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1 NTRODUCT I O N  
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De nombreuses é tudes  ont  6th r é a l i s é e s ,  ces  de rn iè res  années, 

s u r  la s t r u c t u r e  primaire e t  l e  métabolisme des glycannes des glycopro- 

t é i n e s  ( Montreuil, 1980a, 1982,1983 ) . Cepenaant , l e s  problèmes con- 

cernant  la conformation, l a  l o c a l i s a t i o n  e t  les fonct ions  des glycannes 

ne son t  pas ent ièrement  résolus .  La s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine, dont l e  

r ô l e  e s t  e s s e n t i e l  dans l e  métabolisme du f e r ,  représente  un modèle in- 

t é r e s s a n t  pour l ' é tude  de l a  p a r t i c i p a t i o n  des glycannes dans l a  confor- 

mation s t r u c t u r a l e  e t  l ' a c t i v i t é  biologique de l a  molécule de t r ans fe r -  

r ine .  

L 'hétérogénéité  de la  s t r u c t u r e  des glycannes de l a  séro t rans-  

f e r r i n e  humaine a é t é  mise en  évidence au l a b o r a t o i r e  dès 1974 ( Spik, 

Vandersyppe e t  a l . ,  1974; Montreuil  e t  Spik, 1975 ) : l a  t r a n s f e r r i n e  

por te  des glycannes de s t r u c t u r e  biantennée e t  t r i a n t e n d e .  

Les recherches que nous avons r é a l i s é e s  on t  porté  s u r  l ' i s o -  

lement des d i f f é r e n t s  v a r i a n t s  glycanniques de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine 

a f i n  de déterminer d'une p a r t  l a  s t r u c t u r e  des glycannes des va r i an t s ,  e t  

de p r é c i s e r  d 'au t re  p a r t  l e u r  in t e rven t ion  éven tue l l e  dans l e s  i n t e r a c t i o n s  

avec l e s  récepteurs  membranaires de c e l l u l e s  c ib le s .  

L'exposé de nos travaux comporte essent ie l lement  quatre 

p a r t i e s  q u i  concernent : 

- l a  déterminat ion de l a  s t r u c t u r e  des deux types de glycannes 

t r i an tennés  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine. 

- l a  sépa ra t ion  e t  l ' i so lement  des v a r i a n t s  glycanniques de 

l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  par chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  

colonne de concanavaline A.  



- l'étude de la modification de la répartition des variants 
glycanniques dans le cas d'une atteinte hépatique : la 

cirrhose éthylique. 

- 1 ' interaction des variants glycanniques avec les récepteurs 
cellulaires des hépatocytes et des réticulocytes. 

Ce travail a fait l'objet des communications et publications 

suivantes : 

- Communications orales et par affiche 
- Debruyne V., Montreuil S. et Spik G. 

Modification de la répartition des variants glycanniques de la sérotrans- 

ferrine numaine dans des cas pathologiques. 

ème 
Journées sur la Chimie et la Biochimie des Gluciaes, Paris, 

5-7 Juillet 1982. 

- Debruyne V., Montreuil S. et Spik G. 
Variation of the glycan microheterogeneity of trensferrins in liver 

diseases. 

s t 
XXXI Colloquiumn Protides of the BiologicalFluids", Bruxelles, 

2-5 Mai 1983. 

- Debruyne V., Colombe1 J.F., Cortot A., Montreuil J. and Spik G. 

Glycan transformation of hunan sérotransferrin in liver diseases. 

th 
VI1 International Falk Symposium on Glycoconjugates, Lund, Romeby, 

Süède, 18-23 Juillet 1983. 



- Publ ica t ions  

- Spik G., Debruyne V. and Montreuil J. 

Al t e ra t ions  of the  carbohydrate s t r u c t u r e  of human s e r o t r a n s f e r r i n  i n  

l i v e r  disease . 
I n  Falk Symposium on S t r u c t u r a l  Carbohydrates i n  the  Liver,  ed  H. Hopper, 

W. Reutter ,  F. Gudat and E. Kiittgen, MTP Press  Limited, 1983 pp 477-483. 

- Debruyne V., Montreuil  J. an6 Spik G. 

Crossed immunoaffinity e l ec t rophores i s  of  human t r a n s f e r r i n  i n  normal 

and c i r r h o t i c  s e r a .  
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} INTRODUCTION 1 

J W ~ U ' B  présent le terme de t ransferr ine s 'appl iquei t  B l a  

famille des transporteurs du fer que l 'on rencontre chez les vertébrés, 

Ces formes de t rampor t ,  qui vdhiculent 0,l $ du f e r  t o t a l  de l'organisme, 

assursnt la répar t i t ion  du mdtal en t r e  l e s  formes act ives  CO- lthdmo- 

globine, la myoglobim, les cytochromes, e t  les formes ds réserve corne 

l'hdmosid6rine e t  la f e r r i t i n e  , 

Ls f a i l l e  des t ranaferr ines  de vertébrés comprend r l'ove- 

transferr ine,  l a  sérotransferr ine e t  la  lactotransferr ine.  

-L * ovo transferrine ( ovof errine ou conalbumine-) provient du 

blanc d'oeuf des oiseaux. Son existence a é t é  soupçonnée dès 1899 par 

Osborne, mais ce n'est qu'en 1944 que Schade e t  Caroline ont démontré 

ses propriétés de f ixa t ion  du f e r .  

-La sérotransferrine é t a i t  désignée par l'ancienne terminologie 

par l e s  noms de sidérophiline ( Schade e t  Caroline, 1946) ou de "beta-1 

globuline f i xa t r i ce  de mdtal" ( Surgenor, 1949)- 11 y a 50 ans d638, 

l'on sava i t  que l e  f e r  p lasza t iqw é t a i t  f ixé  par une protéine ( Barkan, 

1927; Starkenstein e t  Harvalid, 1933), mais cei sont les travaux de Schade 

et  Caroline en 1946, e t  plus particulièrement ceux de Laurel1 en 1%7 puis 

en 1952, qu i  ont é t a b l i s  l 'existence d'un transporteur protéique spécif i -  

que du fe r .  

-Zia lactotransferr ine ( l a c t o f e r r i ~ e )  e s t  prosente dans l e  l a i t  

des mammifhrea, a in s i  que àans d 'autres l iquides  de sécrétion.  E l l e  f u t  



d6couverte e t  isolée du lait de femme par Montreuil e t  Hullet e t  

Hontmuil e t  al.,  en 1960 a i n s i  que par Johanson la  même année, 

De Pdcents travaux ( Huebers e t  al . ,  19î32: #artin e t  al . ,  

1983) permettent de penser que l e  terme de transferrine s'applique 

égale-nt h des tramporteurs du f e r  présenta chez l e s  Invertébrés. 

En e f f e t ,  Huebera e t  al., en 1982 ont i so l6  du iaang d'un 

Arthropodo ( Cancer magister ) une protéine capable de f ixe r  deux 

atomes de fer. Wtceptd l e  f a i t  que ce t t e  firotéim posshde une masse 

moléculaire élevBe ( 150.000 + 10,000 ) , e l l e  dét ient  tous l e s  c r i t h e s  - 
nécessaires pour que la ddnomination de tranaferrine l u i  s o i t  donnés, 

De d m s  Martin e t  al., en 1983 ont d u s a i  h purif ier ,  chez 

un Pmtochordé ( m a  stolonifera),  une protéine f ixant  un atome de f e r  

e t  possédant des crit8rcsa s ign i f i ca t i f s  qui ponnsttent de l u i  a t t r ibue r  

l e  nom de t ramferr ine.  

Le8 t ramfer r ine8  jouent un &le  extrêmement imyortant dans 

l e  dtabol isme du f e r .  Do nombmuses revues générales l eu r  ont d 'a i l leurs  

été consacrées ( Bezkorovainy e t  Zechocke, 1974; Aieen e t  Brown, 1975 e t  

1977; Lane, 1976; Hershko, 1977; h z u r i e r ,  1980; Aisen e t  Listowsky, 1980: 

Dorinaky, 1982). 

Notre Btude ne concernant que l a  sérotramferr ine humaine, naua 

nous contenterons de décrire la structure générale e t  l e  r6 ls  biologique 

de ce t t e  glgcoproééine. 



STRUCTURE GENERALE DE LA  SEROTRANSFERRINE HUMAINE 

Depuis les premières études de Holmbsrg e t  Laurell, en  1945, 

e t  de Schade e t  Caroline, en 1946, la  s t ruc ture  générale de la  adrotrana- 

f e r r ine  humaine n'a cessé de se  préciser. Il nous appartient dans ce 

chapitra de f a i r e  une synthbse des connaissances ac tue l les  rassemblées 

sur ce sujet .  

1 - DONNEES PHYSICO-CHIXIQUES 

b s  mesures effectuées par dif fusion de neutron par Martel 

e t  al., en 1980 ont permis de montrer que la sémtransferr ine hurnaim se  - 
présente cornaie un el l ipsofde de révolution possédant des demi-axea de 

O 

46.6. 46.6 e t  15.8 A - Le volume de l ' e l l lpso ide  e s t  de 14A ( ( 45) x 

Ces parambtrea hydmdynamiqws, btudida par sédimentation, 

diffnsion e t  viscosi t8  de l a  sérotfansferr ine var ient  en fonction du 

degré de sa tura t ion  en f e r  des deux s i t e s  m6talliques de l a  glycoprotéine 

( Eosaeneu e t  al., 1971) . Ils sont donnés dans 18 tableau 1 9 7. 

Un changement de conformation semble donc s'opérer l o r s  de l a  f ixa t ion  

-- 
du métal. 

B - Structure cr ie ta l lo~1.auhiaue 

Le8 parambtres cristallograpniqubs de Pa sérotranaferrine de 

l ap in  ont étd ddterminés pa r  A 1  Bila1 e t  al., en 1976 puia par C o r i n s e  

e t  a l  @ en 1979. Ces derniers ont propoaé un modble moléculaire qu i  résu l te  





de la d i f f rac t ion  de8 rayons X des crirataux de la t r a m f e r r i n e  da l ap in  

( Fie. 1 9 g ) . La moléculs apparai t  nettement consti tuée de deux 

lobes dgaux qui  creusés d'une cavit6 t o u d e  vers l'axa de symétrie de 

i a  mol6cule forment en t r e  eux un angle de 30 Q. 

Ils cormepondent sana doute aux deux domaines ds la  protéine qui con- 

tiennent chacun un a i t a  de f ixa t ion  du fer. 

11 - ETUDE DE Id PARTIS PROTBIQUB 

1 - g r u c t u m  primaire 

La sdquence primaire de la charne peptidique de la séro- 

t raaafer r ine  humaine a é t é  entibremsnt déterminée par EZac Gil l ivray e t  al., 

en  19û2 e t  1983 ( Fig.2 P 10 ). La sérotranaferr ine humaine e s t  

conatitude d'une seule chagne pept ià iqw conportant 679 rés idus d'ac5dea 

aminés. Le nombre e t  la  nature de ces acides aminée é tan t  maintenant tout; 

B fa i t  connus, l a  niasse moléculaire de l a  glycoprotéine a pu a t m  calculde: 

e l l a  e s t  de 79,650 ( les deux g l y c a ~ e s  l i e s  B le protéine sont également 

inc lus  dans ce calcul)  , 

Las taux d8hé l i c i t d  O( e t  de s t ruc ture  k ont é t é  déterminés 

pour l a  sdrotransferrine humaino. Ils sont raasembléa dans le  tableau II p 11. 

Le taux d 'hél ic i td  4 de la  protéine semble t r è s  f a ib l e  e t  inch& l o r s  

de l a  f ixa t ion  du f e r .  

Pourtant, d'aprbs 1s modela du Corinsky e t  al., en 1979, l'une des cavité2 

serait ddlimitde par une hél ice  o( La ?&senes du métal aur l a  sérotraile- 



Fig .  1 . Hodéle de l a  molécule de sérotransferrine de 

lapin, d'aprbs les étude8 réalisée8 par diffraction des 

rayons X avec une résolution de 6 f par Gorinse et a l . ,  1979 
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Fig. 2 . Comparaison de la structure complète de la serotransferrine(ii~~) 
humaine avec celle de l'ovotransferrine(0~~) et des regions de la 
lactotransferrine(l~F) . ( ~ a c  Gillivray et al . , 1983 ) 



TABLEAU If 

Stude de quelques paramet-es concernant la stucttra secondaire de l a  seratrans- 

f errine humaine 

Nature de Taux dt  hblicité a Taux de structure 6 
la pzotéine en % en % Auteurs 

Apo sdro transf eszizae 17-18 N a g y  C t  ae., 
1972 (1) 

SLmt-ansfezrine 
saturge en fer  



f e r r ine  ne semblerait pas induin, de prof and changement de conformation, 

marne si l e s  dimensions de la  glycoprotdine var ient  en fonction de la  

saturat ion en  f e r  des sites. 

3 - Struature  t e r t i a i r e  --- 
La chafne polypeptidique de la tranlsferrine se scinde en 

deux rdgions compactes qu i  pouabdent chacune un site de f ixa t ion  du fe r .  

La premibre pa r t i e  e s t  fofiaée des résidus d'acides aminés de 1 h 336, la  

seconde des résidue 337 b 679 ( Mac Gil l ivray et al., 1983). 

Deux mdthodes essentiellement ont permis de mettre en évidence 

l 'existence de deux pa r t i e8  structuralement inddpendantes : l e s  coupures 

enzymatiques e t  l a  dénaturation thermique. 

Par  action rndnagée de la trypsine, h n s  e t  W i l l i a m s  en 1978, 

ont réussi B couper la  sérotransferr ine humaine en deux par t ies .  Les 

fragmenta obtenus possbdent des pmpri6tds  antigéniquea, des compoaitions 

en  acides aminda e t  des car tes  peptidiquee diffdrentea.  Ils sont tous deux 

porteurs deun ion Fe '+ e t  l'un d'eux a Btd i den t i f i d  b l 'extrémité C 

terminale, l ' au t r e  B l 'extrémitd N-terminale de la  molécule. 

Donovan e t  f2oes, en 1975, ont montré que chaque forme de trans- 

f e r r in s ,  apo, monoferrique sur  l e  s i t e  N-terminal e t  su r  le site C-terminal, 

e t  d i  ferr ique poaebde une température de denaturation propre. Lee deux 

pa r t i e s  de la t ransfer r ine  semblent a t ~ c t u r a l e p a e n t  indépendantss, puisque 

l a  f ixat ion du mdtal sur l'un des s i t e a ,  N- ou C- teminaux, ne changu pas 

la  tempdrature de denaturation de l ' au t re  site ( Donooan e t  al.,  1976) 



B - Domaines 

IiIac Gi l l i r ray  e t  al., en 1977 ont observé que la sérotranaferrins 

humaine pouvait ê t r e  partagés en quatre régions s t ructurales  possédant da 

nambmuses homologies internes. Ils suggéi$aient a lo r s  que la  molécule 

glycoprotdinique s e r a i t  le descendant deune protéine ancestrale quatre f o i s  

plua pe t i te  que la molécule actuelle. 

En 1981, Mets- Boutigue e t  al., émettaient lehypothbse de 

l$ristence de sir domaines chee l a  lactotraaslferrine mais aussi chee la 

Masnrier e t  al., en 1983 ont confirm6 ce t te  hypothbse. Leurs 6tudes ont 

permis de préciser plusieurs points r 

La sérotransferrins rerait p a r t a d e  en 6 domaines répart is  

3 par 3 dans l e s  par t ies  B- terminale8 ( II D h I D ) e t  C- temina- 

l e s  ( C D  l h C  D ) de h m o l é c u l e  Fig. J p 14. 

+ 
Les 6 domaines constitués de 110 acides aminés , 10 pré- 

sentent plusieurs homologies s t ructurales  : il exis te  70 $ d'homologie 

entre  le8 domaiiua I D e t  C D ; 40 $ entre l e i  domaines I D e t  

Les domaines I D e t  C D sont i ipl iquds dans la f ixat ion du fer de la 

C - &volution - 

h a  trairsferrines possèdent des h4mologies in t emes  re la t ives  

h i8encha%nement de leurs  acides aminda : (Mac Cillivray e t  al., 1983) 

la  séro t rmsfer r ine  humaine e t  la lactotransferrine ont 187 réaidus 

d'acides aminés en commun s o i t  49,7 $ de la  structure du chacune des 



Fig. 3 Modble de l a  mol6cule de transferrine avec localisation 

des 6 domaines d'après Williams, 1982 e t  modifié par blazurier e t  a1.,1983. 



moldcules, de m6me l 'ovotranaferrine e t  la l a c t o t r a s f e r r i n o  possèdent 

167 résidus identiquea s o i t  44 4$ de la  molécule. S i  l 'on se  rapporte 

plus précisément aux moitié8 N e t  C terminales de la  sérotranaferrino 

e t  de loorotranaferr ine on corntate qu'elles présentent 40 $ de résidus 

identiques entre e l l e s .  

En terme d'évolution e t  d'après W i l l i a m s ,  1982, l e s  par t ies  iV e t  C 

terminales sont homologues e t  sont l e s  "descendantes" modifiées d'une 

protéine ances t r a l e  commune. 

Toutes l e s  transferrines actuel lea seraient  issues d'un, 

m8me gène, Leur précurseur ressemblait au domaine N de l'ovotrans- 

fe r r ine  actuel le ,  aa masse moléculaire d t a i t  de 40,000 e t  il possédait 

un s i t e  de f ixat ion pour un atome de fer a i n s i  que 6 ponts disulfures,  

On connait actuellement une t r amfe r r ine  caractérisée chee un Protochordd 

(fyura stolonifera)  qui posshde une masse moléculaire de 40.000 ( Martin 

e t  a l  1983). Cependant Williams e t  al., 1982 ont montré que chaque -* 9 

moitié il e t  C terminales, i so lée  de l 'ovotransferrine, injectée à une 

souris e s t  rapidement éliminée de la circulat ion sanguine vers l e s  reias. 

En coméquence, la  transferrine ancestrale ne s e r a i t  pas une 

protéine sdrique ou ne s e r a i t  pas aussi  pe t i t e  qu'une moitié de molécule 

de transferrine ou encore, é t a i t - e l l e  ancrée dans une membrane ce l lu la i re  

où ses capacités de f ixer  l e  f e r  l u i  permettaient-elles de se rv i r  de 

récepteur du fer .  

Mete-Boutigue e t  al., en 1981, e t  f i e u r i s r  e t  al , ,  en1983, en postulant 

l 'existence de 6 domaines suggèrent la possibi l i té  d'une hexaplication 

du &me gbne ancestral ,  La protéine ancestrale aura i t  dans ce cas 1/6 
i' 

" 3 

de l a  t a i l l e  de l a  transferrine actuel le ,  



III - SITE8 DE FIXATION DU FER 

La sdrotranaferrine humaine peut f i x e r  deux ions ferr iques  

+++ 
( Fe ) do manibre révers ible  ( Laurell,  1947) e t  développer a l o r s  

une couleur rose saumon dont le  maximum d'absorption se s i t ue  à 465 nm 

( ~ u r g e n o r  e t  as., 1949). 

La constante appannte  de f ixa t ion  du fer à la t ransferr ine 

e s t  da l 'ordre de 10 24 M (Aasa e t  a l .  ,1963; Aiien e t  Le iban ,  1971; 

J a r r i t  e t  Charlwood, 1976). b premier schdma de f ixa t ion  du fer a 6t6 

donné par Feeney e t  al., en 1966. 11 e s t  d é t a i l l é  dana l a  revue générale 

de Chasteen, 1977. 

A - MBcaniamo de f ixa t ion  du fer 

DiffBrsntes méthodes d'analyse chimique, 17u l t r av io l e t ,  l a  

spectroscopie Raman e t  l a  résonance. magné tique nucléaire (disen, 1980; 

Aisen e t  Brown, 1977; Eezkoravainy, 1980; Gelb e t  Harris, 1980) augghrent 

que 2 h 3 résidus de tyrosine sont impliquds dans l a  f ixa t ion  du f e r  par 

l a  t ransferr ine.  I l  en ea t  probablement de même pour deux résidus 

d 'his t idine (klazurier e t  al., 197'7). 

Les d e u l t a t a  de résonance magnétique nucldaire indiquent 

1 
qu'une molécule d'eau entre  en ,jeu dans la  f ixa t ion  de chaque atome de I 

f e r  e t  que c ' e s t  l e  ligand l e  plus l a b i l e  de tous ceux impliqués dans 

ce m8canisme ( Gaber e t  al., 1970; Koenig e t  Schi l l inger ,  1969). 

Pour chaque ion ferr ique f i x é  B l a  t ransfer r ine  un anion e s t  

simultanément f ixé.  Les connaissances ac tue l les  ne peuvent préciser  s ' i l  

s s a g i t  d'un ion carbonate ou bicarbonate. 11 existe une coopdrativité 

en t r e  l e  métal e t  l'anion: l e  premier ne peut ae f ixez  su r  l e  s i te queen 

présence du?second, tandis que l 'anion ne peut se f i x e r  à l a  protéine 



sana l e  métal ( Aiaen e t  al., 1969; Schlabach e t  Batea, 1975 ; Tsang e t  al., 

1975) pigo 4 P 18, 

L'anion semble interagiz  directement avec un d a i d u  proton6 d'arginine 

( ~ o ~ e r s  e t  al., 1978; Schlabach e t  Bates, 1975). 

Fafin l e s  r é su l t a t s  de Haeurier e t  al,, en 1976, obtenus par 

dichroïsme circulaire ,  suggèrent que l e  tryptophane e s t  impliqué dana la 

f ixat ion du métal mais paa par l ia i son  directe avec celui-ci. 

B - Autres cations f ixés  

En 18abaence de Fe tf$: lea  s i t e s  de f ixat ion peuvent f ixe r  

une var iété  de cations multivalents, surtout des premibre e t  deuxième 

adries do t rans i t ion  ( Aisen, 1980; Aisen e t  Brown, 1977; Chasteen, 1977). 

La sérotransferrine semble Qt re  impliquée dans l 'absorption du sine e t  son 

transport dans la circulat ion portale  vans e t  Winter, 1975). Elle trans- 

cc). i+ 
por tera i t  dgalement C r  ( ~ o ~ k i n s  e t  Schwarta, 1964) e t  Mn ( ~ e e f e r  e t  al., 

1970) a i n s i  que l e s  éldments de la  famille du transuranium, en par t icu l ie r  

Çcç+ 
l e  t r è s  toxique Pu ( Taylor, 1972) • 

C - Différences entre  les deux s i t e s  

L'hypothhe de Fletcher e t  Buehns, 1967 e t  1968, selon laquel le  

l a s  s i t e s  de f ixat ion du f e r  diffhrent  dans l eu r  fonction phyaiologique, a 

é t é  l e  point de départ de nombmuses étude8 e t  e s t  encore aujourd'hui l 'objet  

de conclwions contradictoires. 

Princiotto e t  Zapolski en 2975 ont montré que l a  dissociation 

du f e r  de l a  sérotranaferrine e s t  un processus biphasique : l e  premier fer 

e s t  l ib6ré à p 5.8, l e  second h p H 4.8. II exis te  donc un s i t e  a c i d e  

labile e t  un s i t e  acido-stable. 



Fig. 4 .  Modèle des s i t e s  de fixation du fer e t  de l'anion d'après 

Schlabach e t  a l . ,  1975. La distance e n t n  l e  carbonate e t  l e  métal 

a été mesude par Harris e t  a l . ,  1974. 



Cas rdsul ta t s  ont étd c o n f i d s  par b z u r i e r  e t  Spik en 1980 dans l e  cas 

de la lactotraxmferrine. Ces auteurs excluent aiasi la poss ib i l i té  de 

lnéquivalence des deux s i tea .  

Krysteva e t  al., en 1975 e t  1976 révblent grâce b des études 

de spectres d i f fdrent ie l s  en u l t rav io le t  que l 'un des s i t e s  se trouve B 

la surface de la  prot8i.m tandis qw l 'autre  e s t  enfoui. &a auteurs 

arr ivent  notamment h différencier  deux populations d'histidines impliquées 

dana l~ f ixa t ion  du métal en fopction de leur  réac t iv i té  vis-&-vis d'un 

agent chimique spécifique de la  modification des histidines.  

En 1977 Chaeteen a i n s i  que Mazurier e t  al., puis Zweir en 1978 

ont Btudié l e s  spectres RePoB de la sérotransferrine aprbs f ixat ion de 

divers mdtaux. Tous ont pu mettre en t4vidence une différence de compor- 

tenent du métal suivant l e  s i t e  occupé. 

diaen e t  al., en 1978 recalculant les constantes d'équilibre 

stoechiom6triques ou thermodynaniques de l a  sérotranaferrine humaine, ont 

démontré que, quel que s o i t  l e  p H, il y a toujours deux constantes de 

f ixat ion pour l e  métal su r  l a  prothine, uns pour chaque s i t e .  

e t  al., en 1976 e t  Van Eyk e t  al., en 1978 ont pu 

séparer l e s  quatre formes de sérotraneferrine humaine : apo, monoferrique 

su r  l e s  s i t e s  I- tewinal e t  C- terminal, diferrique en u t i l i aan t  1'6lec- 

trophorèse en ge l  de polyacrylamide. 

Enfin, Leibman e t  Aisen en 1979, W i l l i a m s  e t  Moreton en 1980, 

ont démontré que "in v i t ron ,  dans l e  sérum, la sérotransferrine fixe l e  

f e r  surtout sur  l e  s i t e  acido-labile. Marx e t  al., en 1982 corroborrent 

d 'a i l leurs  ces études. 



S i  la non-identitd des a i t e a  de f i xa t ion  du métal de l a  

sérotransferr ine humaine semble acquise, il reste b démontrer qu ' i l s  

interviennent dana l e  r61s biologiqw de la protéine. Van der  Beul, en  

1981 e t  Huebers e t  al., la &me année neont paa pu mettre en  h idence  

un t e l  rble : aucune diff4rsnce fonctionnelle entre  les deux sites 

de f ixat ion n q a  pu 8tro d6tectde i n  v i t ro ,  

D - Libération du fer 

De nombreux facteurs  chimiqws sont  impl iqda  dans la libé- 

ra t ion  du fer de l a  t ransfer r ine  ( Aisen e t  Liatowsky, 1980; ~aldwin,l980) 

Ces facteurs comprennent : 

- la  chéiation par Bchange de ligand 

- e r i ~ a  
++ - la  réduction de Fe 

- la protonation des l igands responsables de l a  f ixa t ion  du 

f e r  B la  transferrine.  

- la  rupture des interact ions  carbonate-fer 

- des c@ngaments conformationnela. 

IV - ETUDE DE LA PARTIE GLYCAHHIQUE! 

la natusa glgcoprotéiniqw de la aérotransferr ine humaine a 

d t é  reconnue par Schultse e t  al. ,  en 1958. fia composition en glucides 

e s t  l a  suivante : galactose, mannose, I- acétyl-glucosmine, acide H- 

acé tylneuraminique . 
La protéine porte deux glycames qui l u i  sont associés p a r  une Liaison 

de type N- ( aspar tyl)  - a- acé ty l  g l u c o s m i n i q ~ e  (spik, Monsigny e t  

Nontreuil, 1965; Spik, 1968; Spik e t  Montreuil, 1969). 



A - S t r ~ l c t u ~ d  dea ulvcannes 

La ddtensiination de la s tructure glycannique de la sérotrans- 

fa r r ine  humaine, mais aussi  d'autma transferrines,  a é t é  réal isée essen- 

tiellement au laboratoire e t  f a i t  par t ie  des prcrmibres atructurea glycan- 

niques complbtes ayant é t é  identifides.  

Les glycannea de la séro transferrine sont de type 1- acd ty l l ac  tosaminique 

comma l 'a  ddfini Montnuil  en 1975. 

La sdquence pr imai re  dea glycannes a dt6 entreprise dba 1962 

par Montreuil, Spik e t  Chosaon e t  par Montreuil, Adam Choason e t  Spik en 

1965 

Des résu l t a t s  par t ie la  ont é t é  obtenus par Jarnieson e t  a l , ,  en 1971, 

Spik Monsigny e t  Montreuil en 1965, e t  Spik en 1968, La structure complète 

du glycanne de type biantanné a é t é  définitivement é tab l ie  pa r  Spik, 

Vandersyppe e t  a l , ,  en 1974, Spik, Fournet e t  a l , ,  en 1974 e t  Spik, Bayard 

e t  al., en 1975. - 
Cetta structure obtenue par dsa mdthodes chimiques a étd confirmée p a r  

l'analyse des spectres de Uaonance &&tique Nucléaire A 360 MHz 

par Darland e t  al., en 1977, 

La s t ructure du glycanne biantennd e s t  donnés Fig. 5 P 22. 

ure du &canne triantenne 
-----a===-= 

Les premiers r é su l t a t s  de Spik, Vanderayppe e t  al., en 1974 

ont démontré l 'existence d'une troisième séquence : Neu Ac ( o( 2-6 ) 

Ga1 ( p 1-4 ) Glc lUID dont 10 point d'aktache e t a i t  encore inconnu. 





Sur la base de cea rbsul tats ,  &ntrouil  a t  Spik en 1975 ont conclu que 

l a  admtransferrine humaine poaisddait deux types de glycannes : 

- le premier biantenné , d s u l t a n t  de Pa subst i tut ion du 

noyau mannotrioside -di- 8- Adtyl-chitobiose par deux d s i d u a  q/- 8- 

ac6 tylneuraminyl (2+6) N- acé t y l  lactosaminique, 

- l e  second t r i~ l l tenn6 rdsul tant  de la  conjugaison d'un 

troisibnta d a i d u  4- 8- acé t y h u r e m i n y l  ( 2+3 ) 8- ach tyllactosssiinique 

sur le même noyau, 

Ces derniers résu l ta t s  ont permis de mettre en Bvidencs la 

l ia iaon  &2-3) entre  l e s  résidus d'acide N- acétylneuraminique e t  

da galactose e t  présente uniquement su. la troiaièles branche du glycanne. 

La mdthylation des glycannes de l a  e6rotransferrine totale  réal isde pa r  

Spik, Vandersyppe e t  al., en 1974 e t par Hruaiua e t  al., en 1976 a permis 

de donner l e s  deux structuma possibles du glycanne triantend mpdsen-  

tées  Pig. 6 p 24. 

La pr6aence d'un glycanne de structure tétraantennée a été 

env i sade  par Mjrirs gt al%, en 1982. La  s t ructure de ce glycame, parfois 

incomplbte, e s t  donnée Fig, 7 P 25 . 

B - Localisation des ~ l m a m e a  

Les deux glycannes de l a  sdrotransferrine humaine aont loca- 

l i ads  aur l e s  f ract ions peptidiquee s6ry1-aepartiq~e e t  aspartyl-lysine 

de l a  chsine pmtdique ( Spik, Monsigny e t  Montreuil 1965: Spik 1968: 

Spik e t  Xontreuil 1969). 







Sas glycannes b i  e t  tr iantannés sont a i tués  indifféremment 

sur l'une ou l 'autre  de ce8 fract ions ( Hatton 04 al., 1979). 

hs  dernibres dtud.8 réalisées par #ac Cil ï ivray et aî., en 1983, en 

donnant l a  s t ructure complbte de la  chafne peptidique de la sérotrsrna- 

f e r r ine  humain8, positionnent pr6ciaément l e s  glycannea sur le8  résidus 

d'asparagine 413 e t  611. 

b s u r i e r  e t  al., en 1983 ont local isé  l e8  aéquenees d'acides amin6s 

portant l e s  glyeannea au niveau des domaines C D e t  C D 3(?ig. 8 P 27) 

h a  deux r6sidu8 d'asparagine de chaque adquance eont s i tues  dans une 

conformation en  turn ( Aubert e t  al., 1976 : Beeley, 1976). 

C - Réwirtition des ~ l ~ c a n n e s  

Lee études ac tue l les  sont deetindes h réaoudre l e  problbme 

de l'uniformité ou non de la répar t i t ion  des glycannea sur  la  chaîne 

peptidiqw. En e f f e t  deux théories se dégagent : 

1 - Le thdorie de Bayard e t  b r c k a e r t ,  1980 e t  1981; ICerckaert 

e t  Bayard, 1982. Selon ces auteurs l e s  glycoprotéines ne peuvent porter 

que des structure8 glycanniquea identiques sur  une &me chaîne peptidique. 

La  sdrotransferrine humaine, dans ce caa, ne pourrait  portsr que deux 

glycannea biantennéa ou deux glycannes t r ianternés su r  la  même cbafne 

peptidique. Ceci s e r a i t  en accord avec l'hypothbse qu ' i l s  ont émise e t  

se lon  laquelle la  glycosylation s e r a i t  uniforme l e  long de chaque c h a h  

polypeptidique, produisant a ina i  des uni tés  oligosaccharidiques identiques 

?a chaque s i t e  glgcosyld. 

2 - La théorie de Hatton e t  al., 1979 e t  de Spik, 1982 : la 

sérotransferrine humaine pourrait porter deux glycannes biantennds ou 

deux glycannes triantennes sur  la mgme chaîne peptidique mis également 



Fig. 8 .  Localisation des glycannes de la  sérotransferrine humaine 

sur les domaines CD1 e t  CD3 d'après Mazurier e t  a l . ,  1983. 



un glycanne biantenné e t  un glycanne triantenné. 

Les r é su l t a t s  les plus récents sont en-faveur de la seconde 

théorie. (Hiire e t  al., 1- ; Spik, 1982 ) . 
La Fig. 9 p 29 représente les diffdrnntes  loca l i sa t ions  dea stsucturee 

glycanniques de l a  aérotransferrine humaine selon les hypothèses énoncées 

précédemment. 

D- Conformation des ~ l s c a n n e s  

Les études concernant la  conformation des glycarmes de8 

I- glycosylprotéines sont t rha récentes. Jusqua ic i  cel les-ci  pouvaient 

atm considérées comme spéculatives c a r  seuls  l e s  modhlea mo l~cu la i r e s  

b ta ien t  employés pour créer la vision d'une image spa t ia le  des glycannes. 

La prcsmibre image f u t  donnes par Montreuil en 1975, E l l e  14- 

s u l t a i t  de la construction de la molécule du glycsrnne biantenné de l a  

sérotransferr ine humaine, En tenant compte des ponts hydrogéne susceptibles 

d 'exis ter  s u r  la molécule la conformation en Y f u t  adoptée. Puis des 

études par d i f f r ac t ion  des rayons X ( Montreuil e t  al., 1978; Montreuil 

1 980a) permirent d'envisager la  conformation en T . 
Les parambtres déf inis  par ces types de conformation sont l e8  suivants t 

1 - l e  noyau pentlasaceharidique du mannotriasido -di- N- 

acd tylchitobiose invariable e s t  compact. Le tr isaccharide r3an(p 1 -4) GIC NAc 

(fj 1 4) ~ l c  NAC (p 1 ) Asn conjugué au &sidu dt  asparagine ee t disposé dans 

un plan, deux l ia isona hydrogène semblent l e  s t ab i l i s e r .  

2 - l e s  antennes constituées par l'enchaînement s i a l y l  8- 

acd tyllactoeaminique s'enroulent en hélice.  

y-,-,  < 
1 . 1  3 - le résidu de nanrose 4(I?ig 5 p 22 ) p u t  s e  disposer 
\ g * & r  ; '-. .-J de deux maniéres par rapport au plan dé f in i  par le  tr isaccharide c i t e  



Glycanne a Glycunne b 

N H 2 - - 4 s n l y s 5 e r  Ser,AsnVal,Thr C W H  

Fig. 9 . Localisation des structures glycanniques de la 
s é r o t r a n s f e r r i n e  kanaine d 'après  : 

A : Bayard e t  Kercksert, 1980,1981; Xerckaert  et Bayard 1982 

B : Hatton et al. 1979; Spik,'1982. 

C : Malz et al,, 1982, 



pdcbdemment e t  donner a i m i  s o i t  une conformation en Y , s o i t  une 

conformation en  T, 

Les donndea cristallographiquea obtenues par Varin e t  al.. en 1979 

laisaaient  supposer que le iodble T é t a i t  ce lu i  cornapondant l e  mietu 

La conformation en oiaeau fu t  sugg8de par  Montreuil ,1980 a ,  

1980 b, 1982 e t  1983. Cette conformation a étd obtenue par uns large 

ro ta t ion  autour du d s i d u  de aannoae l i 6  en  (d 1-6 ). D'aprba l e s  

études sur  ordinateur de Peres e t  Warin ( d i r ~ l t a t a  non publids) ce t t e  

conformation e s t  et6riquemnt possible e t  Bnergétiquement la plus 

favorable . 
Les t r o i s  fo-s en Y , T e t  oiaeau sont probablement 

in te rconwrt ib les  en solution, de même qu'elles rie doivent pas atm 

consid6rées comme fixes ou rigides ( Douy e t  al., 1980mt 1980b ) r 

l 'existence d'un de& interne de ro ta t ion  des antennes dana l'espace 

a été démontrée en J2.P.B par marquage des glycannes bi e t  trianitennés 

avec un marqueur de spin aur le8 résidu8 d'acide H- acdtylneuraminique 

ou de galactose ( Davouat e t  a l , ,  1981 ; Michel, 1981 ) . 
Le rblo fondemental du noyau mannotrioaidique dans la con- 

formation des glycannes a 6t6 deesinent m i s  en évidence par Brisson e t  

Carver; 1983. Grâce B l ' u t i l i s a t i o n  de la  R.M.N. ils ont montré que l e  

trisaccharide ava i t  deux conformation8 iddales : l'une l inéa i re  e t  

conduisant B l'image s t ructurale  en oiseau, l 'autre  repliée e t  conduisant 

B une conformation en oiseau blessé dans laquelle l'antenne l i ée  en (4 1-6) 

e a t  rabattue l e  long du résidu d i  -N - ac6tylchitobioee, La f ig .  10 p 31 

donne un aperçu des d i f f4nn tea  coniorniationa en Y ,  T , oiseau e t  

oiseau blesa6 ciL..!au ?rJcédemaent, 



L 
Conformat ion en 

L i 

Conformat ion en T 

Confor.;iatlon en o iseau  
b l e s s é  

II 
Conformat ion en o iseau 

Fig. 10. Modeles msléculaix-es compacts du glycanne biantenné 

de la ~ B r o t r a n s t e s r i n e  humaine d 'après Montreail e t  al., 1978; 

Montreuil, 1980 a, 1380 b, 1982 e t  1983; Brisson e t  Carver,  1983. 



Loétude de la c o n f ' o ~ t i o n  des g l y c a m e s  a permis de cam- 

p a r e r  l e s  dimension8 des glycannes e t  de la  p a r t i s  protéique. Les 

d h s n s i o n s  du  gkycanne Oiante nn6 de la sé ro t ransf  e r r i n e  humaine o n t  

étd é t a b l i e s  en mesurant l e  modèle moléc~lairs  lui-mûma, p 8 ç s  h 

l'analyse su. o r d i n a t e u r  (pares e t  Warin, d s u l t a t a  non pub l i é s )  e t  

daaprba l e s  d s u l t e t s  de Douy e t  al.,f 980a,b. Elles s o n t  l e s  su ivan te s :  
O O O 

longueur  55 A . hau teu r  24 ; . dpa i s seu r  5 A. surface 200 A '. b a  

detu glycannes couvrent  donc une surface re la t ivement  importante  de 

V - CONCLUSION 
Iss nombreuses Btudes x é s l i a é e s  Y%squ8h p d s e n t  s u r  la 

s6rot~ausfarri.ne humaine ont permis de préciser en grands p a r t i e  

qu'elle é t a i t  l a  s t r u c t u r e  &nérals de c e t t e  g l y c o p r ~ t é i n e .  Ceci nous 

permet d 'aborder  l e s  c h a p i t r e s  concernant  l ' a c t i v i t é  biologique de 1s 

s e r o t r a n s f e r r i n e  e t  t o u t  d 'abord c e l u i  consacré à la physiologie  et la 

pathologie  du mé tabof isme de la t r a n s f e r r i n e .  



F i g . i l .  Com~ara ison  e n t r e  l e s  dimensions des deux glycannes de l a  s é r o t r p n s f e r r i n e  

humaine e t  l e s  dimensions de l a  p a r t i e  protéique (Xont reu i l ,  1083).  . 



PHYS IOPATHOLOG 1 E H E P A T  I Q U E  D E  LA SEROTRANSFERRI NE 
L 

Blotre but n 'es t  pas i c i  de dresser un catalogue des aspacts 

physiologiques e t  pathologiques du ndtabolisme de l a  aérotransferrine.  

Nous ne développerons que quelques points e s sen t i e l s  qui serviront  B la 

compréhension da nos travaux e t  en pa r t i cu l i e r  les var ia t ions  qu i  inter- 

viennent dane la concentration de la t ransfe r r ine  a i n a i  que dana la 

s t ruc ture  même de la molécule l o r s  d ' a t t e in t e s  hépatiques. 

h majeure p a r t i e  de la  s8rotrenaferrine ( 5 6 )  e s t  présenta 

dan8 l e  plasma. La par t i e  res tante  (41s) se xetrouve dana la lymphe e t  

l e s  espaces extracirculants .  De  ombreux t i ssua sont  capables de synthé- 

t i s e r  l a  t rans fe r r ine  mais la plus grande par t ie  de l a  t r a m f e r r i n e  plaa- 

matique e s t  produite au niveau du foie.  La &pa r t i t i on  de la t ransfe r r ine  

dane, l e s  tissus humains est donnée dans l e  tableau III p 3 5 .  

b taux de renouvellement de l a  aérotransferr ine  e e t  de 10$ 

par jcur, a l o r s  que le f e r  e s t  recouvtld toutes l e 8  100 minutes; sa  demi- 

v i e  e s t  de 8 jours ( ~ o t h u e l l  e t  al . ,  1979). - -. 
- 

Le rô l e  e s s e n t i e l  de la t ranaferr ine  e s t  d'amener l e  f e r  à 

la  maëlle érythropoTetiqus, son s e c o ~ d  r61e e s t  de Acupérer l e  f e r  f ixd 

B l a  su i t e  de l'hémolyse dans l e  systéme r6 t icu la i re .  son troisième r61e 

bnf in  e s t  de régular iser  l 'absorption du fe r .  En e f f e t ,  l e  keux d'absorp- 

%ion du f e r  e s t  augment6 s i  l e  taux de sa tura t ion  de la t ransferr ine  est 

- bas, e t  vice versa ( ~ r a ~ f u s ,  1975). La scldtlna général précisant le rabe 
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TABLEAU 111 

Rbpartition de la aérotrmaferr ine humaine àana les t i ssus  humains 

d 'aprbs haon e t  Taylor, 1978. 

Tractus aastrointeat inal  

Fois 

Estomac 

Duod6nuai 

Véaicule b i l i a i r e  

Gladas  endocrines 

!Phgrof de 

A ~ ~ a r e i l  unidnital 

Rein 

Utérus 

Glandes 6xocrines 

Tissu inalamnire 

SystBme'~ticu10-endothélial 

Hia tiocytes 

Peau - 

Hbpatocytes 

Cellules par iétales  

Cellules 6pith6lialea 

Cellules Bpi th4 l i a l e s  

Tubules 

Epithsliuin cervical  

Cellules myoepithéliales 

Cellules périductulaires 

/-> 
Bistiocytes activdsr. + "! 

i. f i  
. I 

* ^ * '  

Ca l l u l e s  dpideliniiqwa 



ab tabol iqw de l a  t raaaferr iae e s t  donne dans la Fig. 12 p 37 d'apr8s 

Van Moore, 1973. 

Dans l ' i n t e s t in ,  l e  m6canisw d'absorption du f e r  e s t  encore 

m a l  connu, Huebers e t  al . ,  1983, ont proposé un schéma expliquant le rBle 

de l a  tranaferrine dans loabsorption in tee t ina le  du fer .  C e  schdma e s t  

donnd dans la  Pig. 13 p 38. 

II - CONCENTRATION DE LA TUSFEBBIBE PLâSl4ATIQUg. 
-- - - - 

La conaentration de la  trazmferrine e e t  habituellement eatimée 

par la  meaure de la capaeitd de f ixa t ion  du f e r  du plasma. h a  d t h o d e s  

immunologiqwa aont dgalement ut i l iades.  La concentration da , l a  trans- 

ferr ine var ie  en fonction de nombreux facteurs biologiques, 

A - Variations biolodauea en fonction de l t â m  

Ches l e  nouvaau-né A terme, la concentration de tranaferrine 

dans l e  sang du cordon est dtenviron 58 h 71 6 ce l le  de l 'adulte (Vahfquist 

e t  al., 1975) e t  d'environ 45 h 47 $ ce l le  de la ab=  onne net e t  a1.,1978) - 
A s i x  mois, un taux proch* de ce lu i  de l 'adul te  e s t  a t t e i n t  t 2,39 8.1 

1 

( ~ a h l ~ u i s t  e t  a l , ,  1975). Le taux dé t ransfarr ine de l 'adul te  e a t  a t t e i n t  

dba 1@9& de deux ans (chopin e t  al.. 1983) . (pige 14 p 39). 

B - Variations bioloaiciues en fonction du sexe 

In taux de tranaferrine e s t  plus B l e d  chea les feuunes que 

ches l e s  hommes de 20 B 60 ans, la diffbrsncu la plus marquée se  s i t u e  

de 20 B 40 ans (8 $ environ). h 4 à 20 ml8 p a r  contre, la transferrinéaiie 

e s t  plus dlevdc ches l e s  garçons (8erbeth e t  al., 9 3 . i  14 p 39) 
4' 

La tableau I V  p 39 donna l e s  l imites  de réference da la  t ramfer r ine  
'i 

" # a e.. 

en fonction de l ' d m  e t  du mxe. 





LlMIERE INTESTINAU CELLULE DE: LA NUQUEUSE SANG 

Fig. 13.Sch6ma propos6 par Huebers et al.. 1983, montrant ltabsorption 

du fer au niveau intestinal ( Duoddnum et je junum) . 



Fig. 14. Dispersion des valeurs de l a  concentration de la  sérotrans- 

ferrine en fonction de l 'âge e t  du sexe d'après Herbeth et  a1.,1983 

TABLEdU IV. 

Limitea de réfénnce de l a  transferrine ( * g e l  -' ) 
d'après Herbeth e t  a l . ,  1983. 

r- Hommes Femmes 1 

* Centiles 2 ,S-50-97,5 $0 



C - butrcss facteurs  de var ia t ion  

Pendant la grossesse, l a  concentration de t ranaferr ine augmente 

de 37 B 70 $ environ ( Vahlquist e t  a l , ,  1975). Une élévation de 10 h 35 $ 

de l a  transferrinémie e s t  notée ches l e s  femmes prenant des contraceptifs 

oraux normodosés  leich ch man e t  al., 1973). b s  var ia t ions  du taux du trans- 

f e r r i n e  peuvent 8tre dues également h un e f f o r t  prolongé, la  pr i se  de médi- 

caments, l a  ddnutri tf  on ou le  changenent de saison (pondant l ' h iver ,  l a  

t r ans fe r r idmie  e a t  plus Blevée dm & par rapport B l q é t é )  ( ~ e r b e t h  e t  a l . ,  

1983 

III- PATHOLOGIE DP: LA TRAWSFEBBINE - CAS PARTICULIER DE LA CIRRHOSB ALCOOLIQtB 

b fo i e  d tan t  le principal l i e u  de eynthhse de la  t ranaferr ine,  

toute a t t e i n t e  hépatique peut entra îner  des ddsordras physiologiques t an t  

au niveau de la  concentration plasmatique de l a  glycoprotéine qu'au niveau 

de la molécule ille-&me. Dans le cas de la cirrhose alcoolique l e s  deux 

phénombnea interviennent, 

A - Variation de la concentration de la t ransferr ine 

La concentration sérique de la t ransferr ine eat de 17 $ plus 

basse dans le cas d'um cirrhose alaooliqus que dans un cas normal t l a  

+ 4- 
oonceatration passe de 3 .O - 0.7 g/l pour une population témoin 2.5 - 0.8 
pour un groupe de pat ients  a t t e i n t s  de cirrhose a lcool iqw  alpa pas e t  al., 

1980; Teppc e t  P(aury ,1983) (I'ig. 15 p 41 ) . Ce facteur  de var ia t ion,  l i é  

B l'augmentation importante du tauz d~immunoglobuline Ig A ( Lturriaga 

e t  a l  1977 ) consti tue un parambtre maintenant c l a sa iqw u t i l i s é  youz -* 

l e  diagnostic de l a  cirrhose a lcool iqw,  L' idsntiffcation précoce de 

l ' a t t e i n t e  hépatique chez 1°alcoolique repose s u r  la  col lect ion dtdléments 



Fig .  15. Concentrat ion plasmatique de l a  t r a n s f e r r i n e  a u  cours  des  

s t é a t o s e s  (s) , h é p a t i t e s  a l coo l iques  ( HA), c i r r h o s e s  a l coo l iques  (c)  

e t  c i r r h o s e s  a l coo l iques  avec h é p a t i t e  a l coo l ique  ( C + HA ). La zone 

hachurée r e p d s e n t e  la  moyenne + - 2 DS de l a  popula t ion  da r é f 8 r e r c e  (:> 
( ~ a l ~ a s  e t  al., 1980) . - ..df 



cliniques e t  biologiqws dont la synthbse ne rend qu'un compte approximatif, 

exception f a i t e  de l 'étude histologique impraticable grande échelle. Le 

rapport Ig A / t ranaferr ine conserve ans brut, pariormance s4méiologique 

da l'hépatopathio alcoolique : il est n o m l  jusqa'h 1.4, correspond h des 

lésions précirrhot iqwa de 1.5 h 2.4, au-delà, il a t t e s t e  l a  cirrhose 

( ~ l l i v i e r  e t  al. ,  1981) . 
B - IPf lwnce  de l 'a lcool  su r  la asnthbae e t  la sécrét ion 

de la t ranafarr ine 

La pdcence d'alcool au niveau de 18h6patocyte entraine des 

p e ~ t ~ r b a t i o n s  dans la synthbse e t  l 'exportation dea protéines du fo ie ,  

Fig- 16 p 43. 

1 - Inhibi t ion da la - eynthbse de la t ransfer r ine  - 
Dana 18hépatocyte, 1'6thanol se transforma en  acétaldéhyde q u i  

inhibe la synthbse de la t r a m f e r r i n e - ( l i e b r ,  1980). I n  v i t ro ,  l ' inh ib i t ion  

de synthbse protéique s'accompagns d'une augmentation importante du rapport 

hépatocytaire l ac t a t e  / pyruvate , reflet de une intense perturbation du 

potent ie l  redox ( la lpaa a t  Berthelot, 1982) 

2 - Inhibi t ion de la  sécrét ion de la t r a m f e r r i n e  
,---- 

Chez le rat alcoolique se d8veloppe en 4 à 6 semaines une 

h8patom8galia due l ' ace t l~ula t ion  dans le f o i e  non saulement d'acides 
-- 

gras nieris de protéines (Baraona e t  al,,l975a) .Cette accumulation ne semble 

concerner qua des protéines destinées B 8 t m  exportées, suggdrant un blocage 

par i 'dthanol, du transport  des protéines hépathiqucs vers l e  plaama 

i ' .  
, (h raona  e t  al., l97!jb ). Aimi, chem l e  rat alcool isé  . l e s  molécules 

a> - ' , 

de t ransferr ine nouvellement synthétisées apparaiasent avec re tard dans l e  



Acides aminés 

Ace taldehyde 4 ' Acetaldehyde - - -+ Acetate 

Ethanol 

1Iyprlipémie 
I \ 

3 + 
Hypoglycemie Hyperlac tacidemis -8yperuricémie 

Fig. 16. Perturbations engendrées par l'oxydation de l 'éthanol 

dans 11h6patocyte ( Lieber, 1980). 



plasma a l o r s  qu 'e l les  c'accumulent dans le cjrtosol des hdpatocytes 

(Baraoaa e t  al., 1977). 

Deux m6canirrai.a peuvant Btra invoquds pour expliquer ces  

f a i t s  ( ~ a l p a a  e t  Berthelot, 1982) a 

- & premier met en cause la glycosylation. La majoritd 

dos proteines plasniatiquas, hormis l'albumine, e s t  aynthétiiée par 

l e  foie aoua forma de glycoprotdines, la f r ac t ion  glycosylée Btant 

alose eairentislle pour la 8 6 c d t i o n  e t  la durée de vie  plasmatique de 

ces protdines (Zleufeld e t  hhwel l ,  1980). O r  il a é té  montré que l 'étapa 

de glycosylation é t a i t  inhibée par 18scétald8hyde ( ~ o r e l l  e t  al., 1977; 

Tuma e t  Sorel l ,  1981). 

- Un deuxi8me mdcaniame expliquant la  non-axportation des 

protéines, e t  pas seulement ce l l a  des glycoprotéine~,  incrimine une 

altdration, aous l ' inîluence de l 'alcool,  du systéme microtubulaire des 

hépatocytes. Lee microtubules sont des organite8 in t race l lu la i res  s i t u é s  

entre l 'apparei l  de Golgi e t  la membrane de l'hdpatocyte : leur &le est 

de permettre la sécrétion des protéines de l 'appareil  de Golgi vers l'ex- 

tér ieur  de la oel luls ,  L'iBtégrit8 da cot te  fonction ddpond du degré de 

polymérisation dea protéines de s t ructure des  microtubulam. O r  l 'absorp%ion 

d' slcoo1,et la producf ion d' acé taldéhyde diminue, chee l e  rat, la quantité 

de tubuline polydr iaée  e t  l e  nombre de microtubules v is ib les  ( ~ a r a o n a  e t  

Lieber, 1982) -- 

Conclusion 
Y--+ 

L'alcool semble inhiber B l a  f o i s  la synthèse e t  l a  sécrétion 

de la transferrine e t  des autres glycoprotéines plasmatiques ( ~ o r e l l  e t  a l , ,  

1983). En pratique clinique, cependant, il res t e  plusieurs phénomènes mal 



expliques : 

- Chet l t a l coo l iqw chroniqua, non cirrhotique, il e s t  fréquent 

dfobrrerver une augmntation, e t  non une diminution des concentrations plas- 

matiques de certaines proteines, telle l*haptoglobobfne e t  l 'dl-glycopmt6ia 

( ~ a l p a a  e t  al , ,  1980). 

- L'hypoalbumindsie n 'es t  en généra1 observée, char; l*alcoolique 

chronique, que s'il exis te  u m  cirrhose. En fait, l ' inh ib i t ion  de la aynthbo 

s e  e t  / ou l 'exportation de la t r amfe r r ine  semble mieux s'expliquer par 

1 ' existence d'une cirrhose plùtbt que par l'alcoolisme , 

C - E m r s i d é d m i e  héwtiaue 

Lon de l a  cirrho8e se  développe au niveau du fo ie  une accumu- 

l a t ion  importante do f e r  ( Murray e t  Stein 1966). La concentration en fer 

adrique e s t  plus importante chee leu cirrhotiques alcooliques. La synthbse 

de la transferrine e s t  réduite mais son taux de saturation en f e r  ea t  plus 

important, de même que l e  taux de f e r  l i b re  cf rculant, Verne t-Nyssen 

e t  a l , ,  1982 ont en outre observé chee des pat ients  hyprsidér8miquas 18 

présence d'une fract ion de f e r  sérique non l i é e  h l a  transferrine.  

Ces facteurs favorisent 18accumulation du f e r  dans la  fobs. Ce- 

pendant, l'augmentation des apports en f e r  seule n8eat  pas suff isante  pour 

expliquer l e  taux élevd de f e r  accumu16 dans l e  fo ie  des cirrhotiques, d'au- 

tres facteurs doivent auss i  j o w r  un r81s dans l e  d6wloppement de la 

siderose ( Chapman e t  al,, 1983). 

D - Modification des nlscannes de la  tranaferrine 

La iuoldcule de transferrine elle-dme e s t  affectée pas l a  

cirrhose ca l~ool ique~ S t ib l e r  e t  al,, 1980 ont m i s  en évidence une micro- 

hétérogénéith anormale de l a  aérotranaferrine huamirio chee des alcooliques 



chroniques : e l l e  e s t  duo b uns déaialylat ion p a r t i e l l e  des glycannes. 

La Fige 17 p 47 montre la diffdlrnce de- oontenu en acide s ia l ique 

pour l a  t ransferr ine d~alcooliqtxes par rapport b c e l l e  d'un. population 

tdmoin ( ~ t i b l e r  e t  Borg, 1481). On constate me diminution de 22 $ du 

contenu en acide s ia l ique  de la t raneferr ine doalcoolique . Aucune 

a l t é r a t ion  s imi la i re  n'a 6té  observ6e pour le8 au t res  glycoprotéines 

s la lyléee du plasma ( ~ t i b l e r  e t  a1.,2980). Cependant une t e l l e  possi- 

b i l i t 6  ne d o i t  pas 8tre exclue, les glycoprotdines ddsialyldes Btant 

rapidement bliminées da la c i rcu la t ion  sanguine, l eu r  détection s9avbm 

d i f f i c i l e  . 

IV - CONCLUSIOH 
La concentration plasnuitique de lo. sdrotransf e r r ine  var ie  

peu en fonction de l'âge e t  du aexm. ~ a n e  les cm de ci r rhoses  alcooli-  

ques, par contre,  le taux de t ransferr ine e s t  s u j e t  h des var ia t ions  con- 

sid6rables. a t te ignant  parfois des valeurs tr88 basses, infér ieures  B 

La cirrhose alcoolique e n t r a h  des troubles importants au 

niveau du f o i e  e t  sur l e  plan mdtabolique : la  synthése e t  l a  sécrétion 

da glycoprot8inea. dont la traneferrinn,  sont inhibees par l a  formation 

doacétalddhyde, produit de tmnaforpratian de l 'éthanol dans l e s  hépatocytes. 

Les glgcannas neme da la t ransferr ine sont modifiés l o r s  de l a  cirrhoae : 

ils peuvent &tre ddsialyl6s B 22 S. 

Enfin, la cirrhoae alcoolique entrafne une accmiulation consi- 

d6rabls da, f e r  au niveau du foie.  

Dana l e  dernier  chapiitra, nous aborderons l e  problèaie de 



Fig. 17.  Contenu en acide sialique de l a  transferrine 

de 8 témoins ( T) normaux e t  de 8 alcooliques ( A )  

d'aprbs Stibler e t  Borg, 1981. 



llinteraction da la tramferrino avec les cellulee, en particulier avec 

le8 réticulocytea e t  avec les h6patocytea. 



1 NTERACTIONS TRANSFERRI NE-CELLULES 

Traasportoura du fer, los  t ransferr ines  répart issent  l e  adta1 

dans tout  l'organisme au niveau da diffdrents  t issus.  Des dcep teu r s  a*- 

c i f i q w s  de ce8 prot6ini.s sont présents h la surPace des cel lulee des 

t i a i u s  oh a 'e f fec tw l e  tranarfert du fer.  La a4rotranaferrizie mconnait 

ap8cif iquomant le8  dcopteurs  dee r d  t i cu loc j tas  e t  des hdpatocytea, la  

lactotransferr ine reconnait ceux des aacrophages e t  des entdrocytea e t  

l 'ovotraasferrine reconnait les récepteurs des ce l lu les  sanguines d'embryon 

de poulet. 

Il  exis te  également des récepteurs des t ransferr ines  su r  de 

nombreuseu autres ce l lu les  comme ce l les  ào la moëlle oaseuae ( ~ h i l i ~ s ,  1976). 

l e s  f ibroblastes  d'embryon de rat (octave et  al., 1981) ou plusieurs lignées 

ce l lu la i res  humaines (Hamilton e t  al., 1979; Larrick e t  Cresavsll, 1979; 

Galbraith e t  al., 1 980b; Salomon, 1980). La l i s t e  des récapteurs t r amfe r r i -  

niques ns s 'arrête  pas h ce8 quelques exemples e t  l e s  nombreuses études 

consacrées h ce s u j e t  prouvent bien la multitude des interactions exiatant 

entro les transferriaea e t  leurs  récepteurs meabraaairea. 

Ce chapQtre conetituo uns synthbse dos connaissances actuel les  

concernant l e s  interactions t r a n a f e r r i n e ~ l l u l e s .  Noua développerons tout  

particulièrement les interactions àe l a  sérotransferrine avec l e s  d t i c u l o -  

cytes, a i n s i  qu'avec l e s  hépatocytes. 



Les globules muges sont f o d s  h p a r t i r  de ce l lu le8  de le 

moëlle osseuse, les érythroblastes qui, par divisions succeaaives, puia 

explusion du noyau, aboutissent en 4 à 5 jours aux réticulocytee,  Ceux-ci 

passent dan8 la c i rcu la t ion  e t  se traaiérformont en 2 jours environ en  glo- 

bules rouges. Parmi Iecr précurseurs dea drythrocytes, seul8 les réticulo- 

cytes sont encore capables do capter  l e  fer de la tranaferrine.  C e  besoin 

en f e r  ndcessaire h l a  biosynthbee de 18hémoglobine, a i n s i  quo son accessi- 

b i l i t d  dans la c i rcu la t ion  sanguine, font  du ré t iculocyte  l'un des modbles 

les, plur, activement étudiés pour l ' i n t e r ac t ion  t r ane fe r r ine~ce l lu l e s .  

1% f a u t  dist inguer t r o i s  pharaes sa sen t i e l l e s  dans le  t r ans fe r t  

du f e r  de la t ransfer r ins  au ré t iculocyte  r 

1 - La t ransfer r iae  se f i x e  su r  rson récepteur spécifique 

présent au niveau de la membrane plasaique ce l lu l a i r e  du réticulocyte,  

2 - El l e  tranaf8re son f e r  dans la ce l lu l e  pour la  syn- 

thbse de 1' h4moglobine. 

3 - El le  retourne in t ac t e  dans l a  c i rcu la t ion  pour un 

nouveau cycle de transport. 

Cependant l o s  dd ta i l s  de ces dif férentes  étapes sont encore mal connus. 

A - &a récevteur de la  t r a m f e r r i n e  sur l e s  d t i c u l o c s t e e  

1 - Mise en dvidence 
-=I-- 

En 1959, Jandl e t  al., ont- remarqué que les cel lulea  rouges 

t r a i t é e s  par la try?sino Btaiant incapables &e f i x e r  l a  t r a m f e r r i n e  paa 

plua que de capter  son fer .  Ils en ont conclu qu'un récepteur spécifique 

de la t ransfer r iae  sur  la membrane plasmique de la  ca l lu l e  ava i t  e t 6  



dégradé par protéolyse. 

Carrs t t  e t  al., en 1973 ont trouvd une ac t iv i t é  de f ixat ion 

de l a  transferrine dan8 le surnageant da r6ticulocytee t r a i t é s  au déter- 

gent, ceci  é tan t  probablement dû b la  présence dea récepteurs libérés. 

(van Bockueer e t  Morgan, 1977). 

Depuis, de nombreuses étude8 ont é t é  entreprises dans l e  but 

d ' i so ler  e t  àe caracter iser  l e  récepteur spécifique de la transferrine 

sur l a  membrane plasmique du réticulocyte, mais saas toutefois donner de 

r é su l t a t s  concordanta. 

2 - Natu- du récepteur 

Lee estimations concernant la arasse mol4culaire du récepteur 

de l a  t ransferr ine donnent des valeurs qu i  s8Achelonnent de 18.000 h 

450.000 ( ~ i s e n  e t  Listowsky, 1980). Une s i  large Bchelle de valeurs peut 

s'expliquer par l e  f a i t  que l e s  propriétés du récepteur e t  ce l l e s  d4 son 

complexe avec l a  t ransferr ine dependent énorm6ment de l a  nature des d é t e r  

gents dans lesquels ils sont solubiliaéa (BU& e t  al., 1981). Ee plus, l a  

protéolyse e t  l a  formation d'agrégats non spécifiques sont toujours envi- 

sageables. 

Cependant, Sutherland e t  al., 1981 ont u t i l i s e  un anticorpa 

monoclonal OKT9 qui réagi t  spécifiquement avec l e  dcep teu r  de l a  trans- 

fe r r ine  des ce l lu les  humaines. Cet anticorps a permis d ' i so ler  e t  de 
-- 

caractér iser  l e  récepteur (~chneider  e t  al., 1982) : il s 'ag i t  d'une 

glycoprotéine ( M M 180,000) constituée de deux sous-unités ( FI M ~Q.OOQ) 

e t  dont le p H i e s t  voisin de 5,2. Elle renferms des glycannes de type 

oligomamosidique e t  de type N- ac6tyllactoaaminique. Ces glycsnnes ne 

semblent pas avoir de rôle dans l ' in teract ion avec l e s  anticorps monoclonsux. 



- 52 - 

Lo récepteur semble atm transmombranaire e t  phosphoryl6 . La majeure 

par t ie  (40 k )  de l a  mol&cu&, qui porte l e s  sites de la t ramfer r ine  

a i n s i  que ceux de l 'anticorps O g T 9 ,  e s t  expoade dsns l e  milieu extra- 

cel lulaire .  Deux molécules de transferrino sont f ixdes par d m p t e u r  . 
Omary e t  al., 1981 ont montrd qu'un acide gras, l 'acide palmitohydro- 

xaniique é t a i t  f ixe covalamment au récepteur, Bn 1983, Schneider e t  al., 

ont  réussi h synthét iser  c i  -récepteur i n  v i t ro ,  h p a r t i r  du RNA placen- 

t a i r e  humain, 

BBanmoina d'autres Qtudes ont 6tB consacrées h ce su je t  : 

Cole e t  al., 1983 ont montré que l e  dcep teu r  de la aérotransferrine de 

souris  sur les d t i cu locy tes  &tait une protdine similaire h la glycopho- 

rine.  L'antisérum di r igé  contra l e  m5cepSeu-c montre une réac t iv i té  croisée 

avec la glycophorine de souris, 

B - Interaction da la t ransferr ins  avec aon r é c e ~ t e u r  
\. 

D'aprbs V a n  Bocîameer e t  al., 1978 l ' intaract ion de la tram- 

fe r r ins  avec son récepteur e s t  probablement un processus physico-chimique 

spécifique simple, réversible e t  obéissant aux l o i s  de 1'entropie.Elle ne 

s e r a i t  en fait  qu'un simple processus d'absorption-désorption ( ~ o o d  w orth,  

résu l ta t s  non publiés). 

L'interaction de la glycoprotéine avec l e  récepteur peut ê t r e  

ddcri te  par les équations de HiChaelis-Wanten . 
De t e l lea  analyses ont permis d'estimer h 50.000 l e  nombre 

de s i t e s  de f ixat ion présents sur un d t i cu locy te  humain e t  b 26.000 à 

560.000 s i t e s  sur un réticulocyte de lapin  a an dl e t  Katz, 1963; Baker 

e t  Morgan, 1969; Kornfeld, 1465). 



Lors de l ' interact ion de la s6rotransferrine avec son récepteur 

intamiennent l e s  stractukas mêmes de chacune des deux molécules.C'eet pour- 

quoi nous détail lons maintenant l e  r61e des par t ies  protéiques et glycanqi- 
r 

q w s  &e chacune d te l lea  l o m  de ce t te  intsraction. 

f err ine dans 1 ' p t e r a c t i o n  - 
Jandl e t  Kat5, en 1963 puis Kornfeld, en 1969, ont observQ qua 

1ea différences d' dff in i t6  pour l e  rdticulocyte, en t re  les traasferr inss  

humaines apo e t  s a t u d e  Btaient'duea A un changemant de conformation de la 

molécule. 

Baker e t  Morgan en 1969 n'ont pas observé l e s  m&nes différences 

d t a f f in i t6  en  ce qui concerne l e s  deux formes da s8rotPansferrine de lapin. 

Ihi 1972, Lanr decouvrait que l e s  sérotransferrines humaine e t ,  de 

l ap in  saturées en f e r  a ins i  que 1 'aposdro transferrine de lapin s 8aaaociaient 

rspidement aux r6ticuiocytes & fapin. L8apos6rotranaferrine humaine par 

contre ne a 'y  liait que t r è s  peu. 

Ces résu l ta t s  montrent que la conformation de la s6rotransferrins 

e s t  importante l o r s  de son interact ion avec l e s  d t icu locytes .  Un changement 

de conformation provoque par l a  f ixa t ion  du fer pourrait 8 t r e  responsable 

de la  reconnaissance spdcifique de la glycoprotdine pas l e  récepteur cellu- 

la i re .  Deux part ies  de la molécule sont csusceptibles d'êt3.e impliquéee dans 

l e  changement conformationne1 : la par t ie  protéique e t  la partie giycannique. 

a - B81e de la part ie  protéique da La tranaferrine - ------.i--..----- 

Kornfeld, en 1968, en modifiant l e s  groupes aminés libres de la 

sérotranaferrine humaine par des r éac t i f s  spécifiques, siontse que les t ra i -  

tements employ6e al tbrent  dana tous l e s  cas la propriétd de f ixat ion aux 



ré t iculocytes  de la glycoprotéine. Par contre, cel le-c i  conserve pratique- 

ment inchangées ses  propriét88 de f i xa t i on  du fe r .  

B81e de la pa r t i e  glycannique de la t ranaferr ine  - ., , 

Be5korovainy, en 1966, montrait que la conformation da la 

sérotranaferr ine  humaine est inchangée a p r h  élimination de l 'acide a i a l i -  

que. Do plus, l a  glycoprotéine d6sialyl60 est  toujours capable de f i x e r  le 

f e r  o t  da le  t m n s f d r e r  ( ~ o r ~ a n  e t  al,, 1967; Kornfeld, 1968). 

Kornfeld an 1968 montrait également que le t r ans fe r t  du f e r  

n V 6 t a i t  pas modifid lorsque la sé ro t ransfe r r ine  humaine é t a i t  déglycosylée 

B 40 b 50 S. 11 concluait  que l e s  glycannea de la s8rotransferr ine  ne jouent 

pas un *le primordial dans l ' i n t e r ac t i on  glycoprotéine-cellule. 

Rdcemment, Léger e t  a l . , ( réeul ta ta  non publiés) ont montré que 

la  déglyco8ylation t o t a l e  de l a  sdrotransferr ine  de lap in  ne modifiai t  en 

r i e n  les propriétés de f ixa t ion  e t  de t r a n s f e r t  du f e r  de la a6rotransferrine 

su r  l e  ré t ic tdocyte  do lapin. 

2 - BSle du d c e g t e u r  dana l ' i n t e r ac t i on  - ' - - - = = - = -  

Leibman e t  Aieen en 1977 ont montré que l e  réceptsur rréticulo- 

c y t a i n  B ta i t  de nature glycoprotdiniqw.Sly e t  al.,en 1978 confirmaient ces 

d s u l t a t s  e t  i den t i f i a i en t  des rés idus  d'hdxose, de 8-acétylhexosamine, de 

fucose e t  d'acide s i a l i que  portés par ce rdcepteur. 

a - R81e de l a  partie protéiaue du récepteur 

L e s  &tudes de Jandl e t  al.,en 1959 avaient montré que l e  trana- 

f o r t  du f e r  é t a i t  impossible après digestion trypaique de la membrane des 

r8ticulocytes. Hemmaplardh e t  Morgan, en 1976 ont r ep r i s  ces travaux e t  



obaervd que l e  traitement des ce l lu l e s  par la trypsine e t  l a  pronase a l t b r e  

l e s  propriétés du rdcepteur q u i  ne peut plus reconnaître l a  sérotransferr ine .  

Cependant, l 'exposit ion des rdt iculocytes  aux agents bloquant les groupements 

t h io l s ,  empêche l a  f ixa t ion  de la sé ro t ransfe r r ine  e t  l ' incorporation du f e r  

dans l e s  ce l l u l e s  ( Bdwards e t  Fielding, 1971). Le relargage de la trans- 

f e r r i ne  dé jh l ido  aux récepteurs e s t  a u s s i  ~nhibB.(Baker e t  hrgan, 1969). 

Un tel e f f e t  peut provenir d'une a l t e r a t i o n  de la  s t r u c t u m  de l a  membrane 

p lu tô t  que d'une modification de la s t ruc tu re  des r$cepteura, a i n s i  que 

l ' on t  montré Speyer e t  Fielding en 1974. 

b - R81e de la p a r t i e  glycamique du récepteur 
--YI---- PuIIIIIII 

Lob e t  Morgan, a n  1975 ont étudid l ' e f f e t  de la concanavaline 

A sur la f ixa t ion  de l a  t rans fe r r ine  de lap in  e t  sur l*incorporation du 

f e r  par l e s  rdticulocytes de lapin. L'incorporation du metal e s t  fortement 

inhibé maia pas la f ixa t ion  de l a  t rans fe r r ine  aur l e s  ré t iculocytes  e s t  

toujours possible. La l ec t i ne  s e  f i x e r a i t  sur l e s  glycannes membranaires 

a i n s i  que sur ceux dea récepteurs, emp&chant a i n s i  tout  t r ans fe r t  du m6tal. 

Par contre, la  f ixa t ion  de l a  aérotransferr ine  aux membranes des réticule- 

cytes  s e r a i t  toujours possible grâce B l ' in tervent ion da la l e c t i ne  qui 

peut ausai  f i x e r  la trensferr ine .  Ia t rai tement de la  membrane des rdticu- 

locytes  par une neuraninidase n*eapêche pas la  f i xa t i on  de la t ransfe r r ins  

n i  le t r ans fe r t  du m6tal ( ~ e m p l a r d h  e t  Morgan, 1976). Ce traitement pro- 

voque eeulement une diminution de 27 $ de I ' incorporation du f e r  dans l e s  

ce l lu les .  

D'aprèa Steiner ,  1980, la p a r t i e  glycannique jouerait  l e  #le  

de s ignal  de reconnaissance pour l a  t ransferr ine .  



3 - R81e de la  membrane r&ticulocytaire  dans l ' in te rac t ion  
--P 

L9 in tdgr i td  de la membrane du r d  t iculocyte  semble e s sen t i e l l e  

pour le maintien des propriétés du récepteur. Morgan e t  Baker en 1974 ont 

montrd qua des morceaux de membrane ne présentaient plus de spéc i f i t é  vis- 

8-vis de la s6rotransferrine.  Hemmaplardh e t  al., la même annde démontrent 

que l ' a l t d ra t ion  des aicrotubules a ine i  que d'autres composants structuraux 

de la membrane rdt ic i i locytaim inhiba la  f ixa t ion  de la t r a m f e r r i n e  e t  l e  

Pranafert du fer .  En 1977, Hemmaplardh e u . ,  montrent que la composition 

en phoapholipidee de la membrane inf lwnce  ;ta in te rac t ion  de l a  k a n e  f e r r ine  

avec son récepteur, les processus d'endocytoee e t  d'exocytose e t  le  mdcanis- 

me d'iacorporstion du fer dans la  cel lule .  

La membrane des co l lu les  néceaaite,en outre,  la  présence des 

ce 
ions Ca pour l a  f i xa t ion  de la  transferrirrcl aux récepteurs (~emmaplardh 

e t  Morgan 1977 b ). En effet, Loh en 1982 obaerve que des agents chélateurs 

comme 1'EDTA ou l'=TA inhibe la f ixa t ion  du f e r  dans la f rac t ion  cytoboliqw 

f l  en e s t  rie même pour d'autres facteurs  comme l e s  enzyme8 protdolytiques,la 

neturaminidase, l a  concanavaline A e t  l a  primaquine, b mode d'action de ces 

compoa6a se s i t ue  au niveau de la membrane ce l lu l a i r e  résu l tan t  de l a  perte 

du récepteur ou d ' w  réduction de la capacitd de la protéine pour i n t e r ag i r  

avec l e  rdcepteur, 

C - Tranawrt  du fer 

Deux hypothbses ont Bté &aises concernant le  transport  du f e r  

de l a  t ransferr ine B l ' i n t é r i e u r  du réticulocyte.  

1 - Hqpothbse de Fielding e t  Speyer - - 
En 1974, Fielding e t  Speyer émettent l'hypothhse que l a  trans- 



ferr ine ne pénbtre paa dana l e  ré t imlocyte  a t  m l a r g w  son f e r  au niveau 

de la membrane plasmique. Ndeo e t  Glaea, en 1983, confirment encore ce t te  

hypothbae. En 60 aecondes, l e  f e r  serait transférd de la t ransferr ins  aux 

cel lules ,  avec m e  demi-période de 43 secondes. 

2 - 9pothBae de Morgan 

DBs 1969, Morgan e t  Appleton, proposent que la eérotraneferrian 

saturée en f e r  pdnbtm dans l a  ce l lu l e  pour donner son m e t a l  au d t i c u l o c y t e  

e t  qu'elle e s t  e m u i t e  rejetde dans l e  milieu extracel lulaire .  L'internali- 

sat ion de la transferr ine dans l e s  réticulocytes e s t  un phénomém encore 

conteste c a r  il pourrait  n 'a tm da, en f a i t ,  quoB un remodelage général e t  

permanent de la membrane rdticulocytaire,  phénomène indépendant de la  fixa- 

t ion  de l a  tranaferrine e t  certainement non indispensable au t ransfer t  du 

f e r  de la protéine B la  cel lule   aisan an e t  al,, 1980). 

Cependant, Hemmaplaràh e t  Morgan, en 1977 a , montrent que 

l e  phénombne d ' in tamal isa t ion  de la transferr ine e s t  probablement un 

processus d'endocytose. 

D'aprbs Iacopetta e t  Morgan, 1983, l'endocytose de la  trans- 

ferr ine de lapin s'effectue B la &me vitesse que l'exocytose de l'apo- 

t ransferr ine -A 379 C, l e  taux maximum d'endocytose de la transferrine par 

l e s  réticulocytes e s t  approximativement de 500 molécules par cellule! e t  

par seconde. Quand l 'équilibra ont- l'endocytose e t  1 '~xocytose e s t  atteint:  

environ 90 $ de l a  transferrine to t a l e  fixée B l a  cel lule  e s t  interne. Les 

réticulocytes accumulent l e s  atomes de f e r  de l a  transferrine diferrique h 

un taux deux fo i s  supérieur h ce lu i  de l ' in ternal iaat ion des moldctele8 de 

transferrine.  Ceci implique que l e  f e r  entre  dans la  ce l lu le  a lors  qu ' i l  

e s t  encore l i é  à la transferrine. 



Les Btudes dm Iacopetta e t  Xorgan, 1983, semblent prouver qus 

la t ransferr ine saturée pdnhtre dans la  co l lu le  par endocytose du récepteur 

e t  qum l e  fer e s t  l ibgré  2a l ' i n t é r i e u r  deio  do la  cel lule .  

Veldman et  al., en 1983, ont froud un compromis entre  l ee  

deux hypothbaea e t  prétendent, qu'en f a i t ,  les deux m6canisms coexistent t 

- 1-Le fer e s t  libéré au niveau des s i t e s  récepteurs 

- 2-&a t ransfer r ine  e s t  endocytde avec son récepteur e t  

relâche le f e r  dans des vacuoles acides. 

L4hypothbse de l'dquipo de Morgan e t  co l le  de Fielding e t  Speyer se  v6ri- 

f i e n t  encors tout88 les deux à l 'heure actuel le ,  l e s  dernibres études de 

Veldman of f r en t  donc un compromis s a t i s f a i s an t  m a i s  qui n 'écla im pas 

totalement le mécanisme r é e l  du transport  du fe r .  I, tableau V p 59 

d c a p i t u l e  1.6 diffbrents  temps dm 86 jour de la molécule de t ransferr ine 

dans 10 rd t iculocy te. 

D - h l a r a a a e  du f e r  e t  exuuision de l a  t ransfer r ine  

Lm =largage du f e r  e s t  probablement a f fec té  par l a  protonation 

d'un ou plusieurs ligands des a i t e s  de f ixa t ion  du métal. De même, l a  réduc- 

4t 
t i o n  du f e r  en  Fe est indispensable à aa l ibéra t ion  de la t ransferr ine 

Is a i t e  c e l l u l a i r e  de relargage du f e r  par la t ransferr ine 

n 'es t  pas connu avec cer t i tude.  S i  l a  voie d'endocytose classique e s t  

empruntée par  la t ransferr ine,  l e  fer  aera l ibérd au niveau des lyaosomea, 

Une autre hypothèse suggbre que l a  t ransferr ine donne directement son fer ,. 
aux mitochondries où il e s t  incorporé dans l'hème (1sobe e t  al., 1981). 



Temps moyens de sdjour  de la t rans fe r r ina  dans d i f fd ren tes  ae l l u l e r  

~ r ana fe r r i ne / ce l l u l e    toie es de fer/cellule/minuta) Z ~ O - ~  Temps moyen de Rdfdrences 
86 jour en minute 

Sdrotransferrine humaine- 
-ré t iculocytes  humains 

SBro trane f e r r i ne  de lapin- 
,rBticulocytee de l ap in  124 000 

SBro t rans fe r r ine  de lapin- 
-Cellule8 Brythroidiennes 880 . O00 
immatures de sour i s  

Sdrotransferrine de aouris- 
-cel lu les  de Friend 160 O00 

Sdrotraneferrine de lapin- 
-rét iculocytes de l ap in  110- 290.000 

SBrotranaferrine de lapin- 
-rBticulooytes de l ap in  

Sdrotransferrine de Xepin- 
-rbticulocytes de l ap in  

Jandl e t  lCata.1963 

1 
Aiaen e t  Leibman,1973 ,,, 

CD 

t 

lune5 e t  al., 1977 

Van Bockxmeer e t  
Morgan, 1979 



Loh, 19û2, a observé que l 'act ion inhib i t r ice  d'inhibiteuns métaboliques 

sur l'incorporation du f e r  dana ïes réticulocytes e s t  accompagnée d'une 

accumulation de l a  t ransferr ine e t  du f e r  dans la stroma, suggérant q w  

l e  blocage de la  l ibéra t ion  du f e r  a l i eu  dana l e s  mitochondries. 

Egyed en 1977 a montrd que le depart du f e r  de la  adrotrans- 

fe r r ine  e s t  un processus qui néceaeite l ' in te rac t ion  entre  la membrane e t  

1' ATP. 

b s  ch&lakurs  du f e r  s'avèrent incapables d ' in te r férer  au 

cours de lt8changu du métal entre  la  t r amfe r r ine  e t  l e  réticulocyte 

 a an dl e t  al., 1959; Baker e t  Morgan, 1969) n i  de t ransférer  eux-mêmes 

le  métal h la cel lule  (~e-plardh e t  Morgan, 1974 ). 

Quelqws études ont e t4  consacrées au mécanisme r e l a t i f  au 

retour de la t ran8fer r ino ,ddpome du f e r  qu'elle t ransportai t ,  dans l e  

milieu extracel lulaire ,  

Jandl e t  Kate, en 1963, ont suggéré que l e s  récepteurs réti- 

culocytaires avaient une plus grande a f f i n i t é  pour la transferrine saturée 

que pour loapoprotéine, S i  te1 e e t  l e  cas, la  l ibérat ion de la t ransferr ine 

de son récepteur pourrait  ê t r e  un simple processus de désorption s i t u é  au 

niveau de la  surface de la  cel lule  ( Woodworth, résu l ta t s  non publiés). 

Les études concernant l'expulsion de l a  transferrine hors de 

l a  cellule sont  actuellement en cours. Il semble c l a i r ,  cepe~dant ,  que 

quelque so ient  les  mécanismes moléculaires sous-Jacents, la molécule de 

t ~ a n s f e r r i n e  e t  son récepteur res ten t  tous deux in tac ts  aprèa que l'un e t  

l 'autre  a ien t  interagi.  



B - Coacluaion 

Les Btudes concernant l* in te rac t ion  de la sérotransferr ine avec 

le  d t i c u l o c y t e  sont l o i n  d16tre  oomplbtes. De nombreux m6canismes res ten t  

encore obscurs. 11 sembla cependant que l a  conîormation de la  t ransferr ine 

s o i t  un facteur  important dans la reconnaissance protéine-cellule e t  que 

11in tégr i t6  de la membrani, e t  la conformation du récepteur a ien t  aus s i  

l eu r  importance. 

Il m a t e  donc B préciser  la nature exacte du récepteur e t  l e  problbme de 

l ' in te rna l i sa t ion  ou non de la transferrine.  

II - INTERACTIONS DE LA TRANSFERRINE AVEC LES IBPATOCYTFS 

h a  in teract ions  de la sdrotransferrine humaine avec les hépa- 

tocytea sont de deux types t d'une part ,  l ' in te rac t ion  de la glycoprotéine 

s ia ly lée ,  d'autre par t ,  l ' in te rac t ion  de l 'asialoglycoprot6ine avec l e  fo i ea  

Dans ce dernier cas interviennent les récepteurs dlAahwell qui reconnaissent 

sp6cifiquerrient les structures glycanniques poasddant un galactose texminal 

( ~ o r a l l  e t  al., 1968) , 

Noua aborderons dana un premier tesps, le cas de la t ransfer r ine  

ddsialylde auqwl  sont  lies l e s  travaux de l'dquipe de Regoeeei puis ce lu i  

de la t r amfe r r ine  s ia lylée .  

A - Interact ion de 1' asialosérotranrsferrine avec I se  hdwitocvtes 

L' interaction de l1as ia loséro t ramfar r ine  avec l e s  hépatocytes 

89 s i t u e  au niveau de récepteurs d4couverts pax Ashwell e t  son équipe ( ~ o m l l  

e t  al., 1968)~  

1 - - -  La récepteur ---.- d'Ashwel1 
---eV- 

En 1968, More11 e t  al., découvraient que l ' in jec t ion  d'asialocé- 



ruléoplasnine cbes un lapin  donnait l i e u  h une rapiàe élimination de la 

protéine de la c i rcu la t ion  a l o r s  que la même céruléoplaamine s i a ly l ée  y 

su rv iva i t  p lusieurs  jours. 

Cette decouverte permit & mettre en dvidence un récepteur 

unique implique dans la f ixa t ion ,  l ' i n t e rna l i s a t i on  e t  la  dégradation 

des glycoprot6ines s6riqusa pusaddant da8 groupements glycanniquea B 

galatose te rmina l . f~ur  de plus amples renseignements concernant l ' o r ig ine  

e t  le ddveloppement du ca t abo l i sm de8 a s i a l o g l y ~ o p r o t é i n e s ~  nous renvoyons 

aux nombreuses revues géndralea consacrées B ce s u j e t  ( Ashwell e t  Horell, 

1974; Aahwell e t  Momll, 1978; Neufeld e t  Ashwell, 1980; Ashwell e t  Harford 

1982 ; Harf ord et  Ashuell , 1982 ; Mac ~ a r l a n e  ,1983) . 
Bien que la perte de l 'acide s ia l ique  entra ine généralement 

une rapide élimination des protéines plasmatiques de l a  c i rculat ion,  le 

catabolisme de.-chaque glycoprotdine var ia  en fonction de l e u r  a f f i n i t é  

pour le  récepteur h8patique ( ~ o r e l l  e t  al., 1971). 

Ceci e s t  particulièrement frappant dans l e  cas de l 'as ia lo-  

t ranaferr ine  q u i  é t a i t  suppoade, A l ' o r ig ine  , échapper B ce catabolisme. 

En e f f e t ,  aprhs in jec t ion  ches le r a t ,  toutes  l e s  glycoprot6ines désia lylées ,  

& l 'exception da l ' a s ia lo t ransfe r r ine ,  sont  rapidement captiea du sang e t  

cataboliades dans l e  fo ie ,  c e c i  dam des temps trhs courts  a l l a n t  de 5 A 

90 minutes (Flore11 e t  al., 1971) (?ig. 18 p 63). 

En f a i t ,  Regoeczi e t  al., 1974 ont démontré que, su r  une plus 

longue période d'observation de l2 heures, P 'as ia lotransferr ine  e s t  c la i -  

rement éliminée de la c i rcu la t ion ,  plus rapidement que l a  protéine intacte .  

La récepteur d8Aahwell e s t  une glycoprotéine qui  renferme 1@ 

de sucres (Kawasaki e t  Aahwell, 1976). 11 a é t é  i s o l e  e t  ca rac té r i sé  par 



Pourcentage 
de produit 
marqué 
injecté par 
ml de plasma 

F i g  18.Temps de su rv ie  dans l e  plasma ,chez l e  rat ,de /<> 
glycoproté ines  d é s i a l y l é e s  e t  t r i t i é e s  . ( ~ o r e l l  e t  al. ,  1971 ) 1 , , 

', L I ,  ;: ./ 

1 : Asialotransferrine ; 2 : Céruléoplasmine ; 3 : Asialothyro- 
globcline ; 4 : Asialo a*-macroglobuline ; 5 : Asialohaptoglobu- 
line ; 6 : Asialocéruléoplasmine ; 7 : Asialofétuine ; 
8 : Asialoorosomuco~de ; 9 : Gonadotrophine chorionique 
humaine (1251-HCG) ; 10 : Asialo-HCG. 



Baancimr e t  Maynard en 1980. il e s t  consti tué d'un8 seule unit6 de 

masse molbculaire 41.000. 11 e s t  loca l i sé  sur l a  membrane sinusoïdale 

des hdpatocytaa (&ans, 1980 e t  1981). 

2 - Interaction aeialotransferrine-dcepteur d'bshwell ----_- - - 
a - Introduction 

Les récepteurs da l taa ia lo t ransfer r ine  sur  les hépatocytea 

sont au noabro de 110,000 par hdpatocyte ( Young e t  a l -  ,1983) L'inter- 

action do l 'aaialotransferr ina avec l e  foia  de rat peut &tn, decri te  par 

doux réactions chimiques consécutives dont la premibre e s t  réversible : 

avec P -r asialotrsnsferr ine,  Pw .t asialotranaferr ine endocytée 

e t  B = récepteur hdpatiqw. 

b - R81e des glycannes de l 'as ialotranaferr ine 

dans l ' in teract ion 

br par t ie  glycannique de l a  glycoprotéine joue un r8le dana 

l a  reconaaissance du récepteur- Hatton e t  a l L r  en 1979 ont i so le  l e s  

glycopeptides do la t ramfer r ine  e t  montrd que le glycopeptide biantenné 

interagisaai t  peu avec l a  lec t ine  hdpatiqu, de lapin immobilis6e. Au 

contraire, l e  glycopeptide t r i a n t e n d  pouvait 8 t r e  d i f fdnnc ié  en deux 

classes r l 'une retenue par la lect ine,  l ' au t re  retard8e. 

Regoecei e t  al., 1979 ont caract8risd t r o i s  types d'asialo- 

t ramfer r ine  préparés par chromatographie dwéchange d'ions, désialylation 

puis chromatographie dwaf f in i t8  su r  une colonne de lec t ine  hépatique, de 

lapin immobilisée r 

- l e  type 1 contient deux glycanms biantennéa 

- l e s  types 2- e t  3 contiennent un glycanne biantenné 

e t  un glycanne triantennd . 



Ces trois typos dt  aa i a lo t r ane fe r r im  d a g i s s e n t  dif fdremwnt avec diff6- 

rentes  lect ines .  La tableau VI p 66 donne un aperçu de leurs  in- 

teract ions  arec l a  lectine h6patiqru de lapin e t  la concanavaline A, 

I n  situ. l e s  trois types dtas ia lotranaferr ine ont des a f f in i -  

t6a d i f fbmntes  pour la l ec t ine  hdpatiqw de rat, D.ùanne e t  al., 1981 

ont 6tudi6 l ' i n t e r ac t ion  des t r o i s  as iklotranaferr ines  avoc des récep- 

teurs  de membrane purif ides  de fo i e  de rat. La f ig ,  19 p 67 mpd- 

sen* l e u r  f ixa t ion  sur les récepteurs hépatiques d 'bhwel l  : il fau t  

10 f o i s  plus de t ransfer r ine  typa 2 q w  de 3 e t  100 f o i s  p l u  de trana- 

f e r r ine  de typa 1 qua de 3 pour avoi r  la Ans quantite de protéine f ixée  

sur les ~mmabranea. Le8 constantes dta880eiation des t r o i s  types de 

t r amfe r r ina  sont donnbes dans le tableau V I 1  p 66 

& diff8rence d 'a f f in i té  entre  les tm.mferrinea type 2 e t  

typa 3, qui  posaadent en  f a i t  l e s  mêmes t m a  de glycannea, pourrait  ê t r e  

due B un arrangement s p a t i a l  diffdront des t r o i s  galactose terminaux, h 

une var ia t ion  dani, l e  site de f ixa t ion  de la par t ie  1Y-ac&tyllactosaminiqui, 

suppl8mentaire ( ~ e g o e c s i  e t  al., 1979). 

3 - Endocytose da l 'aa ia lotransferr ine 
Pe 

Bsgoecei e t  al,, 1978 ont 6tudi8 la capacité du fo i e  de rat h 

f i x e r  e t  endocyter l t a s i a lo t r ans fe r r ine  huaainm. f i xa t ion  de I taaia lo-  

t raneferr ine au récepteur ep6cif iqw de la asnbram plasfiqua des hépatocy- 

tea n 'es t  pas suivie  d'un signal d'endocytose. La f ixa t ion  e t  ltendocytoae 

sont deux phénomènes dis t incta .  

La fixatiffa de l 'aaialotrcinsfesrine entrasne un ehangcsment de 

l ' é t a t  physique du récepteur (Klauaner e t  al,,lg00) puia, l o r s  de l'endo- 

cytose, e s t  m i s  en jeu un système de cooperation posit ive qui  dépendrait 



TABLEAU VI 

Interaction de. t roia  t y p a  dtaaialotraneferrine 

avec àiffbmntea lect ines ( Regoacr;i e t  al,, 1979) 

- 66 - 

hatua hbpatiqul. 

de lapin 

Tra~iafemh~a tSp. 1 0 

Tramferrina t~rpcr  2 O - 
Trani r far r i~ ,  type 3 + - 

+ t reia~nu par la bctina ; - t nonretenu par h laatina 

C 

I 

,= 

i 

Constante dtaaaociation Cons tante dt aeaociation 

22Q C 49 C 

Trsasfarriar type 1 1.5 x 10 .oh -1 6 1.3 x 10 mole -1 

Trawferrine type 2 1.4 x 10 meh -1 - 6  
8.2 x 10 saole -1 

@!!!Tfe-@ *na 3 l o l x 1 0  8 mala -1 4.8 x 10 m l e  -1 
.\LLL * r t  g l.i 

l 
' . .,.A 

TABLMU VI1 

Constantaa dtaasociation des t r o i s  types doaa ia lo t ranafe r rm 

ddtarniin8.a lorrs de leur intaraution avec 18s récepteurs doAshuell de 

aembrans purifiées de fo ie  da r a t  (Debanne e t  al., 1981) 



asialotransferrine ajoutée Cp mol1 

Fig. 19. Fixation des trois types d'aaialotmnsferrine humaine et 

de l'aaialotransferrine de lapin sur des membranes de foie de rat 

(~ebanne et al., 1981 ) 

(---: asialofe tuins ;o-o type 3;- type 2 2; w type 1 ; U s i a l o -  
transferrine de lapin) . 



de la quanti té de glycoprotéine endocytde (Debanne e t  al., 1981). 

Il ex i s t e  trois voies possibles pour la t ransferr ine ddsialylée,  

une f o i s  qu'elle e s t  endocytée au niveau du fo i e  ( Mac Farlane, 1983) : 

1 - El l e  e a t  endocytde avec son récepteur p o u  

Q t r e  catabolis8e 

2 - E l l e  e s t  diacytosde 

3 - El l e  e s t  t r a n a f e r d e  en pe t i t e  quanti té mais 

i n t a c  t e  dana les canaux b i l i a i r e s ,  

Noua ne d6tai l lerons pas l a  dernihm voie dam laquelle l'hépatocyte 

n8es t  paa impliqué. 

a + Catabolisme 

L8asialotransferr ine a u i t  l a  voie classique lyaosomiale 

des autres  glycoprot6ines déaialyl6es en mie d t8 t r e  catabolisee (Harford 

e t  Ashwell, 1982), 11 e s t  possible que l8 in t e rna l i s a t ion  des endosomes, 

v6sicuiea d'endocytose, de la t raaaferr ine e t  de son récepteur, au 

niveau des lysosomes ndce8site un signal in t r ace l lu l a i r e  ( Tolleshaug 

et a l  1981). Mac Farlane, 1983 a proposé un modèle schématisant l e  cata- -9 

boliame des asialoglycoprot6ine~~[~i~. 20 p 69). 

D'aprha Begoeczi e t  al., 1978 , l e  récepteur de l a  tram- 

fer r ine  ddsialylde e s t  ensuite d u t i l i s d  , 

Tolleshaug e t  al., 1981 ont dtudié le comportement de l 'as ia-  

lot ransferr ine de typo 3 après son endocytose. Ils ont observé que c e t t e  

glycoprotéine pouvait suivre un chemin appel6 diacytose diffdrent  de l a  

, voie lyaosoaiale, L'asialotranaferrine de type 3 e s t  associée avec des 



0 
Lysosome 

Recepteur 

he pa tique 

Fig. 20,Catabolisme des glycoprotéines désialylées d'après 

Mac Farlane, 1983. 



endoaomes diff6ranta de ceux daatinds au catabolisme (Debanne e t  Regwcei, 

1981) . Le demi-vie de la  diacytose e s t  de 20 minutes ( Tolïeshaug e t  al., 

1981). Elle na f a i t  l 'ob je t  d'auouns attaqua prot6olytique ou de sé jour 

dans l e s  lyaoeomes ( Schneider e t  al., 1981). Les diacytoaomes ne provien- 

nent n i  du Golgi, n i  des lysosomes ou de la membrane plasmique (Debanne 

e t  a l  * 1982). 

Los s i t e s  de f ixat ion de l las ia lo t ranr fer r ine  sont s i tués  su r  

la surface cytoplasaiqw der diacytoaomos, La glycoprotdine e s t  e n m i t e  

réintégré dans la circulat ion aanguina. 

Wgoecci et al., 1982 ont constate que l o r s  de son retour 

dans l a  c irculat ion l 'as ialotraneferr inn de type 3 injectge h fa ib le  dose 

6 t a i t  partiellement resialylée.  Leurs calcule ont déterminé qu'une àio16- 

cule de tranaferrine sur quatre é t a i t  resialyléa.  La resialylat ion semble 

atm une conuéquence de l a  diacytose. 

L'asialotranaferrine s u i t  deux voies esasnt ie l les  aprhs son 

in terna l i sa t ion  dans les hépatocytcls. & l l e  e s t  s o i t  catabolisée dans l e s  

lysosomes, s o i t  diacytosée e t  recyclée dans la circulation sanguine avec 

reaialylat ion part ie l le .  La fo ie  semble jouer deux rdles r dans l e  cata- 

bolisme de la transferr ine ddsialylée e t  dans la réparation de la mol6- 

cule, en la rseialylant ,  en vue d'un retour dans l e  sang. 

B - Interaction de la  sérotransferrine e i a l s l ee  avec 

les  h6Datocvtes 

Le f e r  e s t  trisnaferrd du sang au fo ie  par  l t intsrmédiaire de 

la  sérotransferrine, dans l e  but d 'être stocké au niveau de la  f e r r i t i ne .  



C'est au niveau du f o i e  que se  trouvent les pr incipales  réserves de 

f e r  de l'organisme. 

D'aprbs Finch e t  a&. , 1975 la lr4rotranaferrine ne l i v r e  son 

f o r  qu'aux ce l l u l e s  parenchynurteuaes du f o i e  . 
1 - Mise en Bvidence d'un récepteur 

Gardiner e t  Morgan, en 1974, ont m i s  en évidence une f i xa t i on  

sp8ciffque de la  t raaefe r r ine  aux hépatocytes. L'existence d'un récepteur 

a 6td démontrée par Van Bockxmeer e t  a l .  ,en 1975 puis par Grbnlich e t  alt, 

en 1979. Ces derniers confirment en outre, quo le8  s i t e s  spécifiques de l a  

sdrotranaferrine s i t uds  B la surface des ce l l u l e s ,  ne représentent qu'un des 

moyens par lesquels l'hdpatocyte put incorporer l e  f e r  : des phénomènes 

de dif fusion peuvent, par a i l l eu r s ,  in te rven i r  mdms dana le  cas du f e r  l i é  

A la tranaferrine.  

Young e t  Aisen, 1980 e t  1981, ont  é t a b l i  que l e  nombre de 

moldcules de t ransferr ine  f i rdaa  par llhdpatocyte é t a i t  de 37.000, Morley 

+ 
e t  al., 1983 ont détermin6 qu ' i l  y ava i t  31.000 - 17.000 molécules de 

d c e p t e u r  sp8c i f iqw par hépatocyte de r a t ,  avec une constante de disso- 

c i a t i on  da 0.3 x 10 œ7 io l / l .  

2 - In te rna l i sa t ion  ou non de l a  t rans fe r r ine  ? 

Comne dans le cas des ré t iculocytes ,  il semble que le  pmbEhe 

de l î i n t e r n a l i s a t i o n  ou non de l a  t ransferr ine  dans l e s  hepatocytes ne s o i t  

pas résolu. 

Milson e t  Eatey, 1979, montrent que seule l a  t rans fe r r ine  

dénaturée e s t  pinocytée. P.lus rdcemment, l e s  études de Morley e t  a l , ,  3983 

suggérent que la t ransferr ine  n 'est  pas in ternar isée  pour l e  t r ans fe r t  

du fe r .  



Cependant, pour Munro e t  Linder, 1978, l 'absorption du f e r  

implique la penétration de la  t r amfe r r ine  dans les cel lules .  Grohlich 

e t  a l , ,  1979 confirment c e t t e  hypothbse, 

Octave e t  al.,en 1983 ont proposé un schéma d ' in te rna l i sa t ion  a 

de la t ransferr ine dans les hépatocytes e t  l ea  fibroblastes.  La t ransferr i -  

ne se f i x e r a i t  B son récepteur spécifique membranaire e t  le complexe forme 

serait internalied.  Le relargage du f e r  a u r a i t  l i e u  dans un compartiment 

ce l lu l a i r e  acide,  puis l a  t ransfarr ine apo r e t o u m r a i t  h l a  surface de la 

c e l l u l e  e t  s e r a i t  n l a c h é e  dans l e  milieu e x t r a c e l l u l a i n .  ( ~ i g .  2 1  p 73). 

b a  études de cea auteurs, 1983 b, précisent en outre  que le 

fer ne s e r a i t  pas reîach6 dana le8  lysosomes mais au niveau de vdsiculea 

d'endocytose acides appelées endosomee ou réceptasornes e t  dont l e  p E 

in te rne  a e r a i t  voisin de 5 .  

3 - Comparaison entre  ----Z l e s  interact ions  de la  sé ro t r ans fe r rho  
-a-- - .-----=--- 

avec l e , ~  h - p e c y t e s  -- e t  les 2 $ t i c u l o c e  - -------&.=Z---- 

Il ex i s t e  des simili tudes en t re  la f ixa t ion  de la t ransferr iw,  

aux hépatocytes e t  la f ixa t ion  aux r$ticulocytes, 

La constante apparente d 'équil ibre ddterminée pour l*aasocia- 

-1 t ion  de l a  t r a m f e r r i n e  aux hépatocytes e s t  de 1.6 x 10 1.iol ( ~ i s e n  

1983). la valeur correspondante pour l e i  d t i o u l o c y t e t ~  est de 1.10 1 , io l  -1 

(van Bockxmeer e t  al., 1978), En outre, l e s  temps moyens d ' interaction de 

la  t ransferr ine avec l e s  hépatocytes sont  voisins de ceux déterminés pour 

l e s  ré t iculocytes  ( ~ i s e n ,  1983). 

La f ixa t ion  du f e r  par l e s  ce l lu l e s  du f o i s  e s t ,  comme pour l e s  

jT . rdticulocytes,  ddpendante de la  température, Linéaire avec l e  temps e t  e l l e  
1 
I I  *, , ' ,  

s'accdlbre avec lqaugaientation de l a  concentration de la  t ransferr ine (young 
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Fig. 21. Schéma d'intsrnalisation de la transferrine dans les hépatocytas 

en culture d'après Octave et al., 1983 ô .  



Cependant, aucune preuve n'a e t6  apportde quant h l ' i d e n t i t é  

éventuelle des deux dcep teu r s .  De plus l'hdpatocyte diffa-  du réticil- 

locyte s u r  un point e s s e n t i e l  : il s e r t  a u s s i  bien de donneur de fer  

que d'accepteur. 

4 - Existe-t-il  un récepteur - 
zapo t r ans fe r r i ne  ? -- 

Young e t  Aisen, 1980 ont démontre que l 'apotransferr ine  inhibe 

l m  t r ans fe r t  du f e r  de l a  t rans fe r r ine  d i fe r r ique  aux hdpatocytes. Un rd- 

cepteur sp6cifique de l 'apotransferrine s e r a i t - i l  impliqué dans l ' i n t e r -  

act ion apotransferrine-hépatocyte ? 

Young e t  biaen, 1981 ont examiné la  f ixa t ion  de l 'apotrans- 

fe r r ine  aux hdpatocytes dans un milieu totalement dépourvu de f e r ,  Leurs 

conclusions sont  les suivantes s 

- la t ransfe r r ine  satude so f i xe  aux hépatocytes 35 foia  

plus fortement qw l 'apotransferrine.  

- des concentrations f a i b l e s  de t ran8ferr ine  d i fe r r ique  

suf f i sen t  B abo l i r  la  f ixa t ion  de l 'apoprotdim. 

- aucun récepteur spécifique préférant la forme sans f e r  

B la f o m  saturée d. la  t ransfe r r ine  n'a pu 8tre m i s  en évidence, 

Ces r é su l t a t s ,  en accord avec ceux de Baker e t  al., 1980 e t  

ceux de Morgan, 1980, semblent indiquer qu8 il n'existe pas de récepteur 

spécifique de l 'apotransferr ine  sur l e s  hépatocytes. 

5 - Conclusion 

Les hépatocytea, comme l e s  rdticulocytes,  contiennent des 

récepteurs spécifiques de l a  t ransferr ine .  Cependant, l e s  récapteurs des 



hépatocyteri, m h ~ ~  s'ils ont des peints communs avec ceux des ré t iculocytes  

servent de donneur e t  d'accepteur de f e r  : en effet dans les rét iculocytes  

le fer e s t  nécessaire B la synthbse de l'hbme e t  ne r e s so r t  pas de la 

ce l lu le ,  tandis qw pour les hdpatocytes le  f e r  e s t  destiné au stockaga 

au niveau da la f e r r i t i n e  maia do i t  rester disponible pour tout beaoin 

de 1 ' organisme. 

Lo problème de l ' in te rna l i sa t ion  de la t ranaferr ine est tou- 

jours taoulevé Bien que de nombreux arguments soient  en faveur d'un t e l  

processua. Aucun d c e p t e u r  de l tapotransferr ino n'a pu ê t r e  m i s  en  

h idence .  

III - AUTRES DITRRACTIONS DE LA T ~ ~ N B  AVEC LFS CELLULES 

h s  récepteurs de la  t r a m f e r r i n e  s i t ués  sur d'autre8 cel lules ,  

provenant de d i f fé ren ts  organes, ont étd a i s  en bvidence. S ' i l s  n'ont pas 

tous étB i so l é s  e t  caract6risés,  les preuves de l eu r  existence ont cepen- 

dant d té  apportées. 

Im tableauVI11 p 76 &capitule les di f fé ren tas  ce l lu l e s  sur 

lesquel les  le récepteur de la tranaferrine a pu 6tra m i s  en Bvidence. Nous 

ne détai l lerons pas l ea  m8canisaus qui en t ren t  en jeu l o r s  de l g in t e rac -  

t i on  de la t ransferr ine avec ces cellulem. Xl fau t  préciser  cependant que 

les cul tures  de ce l lu lea  foun ia sen t  dea modbles intéressants  s u r  leaqueks 

l e  t r a v a i l  e a t  parfois  plus f a c i l e  quo s u r  l'animal en t ie r .  

IV - COICLUSION 
Les mQcanismea m i s  en jeu 1s- des interact ions  de la tram- 

ferrincr avec l e s  ce l lu l e s  ne sont pas simplea. 



Hise en dvidence de récepteurs de la  s6rotranaferrine 

sur  différentes  cellulea. 

Cellules RBfBmncss 

Cellules du placenta 

Cellules de la moelle osseuse 

Lymphocytes act ivés  

Cellules leue6miques Brythmcytaires 

de Briend 

Cellules rénales de r a t  

Callules canc6muass du poumon 

Fibroblastes d'embryon de r a t  

Fibroblastes huinains 

Autres lignées ce l lu la i res  

humaine a 

Lignée ce l lu la i re  K562 

Galbraith e t  al., 1980 a,  c 

Lah e t  al., 1980. 

Kailis e t  Morgan, 1974 

Begoecei e t  al,, 1980 

Philips , 1976 

Galbraith e t  al., 1980 d, e 

Hu e t  al., 1977 

Fernandes- Pol e t  Klos, 1980 

Faulk e t  al., 1980 

Octave e t  a l , ,  1981 

Ward e t  a l , ,  1902 

Hamilton e t  al., 1979 

Larrick e t  Cressuell, 1979 

Galbraith e t  al,, 1980 b 

Salomon, 1980 

Tes ta e t  al., 1982 



Dans le  cas des réticulocytea,  si le d c e p t e u r  da l a  trane- 

fe r r ine  a pu ê t r e  synthbtieé i n  v i t r o  ( Schneider et al., 1983) il exis te  

toujours deux hypothbsea concernant l e  transport  du fer .  Même b i 'hauro 

a c t w l l e ,  H a t  e t  G l a s s ,  1983, aoutisnnent le  fai t  q w  la  t r amfe r r ine  

ne pénbtre pas dans le ré t iculocyte  tandis  que Iacopetta e t  Morgan, 1983, 

défendent 18hypoth8se de l a i n t e r n a l i s a t i o n  de l a  transferfine.  

Ce problbme sa poee dgalement dans le cas de l ' in te rac t ion  

de l a  t ransferr ine s ia ly lée  avec les hépatocytes. 

L'interaction de lDasialotransf 'err ine avec les h6patocyte8, 

au niveau des récepteurs deAshwel1 est un ph6nomène intéressant .  En e f f e t ,  

la  par t ie  glycanniqw de la glycoprotdine joue un rale important dans la 

reconnaissance de la  tnursferr iao par le dcep teu r .  Celui-ci possède plus 

d 'a f f in i tb  pour les st ructures  glycanniques t r i a n t e n d e s  que pour l e s  

s t ruc tures  biantenn8es. 

La diacytose e s t ,  de plus, un mdcanisme caractér is t ique du 

fo i e  qu i  vient  s 'a jouter  à ce lu i  d8jà bien connu du catabolisme des asia- 

loglycoprot6ines. Lors de la diacytose in te rv ien t  une res ia ly la t ion  par- 

t i e l l e  de leasialotranrferrincI ( Emgoecai e t  al.. 1 ~ )  qu i  retourne 

a lo r s  dans l a  c i rcu la t ion  sanguine. 
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MATER1 EL ET METHODES 



1 - PREPARATIOH DES VARIANTS GLYCUNIQUES DE LA SBROTWSFERRXNE HUKBIXE 

A - Préwrat ion de la  sérotransferrine humaine 

ion au rivanol - 

La a6rotranaferrins humaine @ut préparée b p a r t i r  dm la 

fract ion I V  de Cohn * qui e s t  précipitde au rivanol selon la technique 

de b o p  e t  Putnaa, 1967. In surnageant dialysé e s t  précipi té  A 5596 puis 

B 7C$ de saturat ion en su l fa te  d'ammonium. Le dernier précipitd obtenu 

e s t  dialyad, lyophilisé puis chro~atographié sur colonne da Q A E- 

Sé phadex. 

%omatoee sur  colonne de Q A E - Séphadax - - -  -- 
La colonne de Q A E - Sdphadex e s t  s t ab i l i s ée  dans un Campon 

T r i s  / H C l  0.01 M p H 8 renfermant du H a C l  0.1 If. Is précipitd au aul- 

f a t e  d'ammonium h 7 6  e s t  d i s a o u  danrr l e  tampon T r i s  / HO1 0.01 H. La 

colonne e s t  dlude par  le tampon de depart puis par des tampons T r i s  / 

H C 1  0.01 PI p H 8 renfermant de8 concentrationa croissantes en N a C l  

(0.2 e t  1 M). Les fract ions obtenues par l e  passage de ces t r o i s  tampons 

 ont dialysées, lyophilisées e t  analysées par élsctrophorbse e t  imaunoélec- 

trophoréso. 

- 

* La fract ion I V  de C ~ h n  noua a 6té  aimablement fournie par l e  Professeur 

Coudmand, du Centre Eaegional de Transfusion Sanguine de L i l l e ,  que nous 

remercions. 



B - hrd-rati on des variants nlscannfaues de la 

s6rotransferr%ne humaine. 

1 - C-aphie d ' a f f in i t é  sur  colonne de -- 

La colonne de concanavaline A - Sdpharose 4 B ( 10 nqq de 

concanavaline A / m l  de gel ; ~harmacia) est BquilibFée dana le tampon A r 

acdtate  de Ha 5 m Il; MnC121.M; M g C 1 2 1 i 1 1 ;  CaC121iW p H 6.9 (wong e t  a1.,1978). 

La t ranaferr ine e s t  dissoute daas le d m b  tampon. L0Blution des varianta e s t  

effectuée par le passaga dtua tampon B : tampon A contenant N a C l  0,1M, puia 

d'un tampon C : tampon B contenant de 18#- D- méthylglucoside 15 m#. Les 

f rac t ions  récupérées sont concentrées sur membrane immersible CX-10 (# i l l i -  

dessaldes sur colonne de Biogel P6 puis d i n j e c t d e s  séparément sur  

l a  même colonne. Lee f ract ions  reaycldea sont  h nouveau concentrées, dessa- 

l ée s  sur Bio-1 P6 puis lyophilis6ea. 

L. repdrage des f rac t ions  s 'effectue au spectrophotom8tre B 2 8 0 ~ 1 .  

~ia'cali-^ - nt- 

La colonas de concanavalino A - ültragsl ( 3 h 4 mg de conca- 

navalins A / m l  de g.1 ; 1 B P ) est Bquilibrée dans le taippon A. Les con- 

d i t ions  expdrimentales sont les dmss que c e l l e s  decr i tes  ci-dasaus, 

11 - ANALYSE l[riI14UWOLOGIQUE DES VARIANTS DE LA SEROTRANSFERRIWE: 

A - Préwra t ion  de l'immunsdriua antiaérotranaferrine 

L'antisérum est préparé au laboratoire  par  in ject ion intra-  

musculaire , h un lapin ( ~auve  de ~ o u r ~ o ~ n e ) ,  de adrotransferrine pure 



( 1 B 4 mg / 2 m l )  en présence d'adjuvant de Fraund (5ml). b s  in jec t ions  

sont répdtées quatre f o i s  h une semaine d l in t s rva l le .  Le sang, prélevé b 

la veine de l ' o r e i l l e  du lapin,  e s t  centrifugé puis l a i s s é  B 49 C une nuit. 

Le sérum obtenu, r iche en anticorps an t i t ransfer r ina  humaine, e s t  conservé 

con@318. 

Le t i tm de l 'antisérum e s t  dktermind par dosage de Mancini 

(&nuini  e t  al., 1965) e t  calcule  salon la méthode ddcr i te  par Becbr,1%9. 

B - fanunodiffusion radiale  

La technique u t i l i s d e  a étd décr i te  par Mancini e t  al., 1965. 

L'agarose (l$) (sigma, type II, Mddium EEO) e s t  p d p a r é  dans un l i t r e  de 

tampon suivant : Vhronal acide 0.8 gr Vdronal sodé 4,28 g p H 8.6, Le gel 

/U 
2 

(150 1 / cm ) contenrtnt de llantiadrum ant i t ransfer r ine  ( 1 , s )  e s t  coulé 

sur  une plaque de verre. Les produit8 h analyser ( 2 1 d'une eolution b P 
1%) sont d@posda dans des puits pratiqués h l'emporte-pibce dam l'aga- 

rose. Aprbs diffusion en chambre humide pendant 48 heures, l a  plaque e s t  

laves. sdchde e t  colorée au &act i f  b l'âmidoschwartz. 

C - f i P m u n o é l e c t ~ o ~ h o r ~  monodimensionnelle 

La mdthode a dtd décr i te  par  Scheideggsr en  1955. Les solutions 

protdiquea 21 analyser ( 2 1 de aolutions h 1%) sont déposées dans des f 
pui t s  réal isds  dans de l 'agar noble ( 1 ml / cm de plaque standard). La 

migration s 'effectue une heure e t  'demie b 30 vol t s ,  L'antisérum e s t  

a lo r s  in t rodui t  dams des gouttihres pratiquées dans l e  gel. Aprés diffusion 

48 heures en chambra huniidd, la  plaque e s t  lavée, séchée e t  color6e au 

r éac t i f  b l'llniidoschwarto. 



D - Xmmunoélectro~horhse d n a f f i n i t 6  bidimensionnelle 

La techniquo e s t  réa l i sée  selon ~ d ~ - ~ a n s e n  et  al , ,  1978 e t  

Nicollet e t  al,, 1981, 

1 - Premibre dimension 

2 
La concanavaline A ( 1 B F ) ( 300 g/ca ) e s t  introduite 

dana l e  gel d'agarose (type II, m8diusi $ E O, sigrsa) h 16 dans l e  tampon 

Tris / H Cl 72 m H, Véronal sodd 24 m M, Lactate de calcium 0.4 ia M p E 8.6 

en présence des ions PinClp .  IiyC12, CaC121.". La piaque de verre (10xl0cm) 

e s t  recouverte de 15 m l  de gel contenant la lectine,  Les eolutions h ana- 

lyser : 3,&1 de sérotran8ferriiu pure (0,576; p/v) ou 3 p l de sérum humain 

(300 mg de transferrine / d l )  sont introduites dans 8 pu i t s  pratiqu6s 21 

l'emporte-pibce, L161ectrophorBae s ' e f f ec tw  3 heures B 10 vol ts  / cm dans 

un apparei l  LKB 2117 multiphor muni d'une plaque réfrigérante. 

2 - DeuxfBiaa dimension 
h---C=-- 

L8agaro8e u t i l i s e  pour l a  seconde dimension contient l l an t i -  

a6rum ant i t ransferr ine monospécifique (l$:v/v) e t  de 1'4 - B - méthylglu- 

coside (1s; P/v) (3a l i e r  e t  al., 1980) . La migration e s t  réal isée 18 heures 

h 2 vo l t s  /cm. Les plaques sont enouite lasr6es, sBch6es e t  colorées au 

réact i f  B 1'Aniidoschwarts. 

La pourcentage apparent de chaque pic a é t é  calculé par  ddcou- 

page e t  pesde de f iches cartonndee sur lesquelles chacun de8 pic%, obtenua 

par la technique d'8lectrophorèse d'immunoaffinité, a dtd reproduit. 



III - BTUDS D6 LA STRUCTURE DES GLYCJUNES DE La 3 K F t O T W S F ~ ~ E  

HUHAXNB El! DE SES VARIANTS. 

A - PréDaration des ~ t ï ~ c o ~ ~ t i d m s  de la  sdrotransferr ine 

t o t a l e  e t  des variant8 

b8 glycopeptidee de la  sérotransferr ine e t  des var ian ts  

glycsrnniques sont préparés par hyârolyse pronasique des glycopro te ines  

dfiaprbs l e s  procddds ddcr i t s  par Spik e t  Montreuil, 1969 e t  Spik e t  a1.,1974. 

Ils sont  pur i f i8s  pu gel f i l t r a t i o n  s u r  colonru de Biogel P6. 

B - Practionosment dea u l ~ c o m ~ t i d e e  de la sérotranaferr ine 

humeine wtr chrometocrraphie df ia f f in i t6  

Les glycopeptidea sont  frautionnda sur colonne de concanavaline 

A - Sépharose 4 B ( 10 mg de concanavaline A/ ail de gel; ~ h a r n a c i a )  d'après 

l e  protocole ddcr i t  par Krusius e t  el,, 1976. Ils sont dissous dana le  

tempon acétate  de Ha 5 d4; MgC121dl; I<nC12Lin; CaC12mM; p H 5.2. k colonne 

e s t  iqu i l ib rée  dansr ce dmo tampon (tampon A). L'élution des f rac t ions  

g1ycopepi;idiquee e s t  réal isde par l e  paesags du tampon B : tampon A con- 

tenant H a C l  O,lM, puis par le paasam du tampon C : tampon B contenant de 

1 4 -%md t h y l g l u c o p y r ~ o s i d e  0,015M. 

Les f ract ions  obtenue8 aont repdrées par dépbt sur plaque de 

s i l i c e  e t  révalat ion h l l o r c ino l  sulfurique (200 mg dlorcinol  dans H2S04 20$) 

Les fract ions  dluées par l e  tampon contenant 1kd- D- m6thylglucoside sont 

rep8rdee par chrometographie en  couche mince en u t i l i s a n t  l e  solvant rapide 

n - Outanol / éthanol / eau / acide acétique / pyridine (10 r 100 : 30 : 3: 

10 ; v/v) ( Bayard e t  al., 1979). 



C - Etude de la s t ruc ture  des ~ l ~ c a n n e s  

1 - Détermination dm la composition molaire der 
e. 

La méthode u t i l i a d e  a 6th dacr i te  par Zsnetta e t  al., 1972, 

A 1 m g  de glycoprot6ine ou 5 0 P g  de g1ycop.ptides sont  a joutas  1 0 p g  de 

m~so inos i t o l  (&talon interne)  ). 100pg/rl. Apris lyophi l isa t ion,  Le pro- 

d u i t  e s t  ba88cht5 sous P205 & 50Q C. k m6thanolyse o i t  réa l i sée  dam 

un microtube b d t i q u e m n t  fermé, par 1 m l  de C H O H / HC1 0.5 N pen- 
3 

dant 24 b u r e s  B BOQC. 

S ' i l  s ' a g i t  d'une glycoprot6ine il e s t  nécessaire de centr i -  

fuger e t  de dé l ip ider  B l 'heptano avant d'évaporer h chaud CH OH /XCL 
3 

SOUS azote. 

t résidu sec es t  r ep r i s  par  4 O P l  de CH2C12 e t  4 O r l  

dtanhydride tr if luoroacdtique,  chauffé 5 mn ). 150QC dans un bain de 

sable, r e f ro id i ,  puis Achauff6 5 m n  à 150QC. Les monosaccharides tri- 

fluoroac4tyl6s sont anafys6a en  chromatographie en phase gaeeuae 

(colonne de verre ( 0.3 x 300 cm) remplie de s i l i cone  O Y 210 B 5$ aur 

Varaport 30 *m4shu 80-100; température programmée de 90 B 220QC B ra i son  

de ~ Q C /  mn; üdbit de galt vecteur (asots)  10 ml/- ) 

2 - Libération des oligoeaccharidea - 
La l i be ra t i on  de la  pa r t i e  glycanniqua e s t  réa l ieée  par hydra- 

einolgse selon l a  m6thode déc r i t s  par Bayard et  Xontreuil, 1974 - l h g  de 

glycopeptides ou de glycoprotéine sont  placés deux jours sous P O ii 509 C, 
2 5 

L'hydrazine ( 5 0 0 ~  1 ) est ajoutée sous hot te ,  b tube scellé e s t  placé dana 

une étuve B 105 4 C pendant 20 heures, L'évaporation e s t  rdalishe mous azote. 



k s i rop  obtenu e s t  r incé deux f o i e  par quelqws gouttes de toluène e t  

séché, Ls rés idu e s t  place sous excicateur h H 50 concentré une nui t ,  
2 4 

puis r e p r i s  par  500 1 d'acide acétique k 596. La 801ution e s t  in jectée  f 
sur colonne do Biogel P2 équilibrée duui l ' ac ide acétique 1s. Les 

oligoaaccharidea sont Blu6i aprbs le volume mort da la colonne e t  le  

rmpdrage e s t  offectu6 par dép8t sur couche mince e t  r4vélation B l 'or- 

c ino l  sulfurique. 

b s  fract ions  mnfsraant  les glycannes sont rasaembl6es e t  

dvaporéea sons asote. Le résidu sec e s t  r ep r i s  pa r  400 1 d ' w  solu- I.L 
t i o n  de bicarbonate saturée e t  100 1 d'anhydride acétique sont a joutés  

en 5 f o i s  B 20 mn d'intervalle.  La solut ion obtenue e s t  in jectée  s u r  une 

colorne de Biogel P2. Les f ract ions  contenant l e s  glycannes sont concen- 

t r é e s  B un volums déteminé.  

La f rac t ion  hydrasinolysde e s t  chromatographiée en couche 

mince sur  plaque de s i l i c e  en présence de solutions témoins, La migra- 

tion s 'effectue dans l e  solvant de Bayard e t  al,,  1979. Le8 oligosaccha- 

r i des  l iberes  par hydrazinolyae sont d v é l 6 s  h 180rcinol  sulfurique. 

3 - Micromdthylat& 

La mdthylation ne p u t  6 t r e  effectuée que sur des glycopep- 

t idea  ou des of igosaccharides réduits. 

a - Réduction 

1 m g  d'oligosaccharides sont mis en contact, 24 heures, avec 

I m l  de solution de K fi E ( 1  m g /  ml). La réaction e s t  a r rê tée  par  
4 

addition de r b i m  Dowex 50 x 8 ( 25-50 aesh), La solut ion e s t  f i l t r é e  

sur la ine  de verre, dvaporée b sec sous vide puis repr ise  5 f o i s  par  



, v v e t  Bvaporé. Le produit r ep r i s  par 1 m l  d'eau C H30H / CHJCOOH (9921. / 1 

e s t  dessalé su r  colonne de Biogel Pz. 

b - Microméthylation 

Lors de la microméthylation cer ta ines  pdcaut iona élémentaires 

sont  h prendre : 

- n ' u t i l i s e r  qua de l a  va i s se l l e  rigoureusement propre e t  

lavde au sulfochromiqua chaud. Ne r incer  qua8  l 'eau permutée puis B l ' eau  

m i l l i  Q. SBcher complètement 31 l 'étuve. 

- le produit B mBthyler do i t  â t r a  sec. Il e s t  conseillé de 

commencer la  méthylation dès que l e  produit s o r t  de lyophi l isa t ion,  

- u t i l i s e r  de l 'eau m i l l i  Q l o r s  des extractions.  

- l e  bain de aonication do i t  8 t r e  8 la température de la piàce* 

En cas de surchauffe du bain l o r s  de l a  premi8re sonication changer l'étfra- 

no1 ou a jou t e r  de l 'é thanol  f ro id  pour l a  deuxième sonication. 

La mdthylation e e t  dal ieréa  selon un protocole déc r i t  par 

Pinne e t  al., 1980. Le produit h méthyler ( 1 0 0 ~ ~  de g lycoppt ides  ou 

daologoaaccharidea rédui t s )  e s t  lyophil ish dans unn pipe t te  in t rodui te  

dam un tub. h méthanolyse- 100,Ul de DE30 (diméthylsulfoxyde) sont a joutés 

sous azote. La base de ni6 thylat ion (méthyl su l f  inyl-pota8sium carbanion), 

qui  a é t é  préalablement chauffée B l 'étuve h 37Q C, e s t  ajoutée ( 1 0 0 ~  1 )  

sous azote. Le tube e s t  bouché hermdtiquement , m i s  h soniquer 1 heurs 30 ma 

puis congsfé - 2 0 0 p 1  d'iodure de mdthyle sont ajoutés avant une deuxihme 

sonication d'une heure, 

Les extract ions  sont réa l i s&es  par l 'addi t ion dans un pmmier 

temps de 500 1 deeau m i l l i  Q f roide,  de 1 h 2 cristaux de t h i o s d f a t e  e t  B 



de 300 1 de c h l o r o f o ~ .  La phase chloruforiiqut~ infér ieure e s t  p d l e d e  r 
tandia qw la phase aqueuse e s t  conservé8 pour deux extractions suppléwn- 

taires avec 500 1 de chloroforme. Lus phases chloroforiniquee sont lavées r 
5 f o i s  par 1 m l  d'eau m i l l i  Q . L'excbs d'eau restante  e s t  absorbe par du 

su l f a t e  de sodium. La solut ion e s t  f i l t d e  sur la ine  de verre, l e  f i l t r a t  

e s t  ensuite évapod sous a to te  puia lyophilisé pour Bliminrr toute trace 

de DMSO. La méthanolyse du produit adthyld e s t  réaliade par l 'addition de 

100 1 de CH OH / EC1 0.5 EJ, 24 heures b 800 C. Aprhs évaporation h sec, P 3 

20,ü.l de pyridine e t  5 0 f 1  d'anhydride acétique sont ajoutdi. Le tube e s t  

placé A lOOQ C 15 mn, agi té  puis replacd B lOOQC 30 m. Il e s t  enfin 

Bvaporé pour 8 t m  repr i s  par une quantité determinde de CH OH, 
3 

Le8 glyeannea mdthylés e t  ndthanolya6s sont analysés en chro- 

matographie en phase gaseuse couplde h la  apectromdtrie de masse d'aprbe 

l a  technique de Fournet e t  al., 1982. 

4 - Résonance Magnd tique Nucléaire 

L'analyse en W H 5 0 0  MHzdes glycopcrptides a ét6 réal isée 
U 

dans l e  laboratoire du Profosaeu. Pliegenthart B Utrecht, La résonance 

nagabl&q~ mUairri du pr~)..t;~lb e s t  rd:&bh rus g3p0pBti:ha prdala- I 

effectuée sur un appareil  Biuker HX500 à 500 3ïBz opérant en t r a n a f o d e s  r 
-- 

de Fourier. Les déta i l s  expérimentaux sont décr i t s  dans l e s  revues générales ; 

de Vliegenthart e t  al., 1981 e t  1983. 



I V  - BTm>E Dl3 L 8 ~ T E B b C T I 0 X  DES VARIANTS DE LA SEROTEANSFERRINE: 

AVEC LES RECEPTEURS MBMBRBNAIRES* 

A - Matériel  

Les varianta de l a  sérotransferr ine  sont préparés par chro- 

matographie d8a f f in i t 6  de l a  sérotransferr ine  s u r  colonns de concanavaline A. 

Le8 sérotransferr inea humaine e t  de lapin  sont  u t i l i sdea  comme témoins l o r s  

des in te rac t ions  avec les récepteurs, 

B - Ddsialvlation de8 a l ~ c o v r o t é i n e s  

Les var iants  t rans fe r r in iqwa a i n s i  que la sérotransferr ine  

humaine t o t a l e  ont é td  déeialylés  sur une colonne de neuraminidase i so lée  

de Cloatridium mr f r inmna ,  type VI-A, inso lub i l i sée  su r  b i l l e a  d'agarose 

(sigma, r f q ~ -  5254; 1 uni t6  pour 1,6 m l  de gwl). L'hydrolyse e s t  r é s l i s ée  

en c i r c u i t  fermé B 37Q C pendant 6 heures dans le  tampon c i t r a t e  0 , l  M 

p B 5,1, Le pourcentage de d6aialylation e s t  controlé par  analyse en 

chromatographie en phase gaeeuae. 

c - f i r ~ u a n .  par 59 ~e 

b marquage radioact i f  des glycoprotéines e s t  r éa l i s é  par 

sa tura t ion  de8 apoprotéines par du 59 Fe ( 3 20 m C i  /ag s o i t  3.710 7 

5 9 Bq/ml ,  1 m ~ i / m l ;  Radiochernical Centre, Amer8han). La quant i té  de f e r  Fe 

ajout66 e s t  de 1 . 6 p g  par mg de protéine en pr6sence de tampon c i t r a t e  / 

bicarbonate O, lM p H 8,6. Le f e r  ajouté sous forme de c i t r a t e  ferr ique 

e s t  en solut ion dans H C l  0,lN qui e e t  neu t ra l i sé  par la  quanti té nécessaire 

de NaOH 0,lN au moment du marquage, La sa tura t ion  s 'effectue h température 

ambiante pendant deux heures. La solution e s t  desaalee su r  colonne de 

Dowex 1x4 (200x400 mesh) a f i n  d'éliminer complètement l e  f e r  l i b r e  res tan t ,  



La radioact ivi td  spécifique e s t  ddterminde p a r  mesure précise 

au spectrophotomètre de l a  densit8 optique de la solut ion de protéine 

marquée, e t  par  l e  comptage d'un aliquote de 10 1 de la solut ion sur r 
un compteur da radioact ivi té  gamma ( ~ u t o l o ~ i c )  

D - Interact ion t r a n s f e r r w - r é t i m i l o c ~ t e  

t iculocytes  ,- 

L'enrichissement du sang en rét iculocytes  e s t  obtenu en an6miant 

un lap in  par phl8botomie. Quatre saignées h la veine interne de l ' o r e i l l e  

sont réal isées  toue l e8  deux jours, h ra ison de 25 m l  de sang p d l e v é s  

par  kg de lapin.  Le dernier  prélbvement e s t  effectué sur héparine (10 unités/ 

m l  de sang). Le sang e s t  centrifugé 10 an h 600 g, Le culot de ce l lu les  

rouges ea t  lave t r o i s  f o i s  par le tampon de Hank's e t  Wallace, 1949, pB 7,35 

e t  dont la composition e s t  la suivante :NaCl  8 dl: KC1 0.4 dl; CaC12 sec 

0.6 dl; Na HC03 0.35 dl; Glucose 1 dl. 

Le culot  contient l e s  ce l lu l e s  rougss enr ichies  en  d t i c u l o c y t e a  

(20 à 30 $ a l o r s  que le taux normal e s t  de 0.5 A 2 $), 

2 - Incubation 

b s  incubeitiona des dif fdrents  var iants  sont réa l i sées  h 37Q C 

dans l e  tampon de Bank's e t  Wallace contenant de la  sdrumalbumine bovine 

( S A  B) 1%. avec uos concentration en protéine de 750 nM ( 60rg/ml). les 

8 incubats contiennent 1,8 x 10 d t i c u l o c y t e a  /ml. 

Des aliquotes sont prdlevéa au temps zéro e t  à des teaps déter- 

minés. La réact ion est  a r d t é e  par 100 volumes de tampon froid,  Les ce l lu l e s  

sont  lavdes e t  centrifugées 10 mn B 600 g, t ro ia  f o i s  avant d 'être comptées 

s u r  un compteur de rad ioac t iv i té  gamma ( ~ u t o l o ~ i c )  . 



E - Interact ion t ransferr ias-  hha tocy te  

1 - Pré'pararsion des &*tocytea --- 
* 

b s  hépatocytes sont i so l é s  B p a r t i r  du f o i s  de rat hihistar 

(200 g)par une technique de perfusion par  la  co l l a&naae (~e~ len .  1976). Le 

++ 
fo i e  e s t  tout  d'abord perfusd par le tampon de Bank's e t  Wallace sans C a  , 
puis pa r  le  nieme tampon contenant de ltW=TA 0.5 mM. Aprèa rinçago par l e  

++ 
tampon i n i t i a l ,  l e  f o i e  e s t  parfua6 par le tampon contenant du Ca 5 mM 

e t  l a  collagénase 0,0& (type I V ,  ne C-5138; Sigma ). h s  ce l lu l e s  

aont dissociées avec une lame de raso i r ,  filtrees puis centrifugées tlt 40 g 

pendant 10 m. El les  sont lavées deux f o i s  p a r  l e  tampon contenant du 

caCC 2,7 mM e t  da l a  sérum albumine bovine l$, e t  centrifugées en t r e  cha- 

que lavage. 

Im pourcentage de ce l lu l e s  vivantes e s t  déterminé p a r  colora- 

t ion  au bleu Trypan. 11 e s t  de 8G$ minimum, 

2 - Incubation - 
Les incubations des varianta sont réa l i sées  $ 379 C dans l e  

tampon de Hank's e t  Wallace contenant de l a  s~~ albumine bovine 1$ avec 

une concentration en protéine de 750 nll ( 6 0 ~  g/ i l ) .  Les incubats contiennent 

7 1.5 x 10 hépatocytes / m l .  

Des al iquotes  sont prélevés au tempe eéro e t  h des temps déter- 

minés. h réaction e s t  a r rê tée  par  100 volun188 de tampon froid. Les ce ï lu l e s  

sont lavée8 et centrifugées 3 mn h 40 g, t r o i s  f o i s  avant d 'être comptées 

sur un compteur de radioact ivi té  gamma ( ~ u t o l o ~ i c ) .  



RESULTATS i-- 



STRUCTURE DES GLYCANNES DE L A  SEROTRANSFERRINE HUMAINE 

En 1974, Spik e t  a l , ,  e t  en 1975, Montreuil e t  Spik ont 

suggéré, sur  la baae dea rapports molaires des glycopeptides i s o l é s  par 

Blectrophorèae en  veine l iquide,  que la adrotransferrine humaine possé- 

d a i t  deux types de glycannes : l 'un de type biantennd, l ' a u t r e  de type 

t r i a n t e n d ,  La s t ruc ture  complhte du glycanne de nature b i e n t e d e  a été 

déterminée précèdement ( 3 ~ i k  e t  al. ,  1975) e t  confirmée en R,M.I .  (Ilorland 

e t  al., 1977), tandis  que c e l l e  du glycanne t r iantenne,  n'a pas é t é  tata- - 
lement Btablie. 

Noua avons u t i l i s é  l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  pour i a o l e r  

l e s  glycannes tr iantennés,  qui exis ten t  en quant i té  plus f a ib l e  que l e s  

glycannes biantennés, afin d'en dé terminer l eur  s t r u c t u e  par l 'applica- 

t i o n  de méthodes physico-chimiques. 

1 - PREPARATION DE LA SEROTWSPERRIIW HUMAINE* 
- - 

La chronietographie su r  colonne de QAESéphadex du précipi té  

obtenu B p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  I V  de Cohn, p d c i p i t é e  au r ivanol  e t  au 

s u l f a t e  d'ammonium B 7076, a fourni t r o i s  f rac t ions  dana l e s  proportions 

suivantes : 

- la  f rac t ion  A, 81$, e s t  Bluée par l e  tampon T ~ ~ S / H C ~  0,Ol.M; 

N a C l  O,llu,pR8, 

- la  f rac t ion  B. 135, e s t  éluée par le  tampon ~ r i s / ~ 1 ~ 1  0.01M; 

NaC1 0,2M,p'd8, 

- la  f rac t ion  C ,  676, e s t  dluée par l e  tampon ~ r i s / t f C l  0,OlM; 

N a C l  1 M,pH8. 



La fraction A s'est révélée homogène en électro?horèse en 

acétate de cellulose et immunoélectrophorèse. Cette fraction nous a servi 

de matériel de base pour les différentes Studes que noua avons entreprises. 

II - El'UDE DES GLYCOPEPTIDES SEPdRES PAR CHROMATOGRAPHIE: SUR 
-- - 

CONCANAVALINE A-SEHAROSE. 

La concanavaline A est une lectine qui reconnait spécifiquement, 

dans les glycannes des glycoprotéines, des structures internes tel le disac- 

charide Glc NAC(I -2)~an (~ebra~ et al., 1981) . La structure glycannique 
biantennée de la aérotransferrine qui renferme ce chaînon est reconnue par 

la concanavaline A. Cependant, la substitution des trois résidus de mannose 

du chaînon trimannosidique par un résidu de N-acétylglucosamine, de même 

que la substitution des résidus de mannose 4 ou 4 '  par un résidu N-acétyllac- 

tosaminique sialylé ou non, abolit complètement cette spécificité de recon- 

naissance . 
Ainsi les structures glycanniques triantennées et téfraantennées 

de la sérotransferrine, si elles existent, ne seront pas reconnues par la 

lectine. 

A - Chromato~ra~hie d'affinité des giscope~tides. 
La chromatographie d'affinité des glycopeptides pronasiques 

-- 

sur colonne de concanavaline A-Sépharose nous a permis d'obtenir deux 

fractions; le profil d'élution des fractions est donné dans la Fig. 22 p 92. 

La fraction A, 15$, non retenue par la lectine est éluée par 

le tampon acétate de Na 5 d; MgCl* 1 HnC12 1 mM; CeCl 1mM; NaCl 0,lM; 2 



0.54 d Me Glc  

Fractions 

Fig. 22,Fractionnement des glycopeptides de la sérotransferrine 

humaine sur colonne de concanavaline A.Sépharose. 

TABLEAU IX 

Composition molaire en monosaccharides des fractions glycopeptidiques 
de la sérotransferrine humaine, isolées par chromatographie d'affinité 
sur colonne de concanavaline ASépharose. 

* les rapports molaires des différents monosaccharides ont été 
calculés sur la base de 3 résidus de manncse. 

Fraction 

Glycopeptides totaux 

Glycopeptiae de la 
fraction h 

Glycopeotide de la 
fraction B 

Monosaccharides 

Gal Flan* Clc NAc NeuAc 

. 
2 ,38 3 3,68 2 ,37 

3,OÏ 3 5,19 2,85 

1.98 3 3.62 1.93 



La fraction B, 8596, retenue est éluée par le même tampon 

contenant de l'd- D - m6thylglucoside 15 mM. Les fractions A et B ont été 

rechromatographiées sur la même colonne afin d'éviter toute contamination 

de la fraction A par la fraction B. 

B - Composition molaire en monosaccharides des alycopeptides 
isolés. 

L'étude de la composition molaire des monosaccharides, déter- 

minée par chromatographie en phase gazeuse, a conduit aux résultats donnés 

dans le tableau IX p 92. 

Dans le cas des glycopeptides totaux de la sérotransferrine 

nous obtenons des valeurs telles que 2,38 Gal; 3,68 GlcNAc et 2,37 NeuAc. 

Ces chiffres ne correspondent pas h des valeurs entieres ce qui laisse 

supposer que les glycannes présents dans cette fraction totale ne possè- 

dent pas d~13structures homogènes. 

Par contre, la fraction A renferme des monosaccharides dont 

les rapports molaires de 3,07 Gal; 5,19 GlcNAc et 2,85 NeuAc, seraient 

en faveur d'une structure glycannique triantennée. 

Les rapports molaires en monosaccharides de la fraction B 

sont en faveur d'une structure glycannique biantennés. 

C - Etude des oligosaccharides libérés par hvdrazinolyse 
Les glycopeptides des fractions A et B ont été hydrazinolysés, 

ceci afin d'éviter que les résidus d'acides aminés des fractions n'inter- 

fèrent lors de la chromatographie sur couche mince. Les oligosaccharides 

libérés sont désialylés. 

Le schéma de séparation après chromatographie en couche mince 

et révélation à llorcinol sulfurique est domé dans la Fig. 23 p 94 6 



Fig.23. Schéma de la plaque de silice après chromatographie et 

révélation B l'orcinol-sulfurique des fractions glycopeptidiques 

A et B hydrazinolysées et désialylées, en présence des témoins 1.2 et 3. m 
LI CL^ i 
(-1 Structure des oligosaccharides standards utilisés comme témoins de 

migration : 



La fraction A renferme deux types d'oligosaccharides tandis que la fraction 

B , homogène, ne renferme qu'un seul type d'oligosaccharide. 

La mobilité du glycanne de la fraction B est analogue h celle 

du témoin 1 *, oligosaccharide désialyl6 biantenné ne possédant pas la 

N-ac~tylglucosamine 1 du point d'attache. L'absence d'un monosaccharide 

dans la structure du témoin suffit h lui donner une mobilité sensiblement 

plus grande que celle de l'oligosaccharide de la fraction B qui posséderait 

donc une structure glycannique biantennée . 
La fraction A renferme deux types d'oligoaaccharides dont la 

mobilité eat voisine de celle des témoins 2 et 3, oligosaccharides désia- 

lylés triantennés ne possédant pas la N-acétylglucosamine 1. Le témoin 2 

possédant la branche N-acétyllactosaminique liée en @ 1 4 )  sur le Inannose 4 

migre plus loin que le témoin 3 dont la branche glycannique est liée en 

(81 -6) sur le mannose 4 ' .  La fraction A renfermerait donc les deux types 

de structures glycanniques triantennees dont la séparation par chromato- 

graphie en couche mince est possible. 

D - Conclusion 
La chromatographie d'affinité sur colonne de concanavaline A- 

Sépharose a permis d'isoler deux fractions glycopeptidiques de la séro- 

transferrine humaine. 

La fraction glycopeptidique A renferme des glgcannes dont la 

nature semble être biantemée. Cette fraction homogène, ne renferme qu'un 

seul type de glycanne. 

* Nous remercions Monsieur Strecker pour nous avoir fourni les oligosac- 

charides standards provenant d'urines pathologiques. 



La f r a c t i o n  glycopeptidique B non retenue renferme des gly- 

cannes qu i  pourra ient  ê t r e  de type t r i an tenné .  Cette  f r a c t i o n  n ' e s t  pas 

homogène, e l l e  renferme deux types d 'ol igosaccharides q u i  ont  pu être 

séparés par  chromatographie en couche mince. 

III - DETERMINATION DE LA STRUCTURE D E 3  GLYCMNES TRIANTENNES 
-- -- 

Nous avons d6terminé la  s t r u c t u r e  des glycannes t r i an tennés  

de la  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine h p a r t i r  de l a  f r a c t i o n  glycopeptidique A 

par l ' a p p l i c a t i o n  des procédés de méthylation e t  de Résonance Magnétique 

Nucléaire. 

A - I d e n t i f i c a t i o n  des dér ivés  méthylés 

Les dér ivés  méthylés des monosaccharides ont  é t é  analysés  par 

chromatographie en phase gazeuse. Le diagramme des dér ivés  méthylés e s t  

àonné dans l a  Fig. 24 p 97 . Les rappor ts  molaires de ces  d i f f é r e n t s  dé- 

r i v é s  son t  donnés dans l e  tableau X p 97. 

La présence du dér ivé  ( 2,3,4,6) Me Cal r évè le  une désia-  
4- 

l y l a t i o n  p a r t i e l l e  des glycannes analysés.  Ceci s e  confirme par l e  f a i t  

que nous n'obtenons que 2,32 rés idus  de ( 4,7,8,9) Xe -NeuAcMe. Une 4 

valeur  de 2.05 NeuAc a v a i t  é t é  obtenue après  méthanolyse. 

Les rappor ts  molaires des dér ivés  (3,6) Ne Man, (3,4) Me Man 2 2 

e t  (3,4,6)  Me -Man, comparés à c e l u i  du dér ivé  (2,4) Ne Man p r i s  comme 
3 2 

base de c a l c u l ,  indiquent  que l e  glycanne de l a  f r a c t i o n  A e s t  de na ture  

t r iantennée:  nous obtenons des rappor ts  de 1,03 pour l'ecsemble des deux 

dér ivés  (3,4) e t  3.6) MepMan e t  do 0,90 dér ivés  de (3,4,6) Me Man pour 
3 

1 dérivé de < 2 , 4 ) ~ e ~ ~ a n .  Ces rappor ts  nous permettent d'exclure la  
" " 

présence d'un glycanne de s t r u c t u r e  t é  t reantennée . 
. *  



Fig. 24. Séparation des dérivés mé thylés  des monosaccharides présents 

dans l e  glycopeptide A par chromatographie gazeuse. L ' ident i f ica t ion 

des dérivés e s t  donnée dans l e  tableau ci-dessous. 

Iden t i f i ca t ion  e t  détermination des rapports molaires des 
ddrivés mdthylés des monosaccharides du glycopeptide A. 
Les ca lcu l s  ont é t é  r éa l i s é s  su r  l a  base d'un résidu de 
(2.4) MeêXan. 

Dérivés mé thylés 

pic  1 : ( 2.3,4.6 ) Me4- G a 1  
p ic  2 : ( 3.4.6) Me Man 
pic  3 : ( 2,4,6) Ma3--Ga1 
pic 4 : ( 2.3.4) Me3- Ga1 
p i c 5 :  ( 3 , 6 )  ~ e g -   an 
p i c 6 :  ( 3 , 4 )  Me,- Han 
p i c 7 :  ( 2 , 4 )  ne;- Man 
p i c 8 :  (3.6) Me2 -GlcNAcMe 
pic 9 : (4.7.8.9) Xe -Weu Ac Me 4 

Rapports molaires 

0.36 
O, 90 
1,10 
1973 
0.57 
0.46 
1 
3,60 
2,32 



la présence des deux dér ivés  (3,4) e t  (3.6) Me21an indique que deux types 

de s t r u c t u r e  t r iantennée  sont  présents .  

Nous avons ca lcu lé  l e s  pourcentages des deux types de s t r u c t u r e  

en nous basant s u r  les rappor ts  molaires des dér ivés  méthylés obtenus. 

Le glycopeptide A renferme 456 de g lycame de s t r u c t u r e  t r iantennée  dont 

l a  t roisième branche N-acétyllactosaminique s i a l y l é e  est  l i d e  en 1 , 4  s u r  

l e  mannose 4 , e t  5576 de glycanne de s t r u c t u r e  t r iantennée  dont la  t r o i -  

sibme branche e s t  l i é e  en 1 ,6  s u r  l e  mannose 4 ' .  

La présence de 1,10, rés idu  du (2,4,6) Me -Ga1 indique qu'au 
3 

moins 1 rés idu  d 'acide N-acétylneuraminique e s t  l i é  e n  2,J sur l e  &sidu 

de galactose.  Comme dans l a  s t r u c t u r e  glycannique biantennée c e t t e  l i a i s o n  

n'a pas été  mise en  évidence, nous supposons que l a  l i a i s o n  en 2 ,3  de 

e 
l ' ac ide  s i a l i q u e  s e r a i t  l o c a l i s é e  s u r  la  3 branche N-acétyllactosaminique 

du glycanne t r iantenné.  

B - Résonance Marnétique Nucléaire 

Les r é s u l t a t s  obtenus en RMN confirment l a  présence de deux 

s t r u c t u r e s  t r i a n t e r n é e s  dans l a  f r a c t i o n  glycopeptidique A non retenue s u r  

colonne de concanavaline A. Les déplacements chimiques du proton du Man-4' 

de 1.931 e t  de 4.862 e t  c e l u i  du Man 3 B-2 de 4.211 e t  de 4.251 s o n t  spé- 

c i f iques  de l a  présence de glycarnes avec une troisième entenne g re f fée  

respectivement en ( 8 1-4) s u r  l e  Man 4 e t  en ( /3 1-6 ) s u r  l e  Man 4 ' .  

D'après l ' i n t e n s i t é  des signaux donnés p a r  l e s  protons des 

2 Man, il e s t  possible de déduire que l e  rappor t  des deux glycopeptides 

e s t  de l ' o r d r e  de 6 pour 1. 

D'autre p a r t ,  d 'après l e s  r é s u l t a t s  de RT.N il e s t  poss ib le  

de déduire que l e s  deux rés idus  de galactose 6 e t  6 '  s o n t  s u b s t i t u é s  en- 



(4 2-6) par  un r é s i d u  d ' ac ide  N-acétylneuraminique a l o r s  que l e  Cal 8 

e t  l e  C a l  8 ' q u i  appa r t i ennen t  à l ' an t enne  supplémentaire  s o n t  s u b s t i t u é s  

e n  ( d 2-3) pa r  1 ' ac ide  N-acé tylneuraminique . 
Les va l eu r s  des  déplacements chimiques des  d i f f é r e n t s  mono- 

s accha r ides  du glycopept ide t r i a n t e n n é  possédant l ' an t enne  supplémentaire 

l i 6  e n  ( 1-4) s u r  l e  Man 4 o n t  é t é  p u b l i é s  précédemment ( ~ n d o  e t  a l . ,  1982) 

a l o r s  que ceux correspondant a u  deuxième type de glycanne t r i a n t e n n é  n 'ont  

pas é t é  pub l i é s  jusqu'à présent .  Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus en  

RE4N nous ont  donc permis de p r é c i s e r  l a  s t r u c t u r e  des  deux glycannes tri- 

antennés  de l a  t r a n s f e r r i n e  e t  d ' appor te r  des v a l e u r s  nouvel les  concernant 

l e s  déplacements chimiques des  protons des  monosaccharides d'un des deux 

tyoes  de s t r u c t u r e  t r i an t ennée .  ( Tableau XI p 100) 

IV- CONCLUSION 

La chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de concanavaline A 

nous a permis d ' i s o l e r  une f r a c t i o n  glycopept idique A de l a  s é r o t r a n s f e r -  

r i n e  humaine, non retenue pa r  l a  l e c t i n e .  Cet te  f r a c t i o n  c o n t i e n t  deux 

g lycopept ides  de na tu re  t r i an t ennée  dont  l e s  s t r u c t u r e s  on t  é t é  détermi- 

nées par  l e  méthylat ion couplée à l a  spec t rométr ie  de masse e t  pa r  l a  RMN. 

D'après l e s  r é s u l t a t s  de méthylat ion,  il sembla i t  que l e  gly- 

copept ide t r i a n t e n n é  dont l ' an tenne  supplémentaire  e s t  l i é e  en  (P 1-4)  

r e p r é s e n t a i t  45 % de l a  f r a c t i o n  A ,  t a n d i s  que l e  glycopept ide dont 

l ' an t enne  e s t  l i é e  en  ( p  1-6) r e p r é s e n t a i t  55 % de l a  f r a c t i o n  A. En f a i t ,  

l e s  r é s u l t a t s  du RKN nous montrent que l e s  rappor t s  r e s p e c t i f s  de ces  s t ruc -  

t u r e s  son t  de 6 Four 1. Nous avons de p lus  démontré que l ' a c i d e  N- acétylneu- 

e 
raminique e s t  l i é  e n  ( 4 2 - 3 )  s u r  l e  ga l ac tose  de l a  3 ,an tenne ,  



Analyse e c  RMN à500 de l a  f r a c t i o n  A glycopept idique de l a  s e r o t r a n s f e r r i n e  
non re tenue  s u r  colonne de concanavaline A  tude de des déplacements ch in iques  
des d i f f é r e n t s  groupements p ré sen t s  dans l e s  monosaccharides c o n s t i t u a n t s  l e s  
glycopept ides  , p a r  comparaison avec ceux de g lycopept ides  e t  d 'o l igosacchar ides  
témoins ). 

l Groupe- 
ments %sidus  
p r é s e n t s  

a Déplacements chimiques des groupements 
p re sen t s  dans l e s  composés su ivan t s :  

H-3eq Neu Aca ( 2+3 ) 

NeuAccr(24 ) 

NAc Gl CNAC-! 2.003 2.004 2.011 - 2.011 

Gl CNAC-g 2.078 2.079 2.079 2.056 2.079 

GlcNAc-3 2.048 2.065 2.065 2.056 2 .O65 

Gl CNAC-$ ' 2.045 2.065 2.065 2.046 2.065 

GlcNAc-2 2.075 2.073 2 .072  

GlcNAc-2' - 2 .O39 2.041 

NeuAc 2.030' 2.031' 2.031' 

a-Pour l e s  e x p l i c a t i o n s  concernant l a  na tu re  des déplacements chimiques 
s e  r e p o r t e r  aux revues généra les  de Vl i egen tha r t  e t  al . ,1981 ,1983. 

b-Signal donné par  l e s  2 protons.  
c -S ignal  donné pa r  l e s  3 groupements CH 3 ' 
(t:Van Salbeck e t  al.,1980;2:Endo e t  a1.,1982;3:14ichalski e t  a l . , t 9 ~ 2 )  



SEPARATION E T  ISOLENENT DES VARIANTS GLYCANNIQUES DE LA 
' 

SEROTRANSFERRINE HUMAINE SELON LEUR A F F I N I T E  POUR LA 

CONCANAVALINE A 
- 4 

Après avoir dé terminé la s tructum de8 glycannes triantennés 

de la sérotransferrine humaine, nous avons cherche à isoler les variants 

glycanniques de la glycoprotéine r afin de conna$tre la répartition des 

glycannes sur la chahe peptidique, et afin de déterminer d'autre part 

le pourcentage des deux types de glycannes trianternés dans chacun des 

variants transferriniques, 

Les séparations ont été réalisées aussi bien par chromato- 

graphie sur colonne de concanavaline A que par électrophorèse dtimmuno- 

affinité en présence de concanavaline A. 

1 - ISOLEMENT DES VARIANTS TWSFERRINIQUES PAR CHROHATOGRAPHIE DpAFFINITE 
- - - - - 

DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE SUR COLONNE DE CONCANAVALINE A. 

, - 
A - Chromatonraphie sur colonne de concanavaline A-Séoharose 
La Fig. 25 p 102 représente le profil dpélution obtenu par 

chromatographie de la sérotransferrine humaine sur colonne de concanavaline 

A-Sépharose. Trois variants glycanniques ont Bté obtenus dans les propor- 

tions suivantes : 

- le variant 1, 1,5 $, n'est pas retenu par la lectine et est 

élu6 par le tampon de stabilisation de la colonne contenant 

- le variant II, 23 $, retardé, est élu6 par le tampon con- 

tenant 1' O( -D-mé thylglucoside 15 mM, 

- le variant III, 75,5 $, retenu, est élué par le même tampon, 



d M e  Glc 

Fmcf ions 

fractions 

\. I - I L ~  
L Fig. 25. Chromatographie d'affinité de la sérotransferrine humaine 

sur colonne de concanavaline A.Sépharose. Les variants II et III 

ont été rechromatographiés sur colonne de concanavaline A.Ultroge1. 



B - Chromatoura~hie sur colonne de concsnavaline A-Ultronel 
Les variants II et III, retardés et retenus par la lectine 

couplée au Sépharose se comportent différemment sur colonne de concana- 

valine A couplée B llUltrogel. 

Outre la nature différente du support de couplage, ces deux 

chromatographies diffèrent surtout par la capacité de fixation des deux 

colonnes. Dans le premier cas, la concanavaline A est couplée h raison 

de 10 mg de lectine par ml de Sépharose, dans le second cas, 3 à 4 mg 

seulement sont fixés par ml dtUltrogel. La capacité de fixation du 

premier gel est supérieure b celle du second gel, 

Les profils d'élution des deux variants II et III sont 

donnés dans la Fig, 25 p 102. 

Le variant II se sépare en deux fractions non retenues et une fraction 

retenue gluée par le tampon contenant 1' o( -D-mé thylglucoside . 
La chromatographie du variant III ne permet d'obtenir essentiellement 

qu'une fraction retenue sur la colonne. 

C - Conclusion 
La sérotransferrine humaine peut 6tre séparée en trois frac- 

tions ayant des affinités différentes pour la concanavaline A. Ces frac- 

tions différent par leur composition glycannique, les glycannes interagis- 

sant spécifiquement avec la lectine lors du passage sur la colonne. Le - 

comportement des trois variants glycanniques est le suivant : 

- Variant 1 : non retenu sur concanavaline A-Sépharose 
- Variant II : retardé sur concsnavaline A-Sépharose, non 
retenu sur concanavaline A-Ul.troge1. 

- Variant III: retenu sur concanavaline A-Sépharose et sur , 

concanavaline A-Ultrogel. 



II - SEPARATION DES VARIANTS CLYCANNIQUES DE LA SEliOTRANSFERRINE 

HUPIAINE PAR ELECTROPHORESE D 1 ~ O A F F I N I T E  

Nous avons réalisé l'électrophorèse dlimmunoaffinité de 

chacun des variants 1, I1,et III isolés sur colonne de concanavaline 

Adépharose. Le comportement de chacun d'eux est représenté dans la 

Fige 26 p 105 : , 

- Le variant 1 n'est pas retenu par la concanavaline A 
et migra vers l'anode. 

- le variant II est retarde par la lectine. 
- le variant III est retenu par la lectine et migre peu, 
La sérotransferrine humaine peut également être séparée 

en trois fractions, ou trois pics, par l'électrophorhse d1immunoaffi- 

nit6 en présence de concanavaline A. 

Le pic 1, dont le pourcentage est faible, migre fortement 

vers l'anode, il n'est pas retenu par la concanavaline A présente dans 

le gel, lors de l'électrophorèse, 

Le pic II, l*, migre beaucoup moins vers l'anode que le 

pic 1, il est retardé lors de sa migration électrophorétique par la 

lectine. 

Le pic III, 8176, est fortement retenu par la lectine, sa 

migration électrophorétique est pratiquement nulle. 

L'association de ces résultats nous permet d'identifier 

chacun des pics 1, II et III en les assimilant aux trois variants 

glycanniques 1, II et III obtenus par chromatographie de la sérotrans- 
,, 3: \ 

.. i; i i b  t ferrine sur colonne d'affinité. 
, , -,._ ' 



Fig.26. Electrophorèse d'immunoaffinité de la sérotransferrine 

humaine et des trois variants glycanniques de la sérotransferrine 

séparés sur colonne de concanavaline A.Sépharose, 

A - Sérotransferrine humaine 
B - Variant 1 
C - Variant II 
D - Variant III 



III - ANALYSE DES GLYCANNES DES VARIANTS 1, II e t  III DE LA 

SEROTRANSFERRINE HUMAINE 

A - Com~osi t ion  molaire en monosaccharides 

La composition molaire des monosaccharides présents  dans l e s  

t r o i s  v a r i a n t s  glycanniques de l a  sé ro t rans fe r r ine  humaine e s t  donnée 

dans l e  tableau X I I  p 107. 

La présence de 3,28 résidua de galactose e t  de 5,08 rés idus  

de N-acétylglucosamine dans l a  composition molaire en  monosaccharides du 

va r ian t  1, suggère la  présence d'un glycanne t r iantenné . 
Dans l e  c a s  du v a r i a n t  II, l e s  nombres 2.63 e t  4,62 désignant 

respectivement l e s  rappor ts  molaires des rés idus  de galactose e t  de N- 

acétylglucosamine, indiquent que les glycannes présents  dans c e t t e  frac- 

t i o n  ne sont  pas homogènes. Le va r ian t  II d o i t  renfermer des glycannes de 

s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s .  

Le va r ian t  III q u i  renferme 2.02 rés idus  de galactose e t  4,24 

rés idus  de N- acétylglucosamine possède une composition qu i  correspond ?i 

c e l l e  d'un glycanne biantenné classique.  

Dans l e s  t r o i s  cas ,  l e s  rappor ts  molaires en  acide N-acétylneu- 

raminique sont  de 2,42; 2,07; 1,87 pour l e s  v a r i a n t s  1,II e t  III respect i -  

vement. Ceci suggère une dés ia ly la t ion  p a r t i e l l e  de chacun des glycannes 

des va r ian t s  t r ans fe r r in iques  . 

B - S é ~ a r a t i o n  des ol iaosaccharides l i b é r é s  par hydrazinolyse 

La fig27 p 108 représente l e  schéma de l a  migration des oligo- 

saccharides rédu i t s  e t  dés ia ly lés ,  l i b é r é s  Far hydrazinolyse des v a r i a n t s  

1, II e t  III, 



TABLE=AU X I I  

Composition molaire des monosaccharides 
présents dans l e s  t r o i s  var ian t s  glycan- 
niques de la  sérotransferr ine  humaine. 

* Les rapports  molaires des d i f f é r en t s  monosaccharides ont  
é t é  calculés  sur  l a  base de 3 résidus de mannose. 

TABLEAU X I I 1  

J. 

Rapports molaires des dérivés mdthylés des monosaccharides 
présents dans l e s  t r o i s  var ian t s  glycanniques de l a  
sérotransferr ine  humaine. 

PIonosaccharides 

G a 1  

Man* 

GlcNAc 

Neu Ac 

J 

Variant 1 

3.28 

3 

5.08 

2.42 

Variant II 

2.63 

3 

4.62 

2 ,O7 

* Les rapports molaires ont é t é  calculés su r  l a  base d'un résidu 
de (2.4) MepMan. 

Variant III 

2 ,O2 

3 

4.24 

1.87 

Variant II 

0 35 
1.26 
0.48 
1.81 
0.26 
0.39 
1 
2.53 
1.31 

Dérivés mé thylés  

(2.3.4.6) Me - Ga1 
(3.4.6) ~ e ~ - ~ ~ a n  
(2.4.6) Me3- Ga1 
(2.3.4) Me3- G a 1  
(3.6) 9- b n  
(3.4) Mep- Man 
(2.4) Me2- Man* 
(3.6) Me -GlcNAc Me 
(4,7,8,9) $e4-~eu Ac Me 

Variant 1 

0,60 
0.80 
0.50 
1.90 
0.24 
0.79 
1 
1,54 
0.34 



Fig. 27. Schéma de le migration des oligosaccharides réduits et 

désislylés, libérés par hydrazinolyse des variants 1, II, et III. 

91;s 3 La séparation est réalisée dans le solvant n-butanol/éthanol/eau/ 
1, LILLE 

acide acé tique/pyridine ( 10: 100:30:3: 10; v/v) ( ~ a ~ a r d  et al,, 1979). 

( ~ a  structure des témoins 1, 2 et 3 utilisés est donnée Fig. 23 p 94 ) 



Le var ian t  1 renferme deux types de glycannes dont la migration 

e s t  voisine de c e l l e  des témoins 2 e t  3 t r iantennés  : il contient  l e s  deux 

types de s t ruc tures  glycanniques tr iantennées.  

Le var ian t  II renferme t r o i s  types de glycannes : deux identi-  

ques à ceux du var ian t  1 e t  un t ro idme type, dont le nombre de monosaccha- 

r ides  e s t  in fé r ieur ,  e t  qui  migre au niveau du glycanne témoin de s t ruc ture  

biantennée . 
Le var ian t  III ne renferme qu'un seul  type de glycanne dont 

l a  migration e s t  voisine de c e l l e  d'un glycame biantemé. 

C - Analyse des dérivés méthvlés 

Les rapports  molaires des d i f f é r en t s  dér ivés  méthylés des 

monosaccharides, présents dans l e s  oligosaccharides l i bé r é s  par l'hydra- 

zinolyse des var iants  1 e t  II, sont donnés dans l e  tableau X I I 1  p 107. 

La présence du dérivé (2,3,4,6) Me -Gal, à l a  f o i s  dans l 'analyse du 
4 

var ian t  1 e t  dans c e l l e  du var ian t  II, indique que l e s  glycames de ces 

var ian t s  sont part iel lement dés ia lylés ,  en pa r t i cu l i e r  l e  var iant  1. Ceci 

se confirme par l e s  rapports f a ib l e s  obtenus pour l e  dérivé (4,7,8,9) 

Me 4 e u  Ac Me. L a  présence des dérivés méthylés (3,6) Me2-Man e t  (3,4) 
4 

Me -Han indique que ces mannoses sont bisubsti tués.  Les var iants  1 e t  II 2 

possèdent donc des glycannes qu i  sera ient  de nature t r i an temée ,  de plus 

l e s  deux types de glycannes tr iantennés son t  présents. 

Dans l e  cas du var iant  1, l e s  rapports  molaires des dérivés 

(3,6) Me2-Han, (3,4) Me2-Man e t  (3,4,6) Me -Man, comparés à c e l u i  du déri- 
3 

vé (2,4)' He -Man, p r i s  comme base de ca lcu l  indiquent que l e s  glycannes 2 

de c e t t e  f rac t ion  sont uniquement de nature tr iantennée,  l e s  deux types 

de glycannes tr iantennés é t an t  présents. - , 



Dans l e  cas  du v a r i a n t  II, les mêmes rappor ts  molaires indi- 

quent que l e s  glycannes de c e t t e  f r a c t i o n  ne sont  pas seulement de nature 

tr iantennée.  Nous avons un rappor t  de 0.65 pour l 'ensemble des deux déri- 

vés (3,4)  e t  (3,6)  Me Han, a l o r s  que l e  rappor t  du dér ivé  (3.4.6) Ne3-Man 
2 

e s t  de 1,26, c e c i  indique que nous sommes e n  présence à l a  f o i s  des deux 

types de glycannes t r iantennés ,  mais a u s s i  du type biantenné. 

D - R é ~ a r t i t i o n  des a l ~ c a n n e s  des v a r i a n t s  alscanniaues 

de la  sé ro  t r a n s f  e r r i n e  humaine. 

D'après l e s  rappor ts  molaires des dér ivés  méthylés obtenus 

pour l e s  va r ian t s  1 e t  II nous avons ca lcu lé  l e s  proport ions r e l a t i v e s  

des d i f f é r e n t s  types de glycannes présents  dans ces  f rac t ions .  

Pour l e  va r ian t  1, l e s  rapports  molaires des dérivés (3,6)  

e t  (3,4)  Me Man son t  respectivement de 0,24 e t  0,79 s u r  l a  base d'un 2- 

rés idu de (2,4) Me Han. Ceci nous permet d'estimer que l e s  s t r u c t u r e s  
2 

des glycannes du v a r i a n t  1 s e  r é p a r t i r a i e n t  de c e t t e  façon : 75 $ des 

eme glycannes possbdent une s t r u c t u r e  t r iantennée  dont la 3 branche 

glycannique e s t  l i é e  en  1 , 6  s u  l e  mannose 4 ' ,  25 5 des glycannes pos- 

sèdent l ' a u t r e  s t r u c t u r e  t r iantennée  dont l a  3 eme branche glycannique 

e s t  l i é e  en 1,4 sur le  maniose 4. 

Pour le v a r i a n t  II, l e s  rapports  molaires des dérivés (3.6) 

e t  (3.4) Me -Man sont  respectivement de 0,26 e t  0.39, s o i t  un t o t a l  de 
2 

0.65 pour 1 rés idu  de (2,4) Me2-Man. 

Sur l a  base de ces r é s u l t a t s ,  l e  var iant  II renfermerait  approximativement 

40 % de glgcannes de nature biantennge e t  60 % de glycannes de nature 

tr iantennée.  Les rapports  0,26 e t  0,39, ramenés à 100 /o, nous permettent 

d'estimer que l a  r é p a r t i t i o n  des deux types de s t r u c t u r e  tr iantennée e s t  



l a  suivante : 60 $ des glycannes possbdent l a  3 eme branche glycannique 

l i é e  en 1.6 s u r  l e  mannose 4 ' .  40 $ ont l a  3 eme branche l i é e  en 1,4 s u r  

l e  mannose 4. 

Nous émettons cependant des réserves  quant à l ' express ion 

de ces pourcentages, la precis ion des rappor ts  molaires des dérivést 

méthylds é t a n t  insuf f i san te  dana une t e l l e  est imation.  

E - Conclusion 

L'analyse des glycannes des v a r i a n t s  1,II e t  III de l a  

sé ro t rans fe r r ine  humaine nous a permis de déterminer l a  s t r u c t u r e  des 

glycannes de ces f r a c t i o n s  a i n s i  que l e u r  r épar t i t ion .  

Le var ian t  1 renferme l e s  deux types de glycannes t r ian-  

t e n d s ,  l e  va r ian t  II renferme un glycanne de nature biantenné e t  également 

les deux types de glycannes t r iantennéa ,  le va r ian t  III ne renferme que 

l e  type glycannique biantenné . 
La Fig28p112 représente l e s  proport ions r e l a t i v e s  des d i f fé-  

r e n t s  types de glycannes présents  dans l e s  v a r i a n t s  1, II e t  III. 

IV- DISCUSSION. 

La chromatographie d ' a f f i n i t é  de l a  sé ro t rans fe r r ine  humaine 

nous a permis d ' i s o l e r  t r o i s  v a r i a n t s  glycanniques dont nous avons déter-  

miné l a  composition en  monosaccharides. 

Des t r o i s  va r ian t s  i s o l é s ,  l e s  va r ian t s  1 e t  III possédent 

respectivement deux glycannes t r iantennés  e t  deux glycannes biantennés 

s u r  l e u r  chaîne peptidique. Le va r ian t  II cont ient  à l a  f o i s  des gly- 

cannes biantenné e t  t r i a n t e n é s  dans des proportions qu i  sembleraient 

ê t r e  de 40 à 60 $ respectivement. 



Variant I 

1 ,-1,4 
Variant II 

Variant 

6 2  
Pig.  2 8 .  Proport ions r e l a t i v e s  des d i f f é r e n t s  types de 

, 
glycannes présents  dans l e s  v a r i a n t s  1.11 e t  III. 



Nous avons c i t é  dans le chapitre des général i tés ,  l e s  deux 

hypothèses concernant la r épa r t i t i on  des glycannes de l a  sérotransferr ine  

s u r  l a  chaîne peptidique. Nos r é s u l t a t s  se ra ien t  en faveur de l'hypothèse 

de Hatton e t  al. ,  1979 e t  de Spik, 1982. La sé ro t rans fe r r ine  humaine por- 

t e r a i t  donc des glycannes de s t ruc tures  identiques, biantennés ou tr ian- 

tennés, su r  la  même chaîne peptidique, mais également un glycanne bian- 

t e n d  e t  un glycanne t r iantenné s u r  l a  même chaîne. Cependant, des études 

plus  approfondies se ra ien t  nécessaires en vue de déterminer l ' exact  pour- 

centage de glycanne tr iantenné dans le variant  II. 



SEPARATION DES VARIANTS DE L A  SEROTRANSFERRINE HUMAINE PAR 

ELECTROPHORESE D '  IMMUNOAFFIN I T E  - A P P L I  C A T I  ON A L ' ETUDE D E  

L A  SEROTRANSFERRI NE DE SERUMS NORMAUX ET PATHOLOGIQUES 

L'électrophorèse d'immunoaffinité de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

humaine permet d 'ob ten i r  t r o i s  p i c s  q u i  peuvent ê t r e  i d e n t i f i é s  aux 

t r o i s  v a r i a n t s  glycanniques obtenus pa r  chromatographie d ' a f f i n i t é  de 

l a  t r a n s f e r r i n e  s u r  colonne de concanavaline A-Sépharose. 

C e t t e  technique nous a  donc s e r v i  de base dans l ' ana lyse  

de sérums normaux e t  pathologiques, l ' an t i sérum monospécifique r évé lan t  

uniquement l e  p r o f i l  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e .  

1 - ANALYSE PRELIMINAIRE DE SERUMS NORMAUX ET PATHOLOGIQUES. 

Nous avons e f f e c t u é  des analyses  p ré l imina i re s  de d i f f é r e n t s  

sérums : normaux e t  pathologiques, e n  p a r t i c u l i e r  des sérums de p a t i e n t s  

a t t e i n t s  de c i r rhose  é thyl ique  e t  d ' hépa t i t e  v i r a l e ,  par é lec t rophorèse  

d'immunoaffinité. 

L ' in t roduct ion  de 1'4-D-méthylglucoside l o r s  de l a  seconde 

dimension, nous a  permis d 'él iminer  t o u t e s  l e s  i n t e r a c t i o n s  non s p é c i f i -  

ques dues à la  présence des a u t r e s  glycoprotéines présentes dans l e  sérum 

( s a l i e r  e t  a l . ,  1980) . 
Le p r o f i l  t r a n s f e r r i n i q u e  obtenu à p a r t i r  du sérum humain 

normal e s t  ident ique  à c e l u i  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine p u r i f i é e  : 

t r o i s  pics  s o n t  obtenus, i ls correspondent eux t r o i s  v a r i a n t s  glycanniques 

1 ,II e t  III. (I?ig. 29 P 1 1 5 ) ~ o u s  observons que dans l e s  cas  de c i r rhose  

é thyl ique  e t  d ' hépa t i t e  v i r a l e ,  l e s  p r o f i l s  son t  modifiés par  rapport  a u  



I I I  

Fig. 29. Electrophorése dtimmunoaffinité de sérums normaux et 

pathologiques : 

A - Bérum normal 
B - Cirrhose éthylique 
C - Hépatite virale 



p r o f i l  t ransfer r in ique  du sérum normal. Les proport ions des v a r i a n t s  1 

e t  11 semblent augmentées par  rapport  ?i c e l l e  du v a r i a n t  III. 

Ces observations i n t é r e s s a n t e s  nous amènent à penser que des 

modificat ions de l a  r é p a r t i t i o n  des v a r i a n t s  glycanniques de la  sérot rans-  

f e r r i n e  humaine in terviennent  dans l e s  a t t e i n t e s  hépatiques. 

Nous avDns ef fec tué  une étude plus approfondie de ces  modi- 

f i c a t i o n s  e t  avons c h o i s i  pour c e l à  d 'analyser  des sérums de s u j e t s  

c i r rho t iques ,  ayant  à n o t r e  d i spos i t ion  un échanti l lonnage appréciable 

de sérums de s u j e t s  dont les c a r a c t é r i s t i q u e s  c l i n i q u e s  é t a i e n t  parfa i -  

tement déf in ies .  

II - ANALYSE DE SEBUMS DE SUJETS ATTEINTS DE CIRILBOSE ETHYLIQUE GRAVE. 

Dans un premier temps, nous avons analysé des sérums de 

s u j e t s  normaux e t  de c i r rho t iques  é thyl iques  au s t a d e  C du score de Child. 

A - Défini t ion  du score de Child. 

La gravi té  de l a  c i r rhose  é thyl ique  s e  d é f i n i t  du point  de 

vue c l in ique ,  pa r  d i f f é r e n t s  s t ades  é t a b l i s  d'après l e  score de Child, 

modifié par Pugh, 1973. Les s tades  du score  de Child sont  au nombre de 

t r o i s  : A , B e t  C. Le tableau XIV p 117représente l e s  c r i t è r e s  pr inc i -  

paux qu i  dé f in i s sen t  l a  c i r rhose ,  avec l e s  d i f f é r e n t s  points  a t t r i b u é s  

s e l o n  l e s  v a r i a t i o n s  de c e s  c r i t è r e s .  De 5 à 6 po in t s ,  l a  c i r rhose  e s t  

au s t ade  A du score de Child,  de 7 à 9 po in t s  e l l e  e s t  au s tade  B, à 

p a r t i r  de 10 po in t s  e l l e  e s t  au s t ade  C.  

B - Défini t ion  des pa t i en t s  é tudiés .  

Nous avons analysé deux populations de sérums : 



TABLEAU X I V  

Critbres dé f in i s sant  l e s  s tades  du 
score de Child modifid par Pugh, 1973 

Stades de l a  cirrhose : 

Stade 8 : S c o r e  de Child = 5-6 
Stade B : / I  m - 7-8-9 
Stade C : $1 

Pointa at tr ibués  

Critères 

Albumine 
dl 

1 

>35 

2 

30< (35 

3 9 2 0  

Eilodérée 

Modérée 

1 

<30 

>30 

Abondante 

Abondante 
+ 

Troubles de 
conscience 

I 

B i l irubine  t o t a l e  
g/l 

Asci te  

Encépnalopathie 

Taux de prothrombine 
$ 

<20 

Absence 

Absence 



1 - Groupe A. 

- Sérums provenant de s u j e t s  normaux, indemnes de toute in toxicat ion 

éthylique,  sans a l t é r a t i ons  hépatiques c l in iques  ou biologiques, provenant 

d'une population de donneurs de sang de l ' I n s t i t u t  Pasteur de Li l le*  

- Nombre de s u j e t s  = 35. 

L 

2 - Modification de l a  *art i t ion des var iants  
=-&=--l===-;===-l=-=-z=I__-__-========= 

glycanniques de l a  séro  t rans fe r r ine  --=-------------------  

, - * Nous remercions Monsieur Genti l ini ,de l ' I n s t i t u t  Pasteur de L i l l e ,  
pour nous avo i r  fourni  l e s  sérums normaux. 

'.. .' 

2 - Croupe B. 

- Sérums de c i r rhot iques  éthyliques au s tade C du score de Child prove- 

nant du Service des Maladies de l ' appa re i l  d iges t i f  du CHR de L i l l e .  

- Nombre de s u j e t s  = 48. 

C - Analyse des s6rums. 

1 - Varia tKns du taux de t rans fe r r ine  des ---- ------- ------ 
cir rhot iques  é thzl igues  graves. ----------------- 

Dans l e  cas de c i r rhoses  éthyliques graves, l e  taux de trans- 

f e r r i ne  var ie  considérablement par rapport à l a  population témoin. 

La Fig30pl lgreprdsente  l e s  d i f fé ren tes  var ia t ions  observées. 

Pour l a  plupart  des s u j e t s  c i r rhot iques ,  l e s  valeurs du taux de transfer-  

r ine  s e  s i t uen t  bien en-dessous de l a  moyenne des valeurs de l a  population 

de référence. 

Dans un cas normal ce taux var ie  de 450 h 200 mg/dl a l o r s  que dans l e  cas 

de l a  cirrhose éthylique eu s tade C ,  il var ie  de 350 à 50 mg/dl. 





Le tableau XV p l2 l reprdsente  les pourcentages apparents des 

va r i an t s  1, II e t  III dans l e s  c a s  normaux e t  dans l e s  c i r rhoses  é t h y l i -  

ques graves. 

Une modificat ion importante de l a  r é p a r t i t i o n  des v a r i a n t s  

s 'observe dans l a  c i r rhose  : l e  v a r i a n t  1 passe d'une va leur  pratique- 

ment nu l l e  dans l a  population témoin h un pourcentage de 3 . 5  % en 

moyenne; l e  pourcentage du v a r i a n t  II augmente également de 18,6 à 

27,6 $ t and i s  que l e  pourcentage du va r i an t  III diminue de 81.3 à 6 8 , 6  5, 

Les Fig. 31 e t  32 p 122 , nous donnent un mei l leur  

aperçu des v a r i a t i o n s  observées dans l e s  deux cas ,  en fonct ion  du taux 

de t r a n s f e r r i n e .  Nous observons pour l a  populat ion témoin, que l e  pour- 

centage des v a r i a n t s  II e t  III e s t  pratiquement inchangé, quel  que s o i t  

l e  taux de t r a n s f e r r i n e  sérique.  Par  cont re ,  dans l a  population de cirrho- 

t iques ,  l e s  pourcentages des v a r i a n t s  1 e t  II augmentent s igni f ica t ivement  

e t  c e l u i  du va r i an t  III diminue t and i s  que l e  taux de t r a n s f e r r i n e  e s t  en 

baisse.  

D - Conclusion 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus nous permettent de dégager 

quelques points  e s s e n t i e l s  e t  i n t é r e s s a n t s  : 

- Dans les c i r rhoses  é thyl iques  graves, l e  pourcentage apparent 

des v a r i a n t s  glycanniques de la  t r a n s f e r r i n e  e s t  modifié. 

- Les pourcentages des v a r i a n t s  1 e t  II augmentent s i g n i f i c a t i -  

vement t and i s  que c e l u i  du v a r i a n t  III diminue. 

- L'augmentation des pourcentages n ' e s t  cons ta tée  que pour l e s  

i/:'T;.. . var ian t s  porteurs de s t r u c t u r e s  t r iantennées .  
F . .  I: 



TABLEAU XV 

Pourcentage apparent des var ian t s  1, II e t  III dans 
l e s  sérums normaux e t  l e s  c i r rhoses  éthyliques. 

+ 
Les valeurs sont exprimées en fonction de l a  moyenne - éca r t  type. 

* s ign i f  icativement d i f f é r en t  de l a  population témoin p (0,001 
** significativement d i f fé ren t  de l a  population témoin p<0,01 

Sénuns de 
c i r rhot iques  éthyliques 

n =. 48 

+ 
3,5 - 3.9 * 

+ 
27 ,6  - 4,4 ** 

68,6 t 7,8 * 

Nature des var ian t s  
t ransferr in iques  

Variant I 

Variant II 

Variant III 

Sérums normaux 
( ~ o ~ u l a t i o n  témoin) 

n = 35 

O 

+ 
18,6 - 2,2 

+ 
81.3 - 2,2 



pourcentage 
apparent 

4 

taux de t r a n s f  e r r i n e  

Fig. 31. Modification du pourcentage apparent des v a r i a n t s  glycanniques de l a  

sé ro t rans fe r r ine  en  fonction dur taux de t r a n s f e r r i n e  dans l e s  sérums normaux. 

ACG 300 200 1 GO 

taux de t r a n s f  e r r i n e  

pourcentage 
apparent 

4 

Fig. 32. Modification du pourcentage apparent des v a r i a n t s  glycanniques de l a  

sé ro t rans fe r r ine  en fonct ion du taux de t r a n s f e r r i n e  dans l e s  c i r rhoses  é thyl iques  

stade C. 

100 - 

50 

VARIANT III 
ee d= 0,057 ; r = 0,47 



Cet te  étude pré l iminai re  nous a  permis de mesurer l'impor- 

tance d'une a t t e i n t e  hépat ique s u r  la r é p a r t i t i o n  des v a r i a n t s  de l a  

t r a n s f e r r i n e .  Cependant, l e  taux de t r a n s f e r r i n e  des c i r rhoses  considé- 

r é e s  é t a i t  t r è s  bas, e t  peu comparable à c e l u i  de  l a  populat ion témoin. 

S i  l e s  v a r i a t i o n s  observées sont  dues à l a  c i r r h o s e ,  l ' é thyl i sme accom- 

pagnateur de c e t t e  a t t e i n t e  hépatique e s t - i l  un f a c t e u r  q u ' i l  f a u t  pren- 

d r e  en compte ? Observe-t-on ces v a r i a t i o n s  dans l e s  cas  de c i r rhoses  

s t a d e  A ou B ? 

Nous avons e n t r e p r i s  de répondre ?A c e s  ques t ions  en augmentant 

l e  nombre de s u j e t s  analysés  e t  en u t i l i s a n t  une méthode s t a t i s t i q u e  

performante. 

III - ETUDE STATISTIQUE : ANALYSE DISCRIMINANTE LINEAIRE 

Cet te  analyse a  é t é  r é a l i s é e  avec l a  co l l abora t ion  précieuse 

du se rv ice  de Gastroentérologie e t  du se rv ice  informatique du C.H.R. de 

L i l l e  * . Notre étude por t e  s u r  un nombre élevé de s u j e t s  normaux, 

c i r r h o t i q u e s  é thy l iques  ou non, e t  é thyl iques  non c i r rho t iques .  

A - Déf in i t ion  des Rroupes de p a t i e n t s .  

-191 sérums de s u j e t s  normaux e t  pathologiques ont  é t é  é t u d i é s  

e t  r é p a r t i s  e n  qua t re  groupes. 

1 - Groupe A 
-----A 

- Sérums de p a t i e n t s  por teurs  d'une c i r rhose  é thy l ique  h o s p i t a l i s é s  dans 

l e  se rv ice  des maladies de l ' a p p a r e i l  d i g e s t i f .  

* Nous remercions Monsieur l e  Professeur Cor to t ,  Nessieurs Beuscart e t  
Vincent, Kadame Wie, pour l e u r  précieuse col labora t ion .  

Nous remercions tou t  per t icu l iè rement  llonsieur Colombe1 pour avo i r  
sé l ec t ionné  l e s  nombreux sérums nécessa i res  à no t re  6tude e t  pour nous 
a v o i r  a idé  dans l ' ana lyse  e t  l ' express ion  de nos r é s u l t a t s .  



- Nombre de s u j e t s  n = 90 

- Age moyen = 53 ans. 

- Sexe = 46 femmes, 44 hommes. 

- Critéres diagnostiques : l e s  pa t ien t s  ont é t é  r épa r t i s  en fonction du 

score  de Child modifié par Pugh, 19 

Dans l e  cas  où l e  score e s t  i n f é r i eu r  à 8 (nombre de s u j e t s  n=18) 

l e  diagnostic a dté por té  sur  l a  P B F (ponction biopsie de fo ie )  confir-  

mant l e  diagnostic de cirrhose.  

Dans l e  cas  où l e  score e s t  supérieur à 8 ( n = 72 ), l e  dia- 

gnostic a é t é  porté s u r  l e s  éléments c l in iques  e t  biologiques habi tuels ,  la 

P B F n 'é tant  pas pratiquée en ra ison de troubles de l'hémostase dans la  

plupar t  des cas .  Tous l e s  pat ients ,  outre l e s  éléments du score de Child, 

réunissaient  plus de 6 ou au moins 6 des c r i t e r e s  cl iniques nécessaires 

a u  diagnostic de l a  c i r rhose  ( a s c i t e ,  angiomes s t e l l a i r e s ,  f o i e  à consis- 

tance dure e t  à bord i n f é r i eu r  mince, V.O. en endoscopie . . . . . . . . .) 
- Cri tères  pronostiques : là encore on dist ingue deux groupes en fonction 

du score de Child : - l e r  groupe : score (10 n = 32 

- 2e groupe : score> 10 n = 58 

Il faut  s i gna l e r  que 58 pa t ien t s  s u r  l e s  72 é t a i en t  au stade C 

du score de Child s o i t  un score) 9. 

L'éthylisme des pa t ien t s  a é t é  évalué sur  une consommation 

d 'a lcool  pur (vin,  b iè re  ou au t res )  supérieure h 100 g/ jour. Les pa t ien t s  

é t a i e n t  non sevrés.  

- Sérums de s u j e t s  porteurs d'une c i r rhose  non éthylique hosp i ta l i sés  

dans l e  service  des maladies de l ' appa re i l  d i g e s t i f .  

- NomSre de s u j e t s  n = 16 

- A g e  moyen = 54 ans. 



3 - Groupe C ----- 

- Sérums de s u j e t s  porteurs d'une hépatopathie éthylique non c i r rhot ique 

hosp i ta l i sés  dans l e  service  des maladies de l ' appa re i l  d i g e s t i f .  

- Nombre de s u j e t s  n = 21  

- Age moyen = 42 ans. 

- Sexe = 21 hommes 

- Cri tè res  diagnostiques : tous l e s  pa t i en t s  ont  eu ur,e P B P retrouvant 

deux types de l éso in  : s téa tose  i so lée ,  hépa t i t e  alcoolique. 

L'éthylisme a é t é  évalué s u r  une consommation d 'alcool  pur 

supérieure à 100 g/ jour. Les pa t i en t s  é t a i en t  non sevrés à l a  date du 

prélèvement. 

- Sexe = 9 femmes, 7 homes. 

- Cri tè res  diagnostic : tous l e s  pa t i en t s  ont bénéficié d'une P B F par 

voie transcutanée ou jugulaire confirmant la cirrhose.  

4 - Groupe D 

- Sérums de s u j e t s  témoins indemnes de toute in toxicat ion éthylique sans 

a l t é r a t i o n s  héoatiques c l in iques  ou biologiques provenant du service àes  

maladies de l ' appare i l  d ige s t i f  e t  d'une population de donneurs de sang 

de l ' I n s t i t u t  Pasteur de L i l l e  considérés comme sa ins  l e  jour du prélè- 

vement. 

- Ethiologie de l a  c i r rhose  10 c i r rhoses  post hépat i te  v i r a l e  Hbs + 

1 cirrhose  post médicamenteuse 

5 c i r rhoses  b i l i a i r e s  pr imi t ives  

- Criteres pronostiques : l e r  groupe : score de Chi ld ( l0  n= 15 

2e groupe : score de Child) 10 n= 1 
/ 

- Tous l e s  pa t i en t s  é t a i e n t  indemnes de toute in toxicat ion alcoolique. 



- Nombre de s u j e t s  n = 64 

- Age moyen = 43 ans. 

Sexe = 29 hommes, 35 femmes. 

B - Etude s t a t i s t i q u e  

Notre analyse porte s u r  un nombre élevé de var iables  non 

indépendantes. Nous avons dé f in i  8 var iables  dont l e s  valeurs  ont é t é  

calculées pu is  in t rodui tes  dans l 'ordinateur ,  ces var iables  sont  l e s  

suivantes : 

Variable 1 : numéro du groupe dans lequel  e s t  c lassé  l e  

s6rum analysé ( 14su je t  du g r ~ u p e  A, 

L-ssu j e t  du groupe B, 3,sujet du groupe C ,  

4-.sujet du groupe D) .  

Variable nQ 2 : valeur du taux de t rans fe r r ine  sérique en 

mg/dl dé terminée par néphé lomé t r i e  

Variables nQ 3.4 e t  2 : valeurs des pourcentages apparents 

des var ian t s  III, II e t  1 respectivèment. 

Variables nQ 6.7 e t  8 : valeurs des poids des var iants  III, 

II e t  I respectivement exprimés en mg/dl e t  

calculées d'aprés l e s  pourcentages apparents 

de chacun des var iants  e t  l e  taux de transfer-  

r i n e  correspondant. 
- 

Les groupes de pa t ien t s  A, B, C et D servaient  à dé f in i r  l a  

pathologie des sérums é tudiés ,  nous avons dé f in i  parmi l e s  191 sérums 

globalement é tudiés ,  8 groupes supplémentaires de s u j e t s  individual isés  

de l a  façon suivante : 

- groupe 1 : s u j e t s  non c i r rhot iques ,  non éthyliques ( C Ë ) , n = 64 



- groupe 2 : s u j e t s  é thyl iques ,  non c i r rho t iques  4 5 E ) n = 2 1  

- groupe 3 : s u j e t s  non c i r rho t iques  é thyl iques  ou non formés de l a  

réunion du groupe 1 e t  2 ( 5 Ë + C E ) n = 85 

- groupe 4 : s u j e t s  c i r rho t iques  non é thyl iques  dont l e  score de Ckild 

- groupe 5 : s u j e t s  c i r rho t iques  é thyl iques  dont l e  score de Child e s t  

- groupe 6 : s u j e t s  c i r rho t iques  é thyl iques  e t  non éthyliques dont le 

score de Child e s t  (10 formé par l a  réunion des groupes 

4 e t  5 ( C E e t  C Ë, ~ h i l d ( l 0  ) n= 47 

- groupe 7 : s u j e t s  c i r rho t iques  é thyl iques  e t  non éthyliques dont l e  

score de Child es t>  10 ( C E e t  C Ë') Child>lO,stade C)  

n = 59. 

- groupe 8 : s u j e t s  c i r rho t iques  é thyl iques  e t  non éthyliques quel  que 

s o i t  l e  score de Child ( C E e t  C Ë , v ~ h i l d  ) n = 106. 

1 - Résul ta ts  obtenus pour l e s  d i f f é r e n t s s o u p e s .  -------- ---- -- 
------MW---- 

Comparaisons unidimensionnelles h l ' a i d e  du t e s t  de 
~,,,,,,,-,-----,,--- t SE 

Student, e n t r e  l e s  valeurs  de sroupes indépendants. --------- ................................. 

Les r é s u l t a t s  obtenus ont  é t é  consignés dans l e  tableau XVI  p 125. 

Pour chacun des groupes l e s  observations sont  l e s  suivantes : 

a - Groupe 1 des pa t i en t s  témoins non c i r rho t iques  ----------------------------------- 
non éthyliques.  -------- 

La t r a n s f e r r i n e  sérique a une valeur  moyenne de 261,9 mg/dl 

avec des valeurs  basses ( 56,8 mg/dlj pour l e s  s u j e t s  dénutr is .  

Les valeurs moyennes des pourcentages apparents des va r ian t s  

1, II e t  III sont  respectivement de 0,2;  19,3 e t  80,5 76 avec peu de va- 

r i a t i o n s  autour  de ces moyennes. 
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b - Groupe 2 des p a t i e n t s  éthyliques, non - - -  -y------- 

ci r rhot iques .  ------ - 
La veleur  moyenne du taux de t r a n s f e r r i n e  sérique e s t  peu 

d i f f é r e n t e  de c e l l e  du groupe 1 : e l l e  e s t  de 259,4 mg/dl. Il en e s t  

de même pour l e s  valeurs  des pourcentages apparents des va r ian t s  1, II 

e t  III qu i  sont  de 0,3; 19,5 e t  80,2 4& e t  c e l l e s  des poids des va r ian t s  

q u i  son t  similaires. 

c - Groupe 4 des s u j e t s  c i r rho t iques  non 
'IU------ ---- 
éthyl iques  Child (10 --- 

L a  valeur  du taux de t r a n s f e r r i n e  sér ique  de ce groupe de 

s u j e t s  n 'es t  pas s igni f ica t ivement  d i f f é r e n t e  de c e l l e  du groupe de 

s u j e t s  témoins. Par contre,  nous observons une diminution du pourcen- 

tage apparent du va r ian t  III q u i  passe de 80,5 % h 73,7 $ t and i s  que 

l e  v a r i a n t  II augmente de 19.3 9 24.7 $ e t  que le  va r ian t  1 augmente 

de 0,2 h 1 , 6  $, tous l e s  t r o i s  Bvoluant de façon s i g n i f i c a t i v e .  

La diminution du poids du v a r i a n t  III e s t  f a i b l e  par  rapport 

au  groupe témoin ( nous passons de 211,8 à 206,6 mg/dl) tandis  que l'aug- 

mentation des poids des v a r i a n t s  II e t  1 est ne t t e  : pour l e  v a r i a n t  II 

nous passons d'une valeur  de 49,8 mg/dl pour l a  population témoin, à une 

valeur  de 69, l  mg/dl; dans le  cas  du v a r i a n t  1 l e s  valeurs  augmentent de 

0,3 4,3 mg/dl* 

d - Groupe 5 des s u j e t s  c i r rho t iques  

éthyliques-  Child (10. 
-U---------- - 

La diminution du taux de t r a n s f e r r i n e  de c e t t e  population e s t  

plus marquée que pour l e  groupe précédent : nous a t te ignons  une moyenne de 

214,4 mg/dl. 



L'évolution des pourcentages des var ian t s  e s t  analogue à c e l l e  du groupe 4, 

cependant que l 'évolut ion des poids des var ian t s  e s t  d i f férente .  Ceci s'ex- 

plique par l a  diminution du taux de t rans fe r r ine  des s u j e t s  de ce groupe : 

l e  poids du var iant  III diminue (159,7 mg/dl) tandis qua ce lu i  du vqriant  

1 augmente ( 5,3 mg/dl). Le poids du var ian t  II e s t  peu d i f fd ren t  du poids 

des s u j e t s  témoins, l'augmentation de son pourcentage e s t  insuf f i san te  par 

rapport à l a  diminution du taux de t rans fe r r ine  pour que nous puissions 

vo i r  un quelconque changement de poids de ce variant .  

e  - Groupe 6 des s u j e t s  c i r rhot iques ,  éthyliques 
-UI_------- ------U_- 

e t  non éthyliques Child ( 10. -------- 
Ce groupe rassemble l'ensemble des su j e t s  des groupes 4 e t  5. 

11 f a i t  abs t rac t ion  de l 'éthylisme e t  ne t i e n t  compte que de l a  cirrhose,  

i c i  aux s tades  A e t  B du score de Child. 

Nous observons : une diminution non s ign i f i c a t i ve  du taux de 

t rans fe r r ine ,  ce qu i  s i g n i f i e  que dans l e s  cirrhoses de stade A e t  B, 

indépendamment de l 'éthylisme, l e  taux de t rans fe r r ine  évolue peu par 

rapport à une population témoin. 

Le pourcentage du var ian t  III diminue ( 73,4 5 ) tandis que 

ceux des var iants  II ( 24 $) e t  1 ( 2.65) augmentent significativement.  

L'évolution des poids des var ian t s  e s t  moins ne t te  mais ce- 

pendant observable : l e  poids du var iant  III diminue ( 174,4 ng/dl) 

tandis que ceux du var iant  II ( 55,5 mg/dl) e t  du var ian t  I ( 5 mg/dl) 

augmentent. 

f  - Groupe 7 des s u j e t s  c i r rhot iques  ............................... 
éthyliques ou non Chi ld210 .................... -- 

La diminution du taux de t rans fe r r ine  de ces su j e t s  e s t  



considérable ( 173,2 mg/dï), e l l e  peut a t t e i n d r e  des va leurs  de 80 mg/dl. 

L'évolution des pourcentages des v a r i a n t s  e s t  hautement s igni -  

f i c a t i v e .  C'est dans ce groupe que s 'observent  l e s  p lus  grandes d i f fé rences  

de valeurs  des pourcentages apparents  : l e  pourcentage du va r i an t  III e s t  

en  baisse  C 6 6  ) t and i s  que l e s  pourcentages des v a r i a n t s  II ( 27,6 $ ) 

e t  1 ( 4,4  96 ) son t  remarquablement en hausse. 

De même, l e  poids du va r i an t  III diminue ( 120,2 mg/dl) e t  

c e l u i  du va r i an t  1 augmente ( 6,3 mg/dl). I c i  auss i ,  la  valeur  moyenne du 

poids du va r i an t  II n 'es t  pas s i g n i f i c a t i v e ,  l a  diminution du taux de 

t r a n s f e r r i n e  é t a n t  considérable par  rapport  à l 'augmentation du pourcen- 

tage du var iant .  

Groupe 8 des s u j e t s  c i r rho t iques  é thyl iques  
@; - ,,,,--,,----,----------------------- 

ou non, quel  que s o i t  l e  Child. 
-*-------------------------- 

Cette populat ion regroupe l'ensemble des s u j e t s  c i r rho t iques  

é thyl iques  e t  non é thyl iques ,  aux s tades  A, B e t  C du score  de Child. E l l e  

regroupe en f a i t  tous l e s  s u j e t s  a u t r e s  que ceux de l a  population témoin. 

Globalement, nous observons l e s  mêmes f a i t s  dé jà  énoncés pré- 

cédemment : diminution du taux de t r a n s f e r r i n e  ( 201,2 mg/dl), du pour- 

centage e t  du poids du v a r i a n t  III ( 70,4 $; 144,8 mg/dl), augmentation 

du pourcentage des v a r i a n t s  II e t  1 ( 26 $; 3,6 $) e t  du poids des v a r i a n t s  

II e t  1 ( 50.6 mg/dl; 5,7 mg/dl). 

h - Conclusion 
--...---- 

Au vu de ces r é s u l t a t s  nos premières conclusions sont  l e s  

su ivantes  : 

- l e  v a r i a n t  III , t r a n s f e r r i n e  portant  deux glycannes bian- 

t e n é s  s u r  l a  même chaîne peptidique, n ' e s t  pas modifié chez l e s  p a t i e c t s  



éthyliques non c i r rhot iques .  Il diminue en pourcentage e t  en taux sérique 

chez l e s  c i r rhot iques  sauf chez l e s  c i r rhot iques  non éthyliques dont l e  

score de Child e s t  < 10 ( Stades A e t  B ) où ne diminue qu'en pourcentage. 

- l e  var ian t  II, t ransferr ine  portant  un glycanne biantenné e t  

un glycanne t r i a n t e n d ,  n ' e s t  pas modifié chee l e s  éthyliques non cirrho- 

t iques.  I l  augmente en pourcentage chez l'ensemble des cirrhotiques,  il 

augmente en taux serique chez l e s  c i r rhot iques  non éthyliques dont l e  score 

de Child e s t  (10 ( Stades A e t  B) . 
- l e  var ian t  1, t r ans fe r r ine  portant  deux glycannes t r ian-  

tennés, n 'es t  pas modifié chez l e s  éthyliques non cirrhotiques.  I l  aug- 

mente en pourcentage e t  en taux sérique chez l'ensemble des c i r rhot iques  

Nous avons représenté dans l a  Fig. 33 p 133 

l 'évolut ion du pourcentage apparent e t  du poids des var ian t s  en fonction 

de l a  pathologie. 

2 - Analyse discriminante ---- l i n é a i r e  ------------- 
L'analyse discriminante l i n é a i r e  fourn i t ,  par l'ensemble des 

paramètres, l a  combinaison l i n é a i r e  de ceux-ci, séparant  au mieux deux 

groupes de su j e t s .  

Cette analyse a é t é  effectuée pas à pas, ce qui  permet de 

déterminer successivement l e  paramètre, l e s  deux paramètres, l e s  t r o i s  

paramétres ....... , discriminant au mieux ces deux groupes. 

L'analyse e s t  dé f in ie  par une fonction l i néa i r e  discriminante 

Le tableauXVIIp 134représente l 'analyse discriminante l i néa i r e  en t re  l e s  

groupes de s u j e t s  8 e t  3, c'est-à-dire en t r e  l e s  c i r rhot iques  de tou t  

r'+*-+ s tade,  éthyliques ou non, e t  en t re  l e s  non c i r rhot iques  éthyliques e t  
4 .?,+ t 

" 1 

t g * .  

'*-.. ,.. non éthyliques. 



VARIANT 1 
en $ 

VARIANT 1 
e n  mg/dl 

VARIANT II 
e n  $ 

VARIANT II 
en mg/dl 

VARIANT III 
e n  % 

VARIANT III 
e n  mg/dl 

F i g  336 Evolu t ion  des v a r i a n t s  1 , II , III e n  pourcentage($) e t  
poids(mg/dl) dans l e s  d i f f é r e n t s  groupes 1 à 8. 

(1: ZE ; 2: CE ;3: CE+CE ;4: CË c h i l d ( 1 0  ;5: CE C h i l d ( l 0  ;6: &+CE Child<10;  
7: &+CE Child> 1 0 ; 8: CE+CE v Chi ld  ) 



TABLEAU 

ânalyse discriminante l i n é a i r e  en t re  l e s  groupes de su j e t s  
c i r rhot iques  de tou t  s tade,  éthyliques ou non e t  e n t r e  l e s  
non c i r rhot iques  éthyliques e t  non éthyliques.  

Formule de l a  fonction l i n é a i r e  discriminante : 

F L ï~ = 129,806 + 4x (-1,267) + 8 (-0,127) + 6 x (-0,142) + 2 x (+0,127) 

+ 3 x (-1,307) + 5 (-1,246) + 7 x (-0,080). 

- La constante de la fonction e s t  .129,806. 

- Chaque paramètre e s t  a f f ec t é  d'un coef f ic ien t  de la  fonction 

exemple : l e  parambtre Variant II 6 e s t  a f fec té  du coef f ic ien t  4. 

Pas 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Pourcentage de 

bien c lassés  

78'95 

76.84 

77,37 

78.42 

78 , 42 

Paramètres 

4 (Variant II $) 

8 (var iant  1 poids) 

6 (var iant  III poids) 

2  aux de t rans f  e r r i ne  ) 

3 (var iant  III $) 

Coefficients de l a  
fonction 

discriminante 

- 1,267 

- 0,127 

- 0,142 

+ 0,127 

- 1,307 

5 (var iant  1 $) 

7 (var iant  II poids) 

- 1,246 

- 0,080 

79,47 

179,471 



La fonction discriminante à 7 paramètres permet de c l a s se r  

correctement 79,47 $ des su j e t s .  Néanmoins, l e  s e u l  paramètre "pourcentage 

du var iant  II" permet dé jh de c lasse r  78,95 $ des su je t s .  

Nous pouvons de même, déterminer pour d 'autres groupes, l e  

pourcentage de s u j e t s  bien c lassés  par l a  fonction l i néa i r e  discriminante : 

- groupes 8 e t  1 : 80 % de su j e t s  bien c lassés  

- groupes 7 e t  3 : 86,7 5 de su j e t s  bien c lassés  

- groupes 7 e t  1 : 88,6 $ de su j e t s  bien c lassés  

a - Histogramme au Pas 7 
-----------i--- 

L'histogramme donné Fig.34 p 136 représente l e s  valeurs de 

la fonction l i n é a i r e  discriminante au pas 7 chez l e s  191 su j e t s  étudiés.  

Sur l ' axe  hor izontal  f igure  l e s  valeurs de l a  fonction l i néa i r e  

discriminante de 0,4 en 0.4 unités.  

Pour chaque s u j e t  c i r rhot ique e t  non c i r rhot ique,  l a  valeur 

de l a  fonction a é t é  calculée d'après l 'équation de la fonction. Les 

s u j e t s  dont l a  valeur de la  fonction é t a i t  proche ont é t é  regroupés par 

colonne de 0,4 en 0,4 uni tés .  

Les colonnes des su j e t s  non c i r rhot iques  sont représentées 

en-dessous de l 'axe  horizontal ,  l e s  colonnes des s u j e t s  c i r rhot iques  

au-dessus. 

Sur l'histogramme, l e s  s u j e t s  c i r rhot iques  bien c lassés  par 

l a  fonction l i n é a i r e  discriminante sont s i t u é s  à dro i te  de l 'axe ve r t i c a l  

(fonction = O ), l e s  s u j e t s  non c i r rhot iques  bien c lassés  é t an t  à gauche. 

La moyenne de la fonction pour l e s  su3ets c i r rhot iques  e s t  de 

+ 0,68, pour l e s  non c i r rhot iques  e l l e  e s t  de - 0,86. 
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b - Calcul des s e n s i b i l i t é  e t  spéc i f i c i t é  ( Jenicek, 1980 ) ---...-------.---.---------- 
La s e n s i b i l i t é  d'un signe e s t  déf inie  par l e  rapport  du nombre 

de malades qui  ont  l e  signe pathologique sur l'ensemble des malades. E l le  

représente l a  fréquence du signe dans l a  maladie. I c i ,  s i  l e  signe e s t  défi-  

n i  comme l'ensemble de l 'évolut ion des 7 paramètres, l a  s e n s i b i l i t é  chez 

l e s  c i r rhot iques  e s t  de 0.74. 

La s p é c i f i c i t é  d'un signe e s t  déf inie  par l e  rapport du nombre 

de s u j e t s  indemnes avec un r é s u l t a t  d'examen normal à l'ensemble des s u j e t s  

indemnes. Une spéc i f i c i t é  égale à 1 carac té r i se  un signe patognomonique. 

Sa présence affirme l e  diagnostic. La s p é c i f i c i t é  e s t  i c i  chez l e s  

c i r rhot iques  de 0.9. 

La s e n s i b i l i t é  e t  l a  s p é c i f i c i t é  du signe permettraient d'étu- 

d i e r  l e s  valeurs prédic t ives  posi t ives  (p robabi l i t é  de l 'exis tence d'une 

cirrhose quand l e  signe e s t  présent) e t  négatives (probabi l i té  de l 'absence 

de cirrhose quand l e  signe e s t  absent). Mais l ' i n t e rp ré t a t i on  de ces va- 

l eurs  nécess i te  la connaissance de la prévalence de l a  c i r rhcse  dans l a  

population. 

Ne connaissant pas c e t t e  prévalence, nous ne pouvons calculer  que l ' ind ice  

de Youden ( Youden, 1950) qui  ne f a i t  pas in te rven i r  l a  prévalence. 

Indice p réd ic t i f  = S e  + S p - 1 = 0,4+0,74-1= 0.64 

I V  - DISCUSSION 

La r épa r t i t i on  des var iants  glycanniques de l a  sérotransferr ine  

humaine e s t  modifiée dans l e  cas de l a  cirrhose,  qu 'e l le  s o i t  é t hy l i q ' e  ou 
i -..._. 

non. Par contre,  l 'é thylisme seul  ne modifie pas ce t t e  r épa r t i t i on  : n i  l e  



pourcentage, n i  l e  poids des v a r i a n t s  1, II e t  III ne s o n t  changés s i g n i f i -  

cativement p a r  rappor t  à un groupe de s u j e t s  témoins. L ' a t t e i n t e  hépatique 

e s t  par conséquent "Nécessaire" aux bouleversements observés dans l e s  

pourcentages e t  l e s  t aux  sé r iques  des v a r i a n t s  glycanniques. L'éthylisme 

n t  i n t e r v i e n t  pas. 

Les paramètres que nous avons d é f i n i  dans l ' ana lyse  discrimi-  

nante l i n é a i r e  nous permettent de "bien c l a s s e r "  79,47 6 des  191 s u j e t s  

que nous avons é tudiés .  Ce qu i  s i g n i f i e  que l e s  modif ica t ions  de l a  ré- 

p a r t i t i o n  d e s  va r i an t s ,  t a n t  e n  pourcentage, qu'en poids, s o n t  s u f f i s a n t e s  

dans 79,47 $ des cas  é t u d i é s  pour déterminer s i  un s u j e t  e s t  c i r rho t ique  

OU non, 

S i  nous considérons uniquement l e s  s u j e t s  c i r r h o t i q u e s  é t h y l i -  

ques ou non a u  s tade  C du score de Child par  rappor t  à l a  population témoin 

de s u j e t s  non c i r r h o t i q u e s  e t  non é thyl iques ,  l e s  7 paramètres nous permet- 

t e n t  de "b ien  c l a s se r "  88,6 $ des  s u j e t s  é tudiés .  

Dans d ' au t re s  termes, p lus  l ' a t t e i n t e  hépat ique e s t  grave, 

p lus  l e s  modif icat ions de l a  r é p a r t i t i o n  des v a r i a n t s  s o n t  s i g n i f i c a t i v e s .  

Ceci se v é r i f i e  d ' au tan t  plus dans l a  mesure où l ' i n d i c e  pré- 

d i c t i f ,  déterminé par  l e  c a l c u l  de l a  s e n s i b i l i t é  e t  de l a  s p é c i f i c i t é  

des  s ignes,  est  de 0,64. 

Cependant, dans la  pra t ique  c l in ique ,  l ' i n t e r p r é t a t i o n  de ces  

va leurs  n é c e s s i t e r a i t  l a  connaissance de l a  prévalence de l a  c i r rhose  

dans l a  population. 

Par  comparaison, S e i t z  e t  a l . ,  1983 ont  découvert une nouvelle 

technique sophis t iquée  pour d é f i n i r  l e  d i agnos t i c  de l a  c i r rhose  : l ' u l t r a -  

sonographie. Par l ' u t i l i s a t i o n  de c e t t e  méthode l e s  me i l l eu r s  ind ices  

p r é d i c t i f s  ca l cu lés  à p a r t i r  de l a  s e n s i b i l i t é  e t  de l a  s p é c i f i c i t é  de 



deux signes : la splénomégalie e t  l 'hypertrophie du lobe hépatique de 

Speegel sont  respectivement de 0,60 e t  0.59. En outre ,  l 'ul trasonographie 

permet de bien c lasse r  73 des su  j e t s  analysés. 

Nous avons observé une augmentation des pourcentages des 

va r i an t s  1 e t  II dans l e  cas  de l a  c i r rhose ,  quel le  qu ' e l l e  s o i t .  O r  ces 

deux var ian t s  renferment l e s  s t r uc tu r e s  glycanniques tr iantennées.  

Dans ce r ta ins  cas  pathologiques, une augmentation du taux 

des glycannes tr iantennés e t  tétraantennés de quelques glycoprotéines a 

é t é  constatée : pour l e s  Pg M de Waldenstrom ( Cahour e t  a l . ,  19t32), 

dans ce r ta ines  membranes cancéreuses e t  de ce l l u l e s  transf  armées ( ~ a s d c i  

e t  a l . ,  1980; Smets, 1983; Montreuil e t  al. ,  1983). 

Ces observations nous amènent à penser que l e  pourcentage 

des s t r uc tu r e s  tr iantennées de l a  sé ro t rans fe r r ine  humaine e s t  augmenté. 

Dans l e  cas de l a  cirrhose éthylique,  c ' e s t  non seulement l a  synthèse mais 

a u s s i  l ' excré t ion  de l a  t r ans fe r r ine  qu i  sont  a f fec tées  pa r  l ' a t t e i n t e  

hépatique. Nous pouvons supposer que la  biosynthèse des glycannes de l a  

t r ans fe r r ine  e s t  perturbée, e t  que l a  synthèse du glycanne de s t ruc tu re  

tr iantennée e s t  augmentée au détriment de l a  s t r uc tu r e  biantennée. 

La modification de l a  r é p a r t i t i o n  des va r i sn t s  peut auss i ,  

en pa r t i e ,  ê t r e  due à une dés ia ly la t ion  p a r t i e l l e  des glycannes des 

va r ian t s .S t ib le r  e t  al . ,  1981 ont observé que dans l e  cas de l a  cirrhose,  

la  t rans fe r r ine  pouvait ê t r e  dés ia lylée  à 3@. La présence de l ' ac ide  

N-acétylneuraminique, chargé négativement, i n t e rv i en t  dans l a  migration 

électrophorétique.  11 faud ra i t  donc envisager une étude su r  l a  dés ia ly la t ion  

des var iants  glycanniques de l a  sérot ransferr ine  e t  voir  dans quelle mesure 

e l l e  in te rv iendra i t  su r  l e s  modifications du pourcentage des var iants .  



ROLE DES GLYCANNES DE L A  SEROTRANSFERRINE HUMAINE DANS L E  

MECAN 1 SME DE RECONNAISSANCE C E L L U L A I  RE 

Nous avons caractérisé trois variants glycanniques de la 

sérotransferrine humaine par chromatographie d'affinité et électrophorèse 

d'immunoaffinité, Des modifications importantes dans la répartition des 

variants interviennent dans le cas de la cirrhose, Or, dans cette atteinte 

hépatique, une surcharge en fer au niveau du foie a été constatée. 

Nous avons vu dans le chapitre des généralités, que Regoeczi et ses 

collaborateurs avaient déterminé des constantes d'association pour diffé- 

rents variants glycamiques de ltasialosérotransferrine, ceci dans l'étu- 

de du récepteur dlAshwell. Ces constantes variaient d'un factexr 10 à 100 

selon qu'il s'agissait de variants portant des structures biantennées ou 

bi et trianternées sur leur chaîne peptidique. Nous avons étudié l'inter- 

action des différents variants avec les récepteurs hépatocytaires et plus 

particulièrement le transfert du fer de ces trois variants, sfin de mettre 

en évidence un éventuel rôle des glycannes dans cette interaction. 

Nous avons également tenté de définir le rôle des glycannes 

dans l'interaction des variants glycarniques de la sérotransferrine avec 

les récepteurs réticulocytaires. Ce travail avait déjà été abordé par 

Tordera en 1978 et Michel en 1981. Leurs expériences sur l'inhibition 

du transfert du fer par l'emploi d'oligosaccharides et Oe glycopeptides, 

n'ont pas permis d'attribuer clairement un rôle particulier au glycanne 

de la sérotransferrine de lapin. De même, Léger et al., résultats non 

publiés, ont montré que la déglycosylation de ia transferrine ne modifie 

en rien le passage du fer dans les réticulocytes. Nous avons voulu con- 



f i rmer  ou in f i rmer  ces  r é s u l t a t s  en  é t u d i a n t  l e s  c iné t iques  d'incorpo- 

r a t i o n  du f e r  des t r o i s  v a r i a n t s  glycanniques 1, II e t  III dans l e s  

r é  t i cu locy tes .  

1 - INTHLACTION DES VARIANTS GLYCANNIQUEj: DESIALYLES DE L4 SEROTRANSPERRIXE 

AVEX LES R E C G P T m  HEPATOCYTAIRES D'ASHWELL. 

L'étude de l ' i ncorpora t ion  du f e r  des v a r i a n t s  d é s i a l y l é s  a 

é t é  r é a l i s é e  en  système hétérologue : a s i a l o t r a n s f e r r i n e  humaine/ hépa- 

tocy tes  de r a t .  

La c iné t ique  d ' incorpora t ion  du f e r  des t r o i s  v a r i a n t s  désia- 

l y l é s  par  l e s  hépatocytes e s t  représentée  dans l a  F i g . 3 5  p 142 Ces 

r é s u l t a t s  montrent que l a  na ture  de la p a r t i e  glycannique de la  glycopro- 

t é i n e  i n t e r v i e n t  dans l e  processus de t r a n s f e r t  du f e r .  

Cet te  étude complète l e s  r é s u l t a t s  obtenus par Begoeczi e t  a l . ,  

1979, e t  pour l e sque l s  les cons tantes  d ' a f f i n i t é  de l ' a s i a l o t r a n s f e r r i n e  

p o r t a n t  un glycanne biantenné e t  un glycanne t r i an tennd ,  pour l e s  hépa- 

tocy tes  de r a t ,  son t  100 ?A 10 f o i s  supér ieures  à c e l l e  de l las ia lo . t rans-  

f e r r i n e  por t an t  deux glycannes biantennés ( Tableau VI1 p 66 1 
La constante d ' a s soc ia t ion  de l l a s i a l o t r a n s f e r r i n e  por tant  

deux glycannes t r i an tennés  n t  a pas encore é t é  dé terminée, cependant l e s  

é tudes  r é a l i s é e s  s u r  d ' au t r e s  glycoprotéines montrent que l e s  s t r u c t u r e s  

t é t r a  puis  t r i an tennées  ont  plus d ' a f f i n i t é  pour l e  récepteur  dtAsh#ell  

que l e s  s t r u c t u r e s  biantennées. 

Il semblerai t  que l e  v a r i a n t  1 por tant  deux g lycames  t r ian-  

tecnés  possède non seulement une f o r t e  a f f i n i t é  pour l e  récepteur  

dlAshwell mais a u s s i  t r a n s f e r r a i t  son f e r  plus rapidement que l e s  au t re s  

va r i an t s .  
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II - INTERACTION DES VARIANTS GLYCANNIQUES DE LA SEROTRUSFERRINE 

AVEC LES RETICULOCYTES. 

Les incorpora t ions  du f e r  ont  é t é  e f fec tuées  en système 

hétérologue : sé  r o t r a n s f e r r i n e  humaine / r é  t icu locytg ,  de lapin.  Les 

t r o i s  v a r i a n t s  ont  é t é  u t i l i s é s  sous formes s i a l y l é e s  e t  dés i a ly lées ,  

A - I n t e r a c t i o n  des v a r i a n t s  s i a l y l é s  avec l e s  r é t i c u l o c ~ t e s .  

La Fig. 36 p 144 représente  l e  nombre de p  mole de 59 Fe 

6 
incorporées pour lx10 r é t i c u l o c y t e s  en  fonc t ion  du temps. Aucune d i f f é -  

rence d ' incorpora t ion  n 'a  pu ê t r e  observée que l  que s o i t  l e  v a r i a n t  qu i  

t r a n s f e r r a i t  son f e r  aux ré t i cu locy tes .  

B - I n t e r a c t i o n  des v a r i a n t s  d é s i a l y l é s  avec l e s  rét iculocsrtes  

La Fig. 37 p 144 représente  l a  c iné t ique  d ' incorpora t ion  du 

f e r  des v a r i a n t s  d é s i a l y l é s  dans l e s  r é t i cu locy tes .  Dans ce cas,  comme 

dans l e  précédent,  nous n'observons pas de d i f f é rence  d ' incorpora t ion  

du f e r .  Le f a i t  que l e s  v a r i a n t s  so ien t  s i a l y l é s  ou non n ' i n t e r v i e n t  

absolument pas dans l e  mécanisme de reconnaissance c e l l u l a i r e .  

C - Conclusion 

Nous avons démontré que l a  c iné t ique  d ' incorporat ion du 

f e r  des t r o i s  v a r i a n t s  de l a  t r a n s f e r r i n e ,  s i a l y l é s  ou non s i a l y l é s ,  

par  l e s  r é t i c u l o c y t e s ,  e s t  indépendante du type de g lycosyla t ion  des 

composants é tudiés .  Ces r é s u l t a t s  associés  à ceux de Tordera, 1976, 

Michel, 1981 e t  Léger e t  a l . ,  r é s u l t a t s  non publ iés ,  démontrent sans  

ambigüité que l a  f r a c t i o n  glycannique de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine 

n ' i n t e r v i e n t  pas dans l e  t r a n s f e r t  du f e r  aux ré t i cu locy tes  de l ap in .  
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Fig. 3 6 .  Ciné tique d'incorporation du fer des variants 1, II et III 

sialylés par les réticulocytes. Le volume des incubats est de 6 5 0 ~  1 
8 

contenant 50rg de glycoprotéine/ml (625 nM) et 1,86 x 10 réticulocytas/ml. 

Fig. 37. Cinétique d'incorporation du fer des variants 1, II et III 

désialylés et de 1s transferrine totale sialylée par les ré ticulocytes . 
Le volume des incubats est de 9 5 0 ~ 1  contenant 7 0 p g  de glycoprotéine/ 



III - CONCLUSION 

Les glycannes de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine ne semblent 

jouer aucun r ô l e  dans le  t r a n s f e r t  du f e r  de l a  glycoprotéine aux 

ré t i cu locy tes .  Par  cont re ,  i ls  semblent i n t e r v e n i r  au  niveau du 

t r a n s f e r t  du f e r  dans l e s  hépatocytes. Le t r a n s f e r t  du f e r  du v a r i a n t  

1 d é s i a l y l é  possédant deux glycannes t r i an tennés  e s t  p lus  inpor t an t  

que l e  t r a n s f e r t  du métal à p a r t i r  des v a r i s n t s  II e t  III dés ia ly lé s .  

Nous avons cons ta t é ,  dans le  cas  de l a  c i r r h o s e  é thyl ique ,  

que l e  pourcentage apparent du v a r i a n t  1 augmente de façon considérable 

a l o r s  que le taux de t r a n s f e r r i n e ,  à 1' inverse ,  diminue. Cette  diminution 

du taux de t r a n s f e r r i n e  e t  donc du t r anspor t eu r  de f e r ,  pour ra i t  ê t r e  

compensée par l 'augmentation du va r i an t  q u i  t r a n s f è r e  l e  f e r  plus rapi -  

dement e t  dont l ' a f f i n i t é  pour l e s  récepteurs  hépat iques d1Ashwell e s t  

l a  p lus  f o r t e .  

L'augmentation du pourcentage du v a r i a n t  1 a i n s i  que l 'aug- 

mentation du t r a n s f e r t  du f e r  de ce v a r i a n t ,  d é s i a l y l é ,  pour ra i t  exp l i -  

quer  l a  surcharge en  f e r  observée dans l e s  cas  de c i r rhoses .  



CONCLUS 1 ONS GENERALES 



L'ensemble des recherches  que nous avons e f f e c t u é  s u r  l a  séro- 

t r a n s f e r r i n e  humaine, nous a permis de me t t r e  en  évidence l ' e x i s t e n c e  de 

t r o i s  v a r i a n t s  glycanniques e t  de p r é c i s e r  l a  s t r u c t u r e  des-deux glycannes 

N-acétyllactosaminiques de type t r i an t enné .  D'autre p a r t ,  l e s  modi f ica t ions  

de la  r é p a r t i t i o n  des  v a r i a n t s  glycanniques de la  s é r o t r a n s f e r r i n e  on t  é t é  

ana lysées  l o r s  d ' a t t e i n t e s  hépa t iques  e t  l e  r ô l e  des glycannes t r i a n t e n n é s  , 

dans l e s  mécanismes de reconnaissance c e l l u l a i r e  a é t é  é t u d i é .  Les r é su l -  

tats obtenus peuvent s e  résumer de l a  manière su ivante  : 

1 - La chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de concanavaline 

A-Sépharose des  glycopept ides  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine nous a permis 

d ' i s o l e r  une f r a c t i o n  glycopept idique non re tenue  s u r  colonne e t  une f rac-  

t i o n  re$enue dans l e s  proport ions.  de 15 $ e t  de 85 $ respect ivement  .Ltappl i-  

c a t i o n  des techniques c l a s s iques  de dé te rmina t ion  de l a  s t r u c t u r e  des  gly- 

cannes : méthanolyse, méthylat ion couplée à l a  spec t rométr ie  de masse e t  

Résonance Magnétique Nucléaire ,  nous a permis de démontrer qüe l a  f r a c t i o n  

glycopept idique non re tenue  s u r  colonne é t a i t  cons t i t uée  d'un mélange de 

deux glycopept ides  N-acétyllactosaminiques t r i an t ennds .  Le glycopept ide 

q u i  renferme l ' an tenne  supplémentaire l i é e  e n  ( 8  1-4) s u r  l e  Man 4 e x i s t e  

dans une propor t ion  6 f o i s  p lus  importante  que l e  glycopept ide isomère 

possédant l ' an tenne  suppl4mentaire l i é e  en  (P 1-6) s u r  l e  :?an 4 ' .  Dans 

l e s  deux cas ,  l ' a c i d e  N-acétylneuraminique se trouve l i é  pa r  une l i a i s o n  

eme ( 4  2-3) s u r  l e  ga l ac tose  de l a  3 antenne. 



2 - Nous avons séparé  t r o i s  v a r i a n t s  glycanniques de la  

s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine par  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de 

concanavaline A .  Nous avons é t a b l i  la s t r u c t u r e  des  glycannes de ces  

v a r i a n t s  e t  d é f i n i  l e u r  r é p a r t i t i o n  s u r  l a  chaîne pept idique.de l a  

t r a n s f e r r i n e .  Nos r é s u l t a t s  s e r a i e n t  e n  faveur  de la  r é p a r t i t i o n  

su ivan te  : 

- Varian t  1 : deux glycannes t r i an t ennés .  

- Varian t  II : un glycanne biantenné e t  un glycanne t r i an t enné  . 
- Varian t  III : deux glycannes biantennés.  

3 - La présence des  t r o i s  v a r i a n t s  glycanniques de l a  sé ro t r ans -  

f e r r i n e  a  é t é  confirmée par  é l ec t rophorèse  d ' i m u n o a f f i n i t é  en  présence de 

concanavaline A .  

4 - L'étude des modi f ica t ions  de l a  r é p a r t i t i o n  des t r o i s  va- 

r i a n t s  glycanniques de la  t r a n s f e r r i n e  a  é t é  é t u d i é e  Dar é lec t rophorèse  

d' immunoaffinité dans l e s  c a s  d ' a t t e i n t e s  hépat iques.  Une étude statisti-  

que a  é t é  r é a l i s é e  s u r  191  cas  r é p a r t i s  e n  q u a t r e  groupes ( s u j e t s  non 

c i r r h o t i q u e s ,  non é thy l iques  ténoins ;  s u j e t s  non c i r r h o t i q u e s  é thy l iques ;  

s u  j e t s  c i r r h o t i q u e s ,  non é thy l iques  ; s u j e t s  c i r r h o t i q u e s  é t hy l iques )  Des 

v a r i a t i o n s  o n t  é t é  observées dans l e  c a s  de l a  c i r r h o s e  q u ' e l l e  s o i t  

é thy l ique  ou non. L'éthylisme n ' i n t e r v i e n t  pas dans l e  changenent de répar-  

t i t i o n  des v a r i a n t s .  Les pourcentages des  v a r i a n t s  1 e t  II, po r t eu r s  de 

s t r u c t u r e s  glycanniques t r i an t ennées ,  augmentent s ign i f i ca t ivemen t  par  

r appor t  à l a  popula t ion  témoin. L'analyse d iscr iminante  l i n é a i r e  r é a l i s é e  

s u r  l e s  191 s u j e t s  nous a permis d ' app réc i e r  l ' i n t é r ê t  c l i n ique  a'une t e l l e  

modi f ica t ion  dans l a  r é p a r t i t i o n  des v a r i a n t s  glycanniques de l a  s é ro t r ans -  

f e r r i n e  . La  v a l e u r  de l ' i n d i c e  p r é d i c t i f  e s t  une confirmation supplénen- 



t a i r e  de la  f i a b i l i t é  de ces c r i t è r e s .  Ces r é s u l t a t s  pour ra i en t  ê t r e  

u t i l i s é s  comme c r i t è r e s  supplémentaires  dans l a  dé termina t ion  du d i a g n o s t i c  

de l a  g r a v i t é  de la  c i r r h o s e ,  à cond i t i on  t o u t e f o i s  de conna î t r e  l a  pré- 

valence de l a  c i r rhose  s u r  l a  populat ion.  

5 - L'étude du r ô l e  des  glycannes l o r s  de l a  f i x a t i o n  e t  du 

t r a n s f e r t  du  f e r  a  é t é  r é a l i s é e  e n  prenant  comme modèle l e s  hépatocytes  

de r a t .  Les r é s u l t a t s  obtenus o n t  montré que l e s  v i t e s s e s  d ' i nco rpora t ion  

du f e r  des v a r i a n t s  glycanniques 1 e t  II, d é s i a l y l é s ,  s o n t  respectivernent 

9 f o i s  e t  3 f o i s  supé r i eu re s  à c e l l e  du v a r i a n t  III d é s i a l y l é .  Nous avons 

conclu que les g l y c a m e s  de la  s é r o t r a n s f e r r i n e  jouent un r ô l e  dans l a  

reconnaissance des r écep teu r s  membranaires des  héya tocytes  de r a t  e t  dans 

l e  t r a n s f e r t  du f e r .  

Pa r  con t r e ,  l ' é t u d e  du t r a n s f e r t  du f e r  des  t r o i s  v a r i a n t s ,  

s i a l g l d s  ou non, par  l e s  r é t i c u l o c y t e s  de l a p i n ,  nous a permis de conclure  

que l e s  g l y c a m e s  ne jouent aucun r ô l e  dans l ' i n t e r a c t i o n  avec l e s  récep- 

t e u r s  menbranaires de ces  c e l l u l e s .  

Il s e r a i t  i n t é r e s s a n t ,  au vu des r é s u l t a t s  obtenus par  l ' ana-  

l y s e  de sérums de c i r r h o t i q u e s ,  de poursuivre l ' é t u d e  de l a  modi f ica t ion  

de l a  r é p a r t i t i o n  des  v a r i a n t s  glycanniques de la  s é r o t r a n s f e r r i n e  : non 

seulement dans d ' a u t r e s  a t t e i n t e s  hépa t iques ,  mais également, pendant l a  

grossesse où h l ' i n v e r s e  des ca s  é t u d i é s ,  i e  taux  de t r a n s f e r r i n e  sé r ique  

augmente. 

De même, n o t r e  t r a v a i l  pourra ê t r e  complété par  l a  dg termina t ion  

des  cçns t an te s  d ' a s s o c i a t i o n  des  t r o i s  v a r i a n t s  t r a n s f e r r i n i q u e s ,  s i a l y l é s  

ou non, s u r  l e s  hépatocytes  e t  l e s  r é t i c u l o c y t e s .  Ces r é s u l t a t s  venant 

confirmer l e s  d i f f é r e n c e s  dans l a  f i x a t i o n  de l a  p ro t é ine  des t r o i s  

v a r i a n t s  t r a n s f e r r i n i q u e s  s u r  l e s  r écep teu r s  rnenbranaires. 
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