1 0 0  mM de 

substrat. La réaction à 37OC dure 1 h, 2 h et 3 h. Un témoin est 

1 réalisé avec l'enzyme seul et un autre avec le substrat seul. 

b - Analyse des acides aminés libérés 
Des aliquotes correspondant à 25 nM de protéine sont 

prélevées à des temps de 1, 2 et 3 h. La protéine est précipitée 

par deux gouttes d'acide acétique, le surnageant recueilli après 

centrifugation est séché puis analysé à l'auto-analyseur Beckman. 

V - ETEFtMINATIûN DES W S E S  MOLECülAIRES 

A - ULTRACENTRIFUGATION A L'EQUIUBRE DE SEDIMENTATION 

7 - THEORTE 

L'ultracentifugation à 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 



permet de calculer la masse moléculaire : 
- 
V : Volume spécifique partiel de la molécule 

\ : Densité du solvant (g/l) 
2 n 

w : -  (tpm) radian/s 
GO 

c : Concentration de la solution 

r : Distance à 1' axe de rotation. 

2 - MODE OPERATOTRE 

a - Matériel 
Les déterminations ont été réalisées dans une ultracentri- 

fugeuse analytique "Beckmann modèle E, équipée du système optique 

interférentiel de RAYLEIGH en utilisant la méthode d'YPEIANTIS (50) 

modifiée par CHERVENKA ( 5 1 ) . 
Les ultracentrifugations sont faites à 20°C, la tempéra- 

ture du rotor est régulée par le système =TC. Le rotor utilisé est 

en titane (réf. AnH) et les cellules sont à double secteur. 

b - Détermination des caractéristiques de la sédimentation 
Les vitesses de centrifugation varient de 16 000 tpm pour 

le fragment FI à 56 000 tpm pour le fragment FIV. Elles sont déter- 

minées d'après l'équation proposée par CBERVENKA 

tpm = 1,4 x los ( 
T 

1/2 
M (1-VI11 

où T est la température absolue et M la masse de la molécule. 

c - Préparation de l'échantillon ' 

Nous avons travaillé sur les peptides en solution dans un 

tampon Gu, HCl, 6M, Tris 0,l M, pH 7,s ou sur les peptides maleylés 

dissous dans un tampon Tris-HC1 pH 8 , s .  

Dans les deux cas, l'échantillon est dissous à raison de 

0,2 à 0,7 mg par ml de tampon, puis est dialysé deux jours contre 

le même tampon. 



d - Méthode de calcul 
Nous avons utilisé le système optique interférentiel de 

RAYLEIGH, et appliqué l'équation : 

où M est la masse mol6culaire de la protéine 

R r 8,313 x 107 

T = 273 + 8 8 = température de l'expérience en OC 

@ = Volume spécifique partiel effectif de la protéine dans le 

R = solvant 

= Densité du solvant 

c = Concentration de la solution 

r = Distance à l'axe de rotation. 

Le volume spécifique partiel de chaque peptide a été 

calculé d'après 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 chaîne 

peptidique confere à celle-ci des charges négatives telles que la m i -  

gration électrophorétique anodique de la proteine ne dépend plus que 

de la longueur de sa chaine peptidique. 

Solutions 1 A : 36,3 g Tris qsp 1 000 m i  ~~0 p H 8,9 

1 B : 1281 gTris ~ S P  1 000 ml H20 pH 6 t 8  

2 A : 48 g d'acrylamide 

1,28 g de bisacrylamide qsp 100 m l  

3 A : 0,s g de Fersulfate d'ammonium + 4,s m l  d' 

C : Wdécylsulfate de sodium 20 p 100 



2 - MODE OPERATOIRE 

a - Gel inférieur 
Pour un gel à. 7,5 p 1 0 0  : 6,25 ml de 1 A, 7,5 ml de 2 A 

et 36 ml d1H20 sont dégazés puis 37,s pl de TEMEDI 37, 5 u1 de 

3 A et 250 ul de C sont additionnés. 

b - Gel supérieur 
Le gel de concentration à 5 p 1 0 0  est réalisé en addition- 

nant 2,5 ml de 1 Br 2 ml de 2 A, 15,4 ml d'eauf 15 pl de TEMEDI 150 

pl de 3 A et 100 pl 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) , glycerol (20 p 100) 1 A 
( 10 p 100) , 2- mercaptoéthanol 5 p 100. 

b - Electrophor6se 
L'électrophorèse est réalisée dans un tampon Tris 0,025 M 

Gly 0,18 M pH 8,6 à raison de 8 V/cm. 
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