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De nombreuses études ont été réalisées, ces dernidres années,
sur la structure primaire et le métabolisme des glycannes des glycopro-
téines ( Montreuil, 1980a,1982,1983 ). Cependant, les problimes con-
cernant la conformation, la localisation et les fonctions des glycannes
ne sont pas entidrement résolus. La sérotransferrine humaine, dont le
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la sérotransferrine par chromatographie d'affinité sur

colonne de concanavaline A.
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INTRODUCTION

Jusqu'd présent le terme de transferrine s'appliquait a la
famille des transporteurs du fer que l'on rencontre chez les vertébrés.
Ces formes de transport, qui véhiculent 0,1 % du fer total de 1l'organisme,
assurent la répartition du métal entre les formes actives comme 1'hémo-
globine, la myoglobine, les cytochromes, et les formes de réserve comme

1'hémosidérine et la ferritine.

La fimille des transferrines de vertébrés comprend : l'ovo-
transferrine, la sérotransferrine et la lactotranaferrine.

-L'ovotransferrine ( ovoferrine ou conalbumine) provient du
blanc d'oeuf des oiseaux. Son existence a été soupgonnée dés 1899 par
Osborne, mais ce n'est qu'en 1944 que Schade et Caroline ont démontré
ses propriétés de fixation du fer.

-La sérotransferrine était désignée par l'ancienne terminologie
par les noms de sidérophiline ( Schade et Caroline, 1946) ou de "beta-1
globuline fixatrice de métal" ( Surgenor, 1949). Il y a 50 ans dé ja,
1'on savait que le fer plasmatique était fixé par une protéine ( Barkan,
1927; Starkenstein et Harvalid, 1933), mais ce.sont les travaux de Schade
et Caroline en 1946, et plus particuliérement ceux de Laurell en 1947 puis
en 1952, qui ont établis l'existence d'un transporteur protéique spécifi-
que du fer.

-La lactotransferrine (lactoferrine) est présente dans le lait

des mammiféres, ainsi que dans d'autres liquides de sécrétion. Elle fut



découverte et isolée du lait de femme par Montreuil et Mullet et

Montreuil et al., en 1960 ainsi que par Johanson la méme année.

De récents travaux ( Huebers et al., 1982; Martin et al.,
1983) permettent de penser que le terme de transferrine s'applique
également A des transporteurs du fer présents chez les Invertébrés.

En effet, Huebers et al., en 1982 ont isolé du sang d'un
Arthropode ( Cancer magister ) une protéine capable de fixer deux
atomes de fer. Excepté le fait que cette pProtéine possdde une masse
moléculaire élevée ( 150.000 + 10.000 ), slle détient tous les critdres
nécessaires pour que la dénomination de transferrine lui soit donnée.

De méme Martin et al., en 1983 ont réussi & purifier, chez

un Protochordé (Pyura stolonifera), une protéine fixant un atome de fer
et possédant des critdres significatifs qui permettent de lui attribuer

le nom de transferrine.

Lee transferrines jouent un rdle extrémement important dans
le métabolisme du fer. De nombreuses revues générales leur ont d'ailleurs
été consacrées ( Bezkorovainy et Zschocke, 1974; Aisen et Brown, 1975 et
1977; Lane, 1976; Hershko, 1977; Mazurier, 1980; Aisen et Listowsky, 19803
Gorinsky, 1982).

Notre étude ne concernant que la sérotransferrine humaine, neus
nous contenterons de déerire la structure générale et le rdle biologique

de cette glyccrrotéine.
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STRUCTURE GENERALE DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE

Depuis les premiéres études de Holmberg et Laurell, en 1945,
et de Schade et Caroline, en 1946, la structure générale de la sérotrans-
ferrine humaine n'a cessé de se préciser. Il nous appartient deans ce
chapitre de faire une synthédse des connaissances actuelles rassemblées

sur ce sujet.

I - DONNEES PHYSICO-CHIMIQUES

A - Dimensiops.

les mesures sffectuées par diffusion de neutron p&r Martel
et _al., en 1980 ont permis de montrer que la sérotransferrine humaine se
présente comme un ellipsoide de révolution possédant des demi-axes de
46.6, 46.6 et 15.8 1 - Le volume de l'ellipsoide est de 144 ( : 45) x
103413.

Ces paramdtres hydrodynamiques, étudiés par sédimentation,
diffusion et viscosité de la sérotransferrine varient en fonction du
degré de saturation en fer des deux sites métalliques de la glycoprotéine

( Rosseneu et al., 1971). Ils sont donnés dans le tablesul p 7.

Un changement de conformation semble donc s'opérer lors de la fixation

du métal.

B - Structure cristallographigue

les paramétres cristallographiques de la sérotransferrine de
lapin ont été déterminés par Al Hilal et al., en 1976 puis par Gorinsky

et al., an 1979. Ces derniers ont proposé un moddle moléculaire qui résulte
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de la diffraction des rayons X des cristaux de la transferrine de lapin
( Pig. 1p9) . La molécule apparait nettement constituée de deux
lobes égaux qui creusés d'une cavité tournée vers l'axe de symétrie de
la molécule forment entre eux un angle de 30 2,

Ils correspondent sans doute aux deux domaines de la protéine qui con-

tiennent chacun un site de fixation du fer.

II - ETUDE DE LA PARTIE PROTEIQUE

A - Séquence peptidigue
1 - Structure primajre

La séquence primaire de la chaine peptidique de la séro-
transferrine humaine a été entidrement déterminée par Mac Gillivray et al,,
en 1982 et 1983 ( Fig.2 p 10 ). La sérotransferrine humaine est
constitude d'une seule chatne peptidique comportant 679 résidus d'acides
aminés. Le nombre et la nature de ces acides aminés étant maintenant tout
a fait connus, la masse moléculaire de la glycoprotéine a pu &8tre calculée:
elle est de 79.650 ( les deux glycannes liés & la protéine sont également

inclus dans ce calcul).

2 - Structure secondaire

Les taux d'hélicité o et de structure P ont été déterminés
pour la sérotransferrine humaine. Ils sont rassemblés dans le tableau'II p 11.
Le taux d'hélicité o de la protéine semble trés faible et inchangé lors
de la fixation du fer.

Pourtant,‘d'aprbs le modéle de Gorinsky et al., en 1579, l'une des cavités

serait délimitde per une hélice o La présence du métal sur la sércirans-



Fig. 1 . Modele de la molécule de sérotransferrine de

lapin, d'apreés les études réalisées par diffraction des

o
rayons X avec une résolution de 6 A par Gorinsky et al., 1979
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TABLEAU II

Etude de guelques paramétres concernant la structurs secondaire de la sérotrans-—

ferrine humaine

Nature de Taux d'hélicité a Taux de structure 8

la protéine en % en % Auteurs
Aposérotransferzine 17-18 - Nagy et af.,
1972 (L)
21 : - Tomimatsu ¢t al.,
1972 (2)
20 40-45 Ventura et al.,
1973 (3)
17 68 Mazurier et al.,
1976 (4)
Sérotransferrine 17-18 _ (1), (2, (3),

saturée en fer (4)




ferrine ne semblerait pas induire de profond changement de conformation,
méme si les dimensions de la glycoprotéine varient en fonction de la

saturation en fer des sites.

3 - Structure tertiaire
La chaine polypeptidique de la transferrine se scinde en
deux régions compactes qui possédent chacune un site de fixation du fer.
La premidre partie est formée des résidus d'acides aminés de 1 2 336, la

seconde des résidus 337 a 679 ( Mac Gillivray et al., 1983).

Deux méthodes essentiellement ont permis de mettre en évidence
l'existence de deux parties structuralement indépendantes : les coupures
enzymatiques et la dénaturation thermique.

Par action ménagée de la trypsine, Evans et Williams en 1978,
ont réussi & couper la sérotransferrine humaine en deux parties. Les
fragments obtenus possédent des propridtés antigéniques, des compositions
en acides aminés et des cartes peptidiques différentes. Ils sont tous deux

3* @t 1'un d'eux a été identifié A 1'extrémité C

porteurs d'un ion Fe
terminale, l'autre 3 1l'extrémité N~terminale de la molécule.

Donovan et Ross, en 1975, ont montré que chaque forme de trans-
ferrine, apo, monoferrique sur le site N-terminal et sur le site C-terminal,
et di ferrique possidde une température de dénaturation propre. lLes deux
parties de la transferrine semblent structuralement indépendantes, puisque

la fixation du métal sur l'un des sites, N~ ou C- terminaux, ne changs pas

la température de dénaturation de 1'autre site ( Donovan et al., 1976)
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B - Domaines

Mac Gillivray et al., en 1977 ont observé que la sérotransferrine

humaine pouvait &tre partagée en quatre régions structurales possédant de
nombreuses homologies internes. Ils suggéfaient alors gque la molécule
glycoprotéinique serait le descendant d'une protéine ancestrale gquatre fois
plus petite que la molécule actuelle.

En 1981, Metz- Boutigue et al., émettaient 1'hypothise de
2éxistence de six domaines chez la lactotransferrine mais aussi chez la
sérotransferrine et l'ovotransferrine.

Magurier et al., en 1983 ont confirmé cette hypothdse. Leurs études ont

permis de préciser plusieurs points @
La sérotransferrine serait partagée en 6 domaines répartis
3 par 3 dans les parties N- terminales ( N D 1 aN>D 3 ) et C- termina-

les ( C D ACD 5 ) de la molécule Fig. 3 p 14.

1

Leas 6 domaines constitués de 110 acides aminés : 10 pré-
sentent plusieurs homologies structurales : il existe 70 % d'homologie

entre les domaines N D , et C D s 40 % entre les domaines N D 1 et

2 2

cD 1 ND 3 et C D 3

Les domaines N D 2 et C D 2 sont impliqués dans la fixation du fer de la

transferrine.

C - Evolution N

Les transferrines possédent des hémologies internes relatives

3 1'enchatnement de leurs acides aminés : (Mac Gillivray et al., 1983)

la sérotransferrine humaine et la lactotransferrine ont 187 résidus

d'acides aminés en commun soit 49,7 % de la structure de chacune des



o
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Fig. 3. Modeéle de la molécule de transferrine avec localisation

des 6 domaines d'apris Williams, 1982 et modifié par Mazurier et al.,1983.
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molécules, de méme l'ovotransfsrrine et la lactotransferrine possédent
167 résidus identiques soit 44 % de la molécule. Si 1l'on se rapporte
plus précisément aux moitiés N et C terminales de la sérotransferrine
et de l'ovotransferrine on constate qu'elles préaentent 40 % de résidus
identiques entre elles.

En terme d'évolution et d'aprés Williams, 1982, les parties N et C
terminales sont homologues et sont les "descendantes” modifidées d'une
protéine ancestrale commune.

Toutes les transferrines actuelles seraient issues d'un.
méme géne. Leur précurseur ressemblait au domaine N de l'ovotrans-
ferrine actuelle, sa masse moléculaire était de 40.000 et il possédait
un site de fixation pour un atoge de fer ainsi que 6 ponts disulfures.
On connait actuellement une transferrine caractérisée chez un Protochordé
(Pyura stolonifera) qui possdde une masse moléculaire de 40.000 ( Martin

et al., 1983). Cependant Williams et al., 1982 ont montré que chaque

moitié N et C terminales, isolée de l'ovotransferrine, injectée a une
souris est rapidement éliminée de lq circulation sanguine vers les reins.

En conséquence, la transferrine ancestrale ne serait pas une
protéine sérique ou ne serait pas aussi petite qu'une moitié de molécule
de transferrine ou encore, était-elle ancrée dans une membrane cellulaire
ol ses capacités de fixer le fer lui permettaient-elles de servir de
récepteur du fer.

Metz-Boutigue et al., en 19€1, et Magurier et al., enl983, en postulant

l'existence de 6 domaines suggérent la possibilité d'une hexaplication

du méme géne ancestral. La protéine ancesirale aurait dans ce cas 1/6

R
S

de la taille de la tranaferrine aciuelle.
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III - SITES DE FIXATION DU FER

La sérotransferrine humaine peut fixer deux ions fsrriques
( Fe ™) de manidre réversible ( Laureil, 1947) et développer alors
une couleur rose saumon dont le maximum d'absorption se situe i 465 nm
(Surgenor et al., 1949).

La constante apparente de fixation du fer & la transferrine
est de l'ordre de 10 24 M -1 (Aase et al.,1963; Aisen et Leibman, 1971;
Jarrit et Charlwood, 1976). Le premier schéma de fixation du fer a été
donné par Peeney et al., en 1966. Il est détaillé dans la revue générale

de Chasteen, 1977.

A - Mécanisme de fixation du fer

Différentes méthodes d'analyse chimique, l'ultraviolet, la
spectroscopie Raman et la résonance:magnétique nucléaire (Aisen, 19803
Aisen et Brown, 1977; Bezkorovainy, 1980; Gelb et Harris, 1980) suggdrent
que 2 & 3 résidus de tyrosine sont impliqués dans la fixation du fer par
la transferrine. Il en eat probablement de méme pour deux résidus

d'histidine (Mazurier et al., 1977).

Lee résultats de résonance magnétique nucléaire indiquent
qu'une molécule d'eau entre en jeu dans la fixation de chaque atome de
fer et que c'est le ligand le plus labile de tous ceux impliqués dans
ce mécanisme ( Gaber et al., 1970; Koenig et Schillinger, 1969).

Pour chaque ion ferrique fixé & la transferrine un anion est
simultanément fixé. Les connaissances actuelles ne peuvent préciser s'il
s'agit d'un ion carbonate ou bicarbonate. Il existe une coopérativité
entre le métal et l'anion: le premier ne peut se fixer sur le site qu'en

présence du~second, tandis que l'anion ne peut se fixer & la protéine



-7 -

sans le métal ( Aisen gt al., 1969; Schlabach et Bates, 1975 ; Tsang et al.,
1975) Fig.4 p 18.
L'anion semble interagir directement avec un résidu protoné d'arginine
(Rogers et al., 1978; Schlabach et Bates, 1975).

Enfin les résultats de Mazurier et al., en 1976, obtenus par
dichroisme circulaire, suggérent que le tryptophane est impliqué dans la

fixation du métal mais pas par liasison directe avec celui-ci.

B - Autres cations fixés

En 1'absence de Fe Y les sites de fixation peuvent fixer
une variété de cations multivalents, surtout des premidre et deuxiime
séries de transition ( Aisen, 1980; Aisen et Brown, 1977; Chasteen, 1977).
La sérotransferrine semble 8tre impliquée dans l'absorption du zinc et son
transport dans la circulation portale (Evans et Winter, 1975). Elle trans-

porterait également Cr AR (Hopkins et Schwartz, 1964) et Mn ++(Kbefer et al.,

1970) ainsi que les éléments de la famille du transuranium, en particulier

le triés toxique Pu ( Taylor, 1972).

C - Différences entre les deux sites

L'hypothése de Fletcher et Huehns, 1967 et 1968, selon laquelle
les sites de fization du fer différent dans leur fonction physiclogique, a
été le point de départ de nombreuses études et est encore anjourd'hui l'objet
de conclusions contradictoires.

Princiotto et Zapolski en 1975 ont montré que la dissociation
du fer de la sérotransferrine est un processus biphasique : le premier fe;
est 1ibéré & pH 5.8, le second a4 pMH 4.8. I1 existe donc un site acido-

labtle et un site acido-stable.
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Ces résultats ont été confirmés par Mazurier et Spik en 1980 dans le cas
de la lactotransferrine. Ces auteurs excluent ainsi la possibilité de
1'équivalence des deux sites.

Krysteva et al., en 1975 et 1976 révélent gréice A des études

de spectres différentiels en ultraviolet que 1'un des sites se trouve i
la surface de la protéine tazndis que l'autre est enfoui. Les auteurs
arrivent notamment A& différencier deux populations d'histidines impliquées
dans la fixation du métal en fopction de leur réactivité vis-a-vis d'un
agent chimique spécifique de la modification des histidines.

Bn 1977 Chasteen ainsi que Mazurier et al., puis Zweir en 1978
ont étudié les spectres R.P.E de la sérotransferrine aprés fixation de
divers métaux. Tous ont pu metire en évidence une différence de compor-
tement du métal suivant le site occupé.

Aisen et al., en 1978 recalculant les constantes d'équilibre
stoechiométriques ou thermodynamiques de la sérotraﬁaferrins humaine, ont
démontré que, quel que soit le p H, il y a toujours deux constantes de
fixation pour le métal sur la protéine, une pour chaque site.

Makey et al., en 1976 et Van Byk et al., en 1978 ont pu
séparer les gquatre formes de aérotransferiina humaine : apo, monoferrigque
sur les sites N- terminal et C- terminal, diferrique en utilisant 1'élec=-
trophorése en gel de polyacrylamide.

Enfin, leibman et Aisen en 1979, Williams et Moreton en 1980,
ont démontré que "in vitro", dans le sérum, la sérotransferrine fixe le
fer surtout sur le site acido-labile. Marx et al., en 1982 corroborrent

d'ailleurs ces études, ‘“
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Si la non-identité des sites de fixation du métal de la
sérotransferrine humaine semble acquise, il reste & démontrer qu'ils
interviennent dans le rdle biologique de la protéine. Van der Heul, en
1981 et Huebers et al., la méme année n'ont pas pu mettre en évidence
un tel rdle : aucune différence fonctionnelle entre les deux sites

de fixation n'a pu §tre détectée in vitro.

D - Libération du fer
De nombreux facteurs chimiques sont impliqués dans la libé~

ration du fer de la transferrine ( Aisen et Listowsky, 1980; Baldwin,1980)
Cea facteurs comprennent :
« la chélation par échange de ligand

la réduction de Fe A en Fe +

la protonation des ligands responsables de la fixation du
fer 4 la transferrine.

= la rupture des interactions carbonate-fer

des changements conformationnels.

IV - ETUDE DE LA PARTIE GLYCANNIQUE

la nature glycoprotéinique de la sérotransferrine humaine a

été reconnue par Schultze et al., en 1958. la composition en glucides

est la suivante : galactose, manncse, N~ acétyl-glucosamine, acide N-
acétylneuraminique.

La protéine porte deux glycannes qui lui sont associés par une liaison
de type N- ( P aspartyl) - N- acétyl glucosaminique (Spik, Monsigny et

Montreuil, 1965; Spik, 1968; Spik et Montreuil, 1969).
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A ~ Structure des glycannes

la détermination de la structure glycannique de la sérotrans-
ferrine humaine, mais aussi d'autres transferrines, a été réalisde essen-
tiellement au laboratoire et fait partie des premidres structures glycan-
niques compldtes ayant été identifides.
Les glycannes de la sérotransferrine sont de type N- acétyllactosaminique

comne 1l'a défini Montreuil en 1975.

1- Structure du glycanne biantenné

La séquence primaire des glycannes a été entreprise dés 1962
par Montreuil, Spik et Chosson et par Montreuil, Adam Chosson et Spik en
1965.

Des résultats partiels ont été obtenus par Jamieson et al., en 1971,
Spik Monsigny et Montreuil en 1965, et Spik en 1968, La structure complate
du glycanne de type biantenné a été définitivement établie par Spik,

Vandersyppe et al., en 1974, Spik, Fournet et al,, en 1974 et Spik, Bayard

et al., en 1975.
Cette structure obtenue par des méthodes chimiques a été confirmée par
l'analyse des spectres de Résonance Magnétique Nucléaire & 360 MHz

par Dorland =t al., en 1977.

La structure du glycanne biantenné est donnée Fig. 5 p 22.

2 - Structure du glycanne triantenné
— e S e IR IR T IR IS

Les premiers résultats de Spik, Vandersyppe et al., en 1974

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

Gal ( B 1-4 ) Glc NAc dont le point d'attache était encore inconnu.
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Sur la base de ces résultats, Montreuil et Spik en 1975 ont conclu que
la sérotransferrine humaine possédait deux types de glycannes :

- le premier biantenné _résultant de la substitution du
noyau mannotrioside -di- N- Acétyl-chitobiose par deux résidus o/_ N-
acétylneuraminyl (2,-6) N- acétyl lactosaminique.

= le second triantenné résultant de la conjugaison d‘'un
troisidme résidu o|. N- acétylneuraminyl ( 2.3 ) N- acétyllactosaminique
sur le méme noyau.

Ces derniers résultats ont permis de mettre en évidencs la
liaison (K 2-3) entre les résidus d'acide N- acétylneuraminique et
de galactose et présente uniquement sur la troisiéme branche du glycanne.
La méthylation des glycannes de la sérotransferrine totale réalisée par
Spik, Vandersyppre et al., en 1974 et par Krusius et al., en 1976 a permis
de donner les dsux structures possibles du glycanne triantenné représen-

tées Fig. 6 p 24.

3= Structure du glggggnc tétraanteggg

La présence d'un glycanne de structure tétraantennde a été
envisagée par Mirz et al., en 1982. La structure de ce glycanne, parfois

incomplite, eat donnde Fig., 7 P 25.

B - Localisation des glycannes

les deux glycannes de la sérotransferrine humaine sont loca~
lisés sur les fractions peptidiques séryl-aspartique et aspartyl-lysine
de la chaine protéique ( Spik, Monsigny et Montreuil 1965; Spik 1968;

Spik et Montreuil 1969).
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les glycannes bi et triantennés sont situés indifféremment
sur l'une ou 1'autre de ces fractions ( Hatton et al., 1979).

Lea derniéres études réalisdes par Mac Gillivray et al., en 1983, en

donnant la structure compléte de la chaine peptidique de la sérotrans=-
ferrine humaine, positionnent précisément les glycannes sur les résidus
d'asparagine 413 et 61l.

Mazurier et al., en 1983 ont localisé les séquences d'acides aminés

portant les glycannes au niveau des domaines C D 1 et C D 3(?ig.8 P ZfL

Les deux résidus d'asparagine de chaque séquence sont situés dans une

conformation en P turn ( Aubert et al., 1976 ; Beeley, 1976).

C - Répartition des glycannes

Les étudcs actuelles sont destinées A résoudre le problime
de 1l'uniformité ou non de la répartition des glycannes sur la chaine
peptidique. En effet deux théories se dégagent :

1 - La théorie de Bayard et Kerckaert, 1980 et 1981; Kerckaert
et Bayard, 1982, Selon ces auteurs les glycoprotéines ne peuvent porter
que des structures g}ycanniques identiques sur une méme chaine peptidique.
La sérotransferrine humaine, dans ce cas, ne pourrait portar que deux
glycannes biantennés ou deux glycannes triantennés sur la méme chailne
peptidique. Ceci serait en accord avec l'hypothése qu'ils ont émise et
selon laquelle la glycosylation serait uniforme le long de chaque chaine
polypeptidique, produisant ainsi des unités oligosaccharidiques identiques
a4 chaque site glycosylé. |

2 - La théorie de Hatton et al., 1979 et de Spik, 1982 : la
»sérotransferrine humaine pourraif porter deux glycannes biantennés ou

deux glycannes triantennés sur la méme chaine peptidicue mais également
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Fig. 8. Localisation des glycannes de la sérotransferrine humaine

sur les domaines CDl1 et CD3 d'aprés Mazurier et al., 1983.
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un glycanne biantenné et un glycanne triantenné.

Les résultats les plus récents sont en faveur de la seconde
théorie. (Mirz et al., 1982 ; Spik, 1982 ).
La Fig. 9 p 29 représente les différentes localisations des structures
glycanniques de la sérotransferrine humaine selon les hypothéses énoncées

précédemment.

D=~ Conformation des glycannes

Les études concernant la conformation des glycannes des
N- glycosylprotéines sont trés récentes. Jusqu'ici celles-ci pouvaient
étre considérées comme spéculatives car seuls les modéles moléculaires
étaient employés pour créer la vision d'une image spatiale des glycannes.

La premiére image fut donnée par Montreuil en 1975. Elle ré-
sultait de la construction de la molécule du glycanne biantenné de la
sérotransferrine humaine. En tenant compte des ponts hydrogéne susceptibles
d'exister sur la molécule la.conformation en ‘Y fut adoptée. Puis des

études par diffraction des rayons X ( Montreuil et al., 1978; Montreuil

1980a) permirent d'envisager la conformation en | .
Les parameétres définis par ces types de conformation sont les suivants :

1l « le noyau pentasaccharidique du mannotriosido -di~- N-
acétylchitobiose invariable est compact. Le trisaccharide ManQ51-4)Glc Nic

(p1-4)Glc NAc(pt) Asn conjugué au résidu d'asparagine est disposé dans

un plan, deux liaisons hydrogéne semblent le stabiliser.

2 - les antennes constituées par 1l'enchainement sialyl N-
acétyllactosaminique s'enroulent en hélice.

3 - le résidu de mannose 4(Fig 5 p 22 ) peut se disposer

de deux mani®res par rapport au plan défini par le trisaccharide cité
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Glycanne a Glycanne b

NHy Asn_Lys Ser_____ Ser_Asn_Val_Thr COOH
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>

ad
o

o
oH_
o
o

Hl c
4

o) E—Ef_"—:

Fig. 9 . Localisation des structures glyqanniques de la 1;;?\
gérotransferrine humaine d'aprés : <Qi5ﬁj
A - Bayard et Kerckaert, 1980,1981; Kerckaert et Bayard 1982
B : Hatton et al. 1979; Spik, 1982.
C : Ma¥z et al., 1982.



- 20 -

précédemment et donner ainsi soit une conformation en \( , 80it une
conformation en 'F.

Les données cristallographiques obtenues par Warin et al., en 1979

laissajent supposer gue le moddle T était celui correspondant le mieux
a4 la réalité.

La conformation en oiseau fut suggérée par Montreuil ,1980 a,
1980 b, 1982 et 1985. Cette conformation a été obtenue par une large
rotation autour du résidu de mannose 1ié en (X 1-6 ). D*apras les
études sur ordinateur de Pereg et Warin (résultats non publiés) cette
conformation est stériquement possible et énergétiquement la plus
favorable.

Les trois formes en ‘Y R 1~ et oiseau sont probablement
interconvertibles en solution, de méme qu'elles ne doivent pas &tre

considérées comme fixes ou rigides ( Douy et al., 1980aet 1980b ) :

ltexistence d'un degré interne de rotation des antennes dans l'espace
a été démontrée en E.P.R par marquage des glycannes bi et triantennés
avec un marqueur de spin sur les résidus d'acide N- acétylneuraminique
ou de galactose ( Davoust et al,, 1981 ; Michel, 1981 ).

Le rdle fondamental du noyau mannotriosidique dans la con-
formation des glycannes a été récemment mis en évidence par Brisson et
Carver; 1983. Grfce a4 l'utilisation de la R.M.N. ils ont montré que le
trisaccharide avait deux conformations idéales : l'une lindaire et
conduisant 4 1l'image structurale en oiseau, l'autre repliée et conduisant
4 une conformation en ciseau blessé dans laquelle l'antenne liée en (X 1-6)
est rabattue le long du résidu di -N - acétylchitobiose. La fig. 10 p 31
donne un apergu des différentes conformationz en \’,'F s Oiseau et

oiseau blessé citdes précédemment.
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Conformation en T

Conformation en Vv

Conformation en oiseau
blessé

Conformation en oiseau

Fig. 10. Mod2les moléculaires compacts du glycanne biantenné
de la sérotransferrine humaine d'apres Montreuil &t al., 1978;

Montreuil, 1980 a, 1980 b, 1982 et 1983; Brissoniet Carver, 3i983.
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L'étude de la conformation des glycannes a permis de com-
parer les dimensions des glycannes et de la partie protéique. lLes
dimensions du glycanne tiantenné de la sérotransferrine humaine ont
été établias en mesurant le modile moléculaire lui-méme, grice A
l'analyse sur ordinateur (Perez et Warin, résultats non publiés) et
d'aprés les résultats de Douy et al.,?1980a,b. Elles sont les suivantes:
longueur 55 1 , hauteur 24 1 , épaisseur 5 :, surface 200 Z . Les

deux glycannes couvrent donc une surface relativement importante de

Q
la molécule protéique ( 95 x 60 x 50 A )(Fig. 11 p 33.)

V - CONCLUSION

les nombrsuses études réalisdes jusqu'ad présent sur la
sérotransferrine humaine ont parmis de préciser sn grande partie
qu'elle était la structure générale de cette glycoprotéine. Ceci nous
permet d'aborder les chapitres concernant l'activité biologique de 1la
serctransferrine et tout d'abord celui consacré & la physiologie et 1a

pathologie du métabolisme de la transferrine.



Fig.1l. Comparaison entre les dimensions des deux glycannes de la sérotransferrine

humaine et les dimensions de la partie protéique (Monireuil, 1983). -

8us
LHLLE
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PHYSIOPATHOLOGIE HEPATIQUE DE LA SEROTRANSFERRINE

Notre but n'est pas ici de dresser un catalogue des aspects
physiologiques et pathologiques du métabolisme de la sérotransferrine.
Nous ne développerons que quelques points essentiels qui serviront & la
compréhension de nos t{ravaux et en particulier les variations qui inter-
viennent dans la concentration d; la transferrine ainsi que dans la

structure méme de la molécule lors d'atteintes hépatiques.

I - METABOLISME DE LA SEROTRANSFERRINE

La majeure partie de la sérotransferrine (59%) est présente
dans le plasma. La partie restante (41%) se retrouve dans la lymphe et
les espaces extracirculants. De rombreux tissus sont capables de synthé-
tiser la transferrine mais la plus grande partie de la transferrine plas-
matique est produite au niveau du foie. La répartition de la transferrine
dans les tissus humains est donnée dans les tableau III p 35.

Le taux de renouvellement de la sérotransferrine est de 10%
par jour, alors que le fer est renou§elé toutes les 100 minutes; sa demi-

vie est de 8 jours (Bothwell et al., 1979). R

Le rdle essentiel de la transferrine est d'amener le fer &
la mo#lle érythropoietique, son second rd3le est de récupérer le fer fixé
3 la suiie de l'hémolyse dans le syatiéme réticulaire, son troisidme rdle
snfin est de régulariser l'absorption du fer. En effet, le izux d'absorp-
tion du fer est augmenté si le taux de saturation de la transferrine est

bas, et vice versa (Dreyfus, 1975). Le schéma général précisant le réle
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TABLEAU III

Répartition de la sérotransferrine humaine dans les tissus humains

d'aprés Mason et Taylor, 1978.

TISSUS CELLULES
Tractus gastrointestinal
Pois Hépatocytes
Estomac Cellules pariétales
Duodénum Cellules épithéliales

Vésicule biliaire

Glandes endocrines

Thyroide

Appareil nital
Bein

Utérus

glandes éxocrines

Tissu mammaire

Systdme réticulo-endothélial

Histiocytes

Peau

Cellules épithéliales

Colloide

Tubules

Bpithelium cervical
Cellules myoepithéliales

Cellules périductulaires

Histiocytes activéds..

Csllules épidermiques

o
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métabolique de la transferrine est donné dans la Fig. 12 p 37 d'aprés
Van Moore, 1973.

Dans l'intestin, le mécanisme d'absorption du fer est encore
mal connu, Huebers et al,, 1983, ont propoéé un schéma expliquant le réle
de la transferrine dans l'absorption intestinale du fer. Ce schéma est

donné dans la Pig. 13 p 38.

II - CONCENTRATION DE LA TRANSFERRINE PLASMATIQUE.

La concentration de la transferrine est habituellement estimée
par la mesure de la capacité de fixation du fer du plasma. Des méthodes
immunologiques sont également utilisées. La concentration de.la trans-

ferrine varie en fonction de nombreux facteurs biologigues.

A - Yarjations biologiques en fonction de 1'dge

Cheg le nouveau-né & tarme, la concentration de transferrine
dans le sang du cordon est d'environ 58 & T1 % celle de l'adulte (Vahlquist

et al., 1975) et d'environ 45 A 47 % celle de la mére (Bonnet et al.,1978),
1l

A six mois, un taux proche de celui de l1l'adulte est atteint : 2,39 g.1

(Vahlquist et al., 1975). Le taux dé transferrine de l'adulte est atteint

dés 1'4ge de deux ans (Chopin et al., 1983) . (Pig. 14 p 39)-

B -~ Yariations biologiques en fonction du sexe

le taux de transferrine est plus élevé chez les femmes que
chez les hommes de 20 & 60 ans, la différence la plus marquée se situe
de 20 A& 40 ans (8 % environ). De 4 4 20 ans par contre, la transferrinémie
est plus élevée chez les garcons (Herbeth et al., 1983).{Fig. 14 p 39)
Le tadbleau IV p 39 donne les limites de référence de la transferrine

en fonction de 1'Sge et du seze.
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LUMIERE INTESTINALE CELLULE DE LA MUQUEUSE -

Fe apoTf

apoTf+Fe QD>

Fesz Ferritine

Fig. 13, Schéma proposé par Huebers et al., 1983, montrant l'absorption

du fer au niveau intestinal ( Duodénum et jejunum).



transferrine
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34 T P ——
T2 95%
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*uil By - — 2 50/0
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Y L ' ; g
494 1420 2040 40-60
age(ans)

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

ferrine en fonction de 1'ge et du sexe d'aprés Herbeth et al.,1583

TABLEAU IV.
Limites de référence de la transferrine (‘g.l -1 )
d'aprés Herbeth et al., 1983.
Hommes Femmes
Age (ans) N 2,5 50 97,5 N 2,5 50 97,5
4-.14 98 1,6 2,4 33 72 1,7 2,3 3,4
14-40 93 1,6 2,3 3,0 94 1,7 2,3 3,2
40-60 58 1,5 2,2 2,9 81 1,5 2,2

* Centiles 2,5-50-97,5 %.
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C =« Autres facteurs de varjation

Pendant la grossesse, la concentration de transferrine augmente
de 37 4 70 % environ ( Vahlquist et al., 1975). Une élévation de 10 a 35 %
de la transferrinémie est notée chez les femmes prenant des contraceptifs
oraux normodosés (Gleichman et al., 1973). les variations du taux de trans-
ferrine peuvent §tre dues également i un =ffort prolongé, la prise de médi-
caments, la dénutrition ou le changement de saison (pendant l'hiver, la
transferrinémie est plus élevée de 8% par rapport & 1'été) (Herbeth et al.,

1983.)

III. PATHOLOGIE DE LA TRANSFERRINE - CAS PARTICULIER DE LA CIRRHOSE ALCOOLIQUE

Le foie étant le principel lieu de synthése de la transferrine,
toute atteinte hépatique peut entrainer des désordres physiologiques tant
au niveau de la concentration plasmatique de la glycoprotéine qu'au niveau
de la molécule elle-méme. Dans le cas de la cirrhose alcoolique les deux

phénoménes interviennent.

A - Variation de la concentration de la transferrine

lLa concentration sérique de la transferrine est de 17 % plus
basse dans le cas d'une cirrhose alcoolique gque dans un cas normal : la
concentration passe de 3.0 ¥ 0.7 g/l pour une population témoin 2.5 : 0.8
pour un groupe de patients atteints de cirrhose alcoolique (Nalpas et al.,
1980; Teppo et Maury ,1983)(?13.15 p 41 ) + Ce facteur de variation, 1lié
2 l'augmentation importante du taux d'immunoglobuline Ig A ( Iturriaga
et al., 1977 ) constitus un paramdtre maintenant classigue utilisé pour
le diagnostic de la cirrhose alcoolique. L'identification précoce de

1'atteinte hépatique chez l'alcoolique repose sur la collection d'éléments
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S HA C C+HA

Fig. 15, Concentration plasmatique de la transferrine au cours des
stéatoses (S), hépatites alcooliques ( HA), cirrhoses alccoliques (C)
et cirrhoses alcooliques avec hépatite alcoolique ( C + HA ). La zone

hachurée représente la moyenne + 2 DS de la population de référence /’g§€3
(Nalpas et al., 1980). Lo,

e
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cliniques et biologiques dont la synthése ne rend qu'un compte approximatif,
exception faite de 1'étude histologique impraticable A grande échelle. le
rapport Ig A / transferrine conserve une bonne performance séméiologique

de l'hépatopathie alcoolique : il est normal jusqu'id 1.4, correspond & des
lésions précirrhotiques de 1.5 & 2.4, au-deld, il atteste la cirrhose

(0llivier st al., 1981).

B - Influence de l'alcool sur la synthdse et la sécrétion
de la tranaferrine

La précence d‘'alcool au niveau de l'hépatocyte entraine des
perturbations dans la synthése et l'exportation des protéines du foie.

Fig. 16 p 43,

Dans 1'hépatocyte, 1l'éthanol se transforme en acétaldéhyde qui
inhibe la synthdse de la transferrine.(Lieber, 1980). In vitro, l'inhibition
de synthése protéique s'accompagne d'une augmentation importante du rapport
hépatocytaire lactate / pyruvate, reflet d'une intense perturbation du

potentiel redox (Nalpas et Berthelot, 1982)

2 - Inhibition de la sécrétion de la transferrine
b =} e e s

Chez le rat alcooligue se développe en 4 4 6 semaines une
hépatomégalie due A l'accurulation dans le foie non seulement d‘'acides
gras mais de protéines (Baraona et al.,1975a).Cette accumulation ne semble

concerner que des protéines destindées A 3tre exportées, suggérant un blocage

par l'éthanol, du transport des protéines hépathiques vers le plasma

. (Baraona et al., 1975b ). Ainsi, chez le rat alcoolisé , les molécules

de transferrine nouvellement synthétisées apparaissent avec retard dans le
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plasma alors qu'elles s'accumulent dans le cytosol des hépatocytes

(Baraona et al., 1977).

Deux mécanismes peuvent Stre invoqués pour expliquer ces
faits (Nalpas et Berthelot, 1982) :

= Le premier met en cause la glycosylation. La majorité
des protéines plasmatiques, hormis l'albumine, est synthétisée par
le foie sous forme de glycoprotéines, la fraction glycosylée &tant
alors essentielle pour la sécrétion et la durée de vie plasmatique de
ces protéines (Neufeld et Ashwell, 1980). Or il a été montré que l'étape
de glycosylation était inhibée par 1'acétaldéhyde (Sorell et al., 1977;
Tuma et Sorell, 1961).

- Un deuxiéme mécanisme expliquant la non-exportation des
protéines, et pas seulement celle des glycoprotéines, incrimine une
altération, sous l'influence de 1l'alcocol, du systéme microtubulaire des
hépatocytes. Les microtubules sont des organites intracellulaires situés
entre l'appareil de Golgi et la membrane de l'hépatocyte : leur rdle est
de permettire la sécrétion des protéines de l'appareil de Golgi vers l'ex-
térieur de la cellule, L'intégrité de cette fonction dépend du degré de
polymérisation des protéines de structure des microtubules. Or 1'absorption
d'alcool,et la production d'acétaldéhyde diminue, chez le rat, la quantité
de tubuline polymérisée et le nombre de microtubules visibles (Baraona et

Lieber, 1982) —

3 - Conclusion
7

L'alcool semble inhiber & la fois la synthése et la sécrétiom
de la transferrine et des autres glycoprotéines plasmatiques (Sorell et al.,

1983). En pratique clinique, cependant, il reste plusieurs phénoménes mal
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expliqués :

-~ Chez l'alcoolique chronique, non cirrhotique, il est fréquent
d'observer une augmentation, et non une diminution des concentrations plas-
matiques de certaines protéines, telle l'haptoglobine et l'dl-glycoprotéinu
(Ralpas et al., 1980).

« L'hypoalbuminémie n'est ern général observée, chez l'alcoolique
chronique, que s'il existe une cirrhose. En fait, l'inhibition de la synthéw
se et / ou l'exportation de la transferrine semble mieux s'expliquer par

l'existence d'une cirrhose plutdt que par l'alcoolisme.

C - Hypersidérémie hépatique

Lors de la cirrhose se dévelopre au niveau du foie une accumu-
lation importante de fer ( Murray et Stein 1966). La concentration en fer
sérique est plus importante chez les ciirhotiquss alcooliques. La synthése
de la transferrine est réduite mais son taux de saturation en fer est plus
important, de méme que le taux de fer libre circulant. Vernet-Nyssen
et al., 1982 ont en outre observé chez des patients hypersidérémiques la
présence d'une fraction de fer sérique non lide & la transferrine.

Ces facteurs favorisent l'accumulation du fer dans le foie. Ce-
pendant, l'augmentation des apports en fer seule n'est pas suffisante pour
expliquer le taux élevé de fer accumulé dans le foie des cirrhotiques, d'au-
tres facteurs doivent aussi jouer un rdle dans le développement de la

sidérose ( Chapman et al., 1983).

D - Modification des glycannes de la transferrine

La molécule de transferrine elle-méme eat affectée par la

cirrhose alcoolique. Stibler et al., 1980 ont mis en évidence une micro-

hétérogénéité anormale de la sérotransferrine humaine chez des alcooliques
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chroniques : elle est due & une désialylation partielle des glycannes.
La Pig. 17 p 47 montre la différence de_ oontenu en acide sialique

~ pour la transferrine d'alcooliques par rapport 4 celle d'une population
témoin (Stibier et Borg, 198l1). On constate une diminution de 22 % du
contenu en acide sialique de la transferrine d'alcoolique . Aucune
altération similaire n'a été observée pour les autres glycoprotéines
sialylées du plasma (Stibler et al,,2980). Cependant une telle possi~
bilité ne doit pas §tre exclue, les glycoprotéines désialylédes étant
rapidement éliminées de la circulation sanguine, leur détection s'avare

difficile.

IV - CONCLUSION

La concentration plasmatique de la sérotransferrine varie
peu en fonction de 1'Age et du sexs. Dans les cas de cirrhoses alcooli=-
ques, par contre, le taux de transferrine est sujet i des variations con-
sidérables, atteignant parfois des valeurs tris basses, inférieures 2
1 g.i'l.

la cirrhose alcoolique entrafne des troubles importants au
inoau du foie et sur le plan métabolique : la synthése et la sécrdtion
de glycoprotéines, dont la transferrine, sont inhibées par la formation
d'acétaldéhyde, produit de transformation de 1'éthanol dans les hépatocytes.
Les glycannes méme de la transferrine sont modifiés lors de la cirrhose :
ils peuvent 8tre désialylés a 22 %.

Bnfin, la cirrhose alcooligue entraine une accumulation consi-

dérable de fer au niveau du foie,

Dans le dernier chapitre, nous aborderons le probléme de
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. 400-
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3C0 4

200+

100 -

nmol acide sialique /mg transferrine

S\

Fig. 17. Contenu en acide sialique de la transferrine
de 8 témoins ( T) normaux et de 8 alcooliques (A)

d'aprés Stibler et Borg, 1981.
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1'interaction de la transferrine avec les cellules, en particulier avec

les réticulocytes et avec les hépatocytes.



INTERACTIONS TRANSFERRINE-CELLULES

Transporteurs du fer, les transferrines répartissent le métal
dans tout l'organisme au niveau de différents tissus. Des récepteurs spé-
cifiques de ces protéines sont présents & la aurface des cellules des
tissus ou s'effectue le transfert du fer. La sérotransferrine reconnait
spécifiquement les récepteurs des réticuiocytoa et des hépatocytes, la
lactotransferrine reconnait ceux des macrophages et dea entérocytes et
1'ovotransferrine reconnait les récepteurs des cellules sanguines d'embryon
de poulet.

I1 existe ééalement des récepteurs des tranaferrines sur de
nombreuses autres éollulos comme cellea de la moélle oaseuse (Philips,1976),
les fibroblastes d'embryon de rat (Octave et al., 1981) ou plusieurs lignées

cellulaires humaines (Bamilton et al., 1979; larrick et Cressvell, 1979;
| Galbraith et al,, 1980b; Salomon, 1980). La liste des récepteurs transferri-
niques ne s'arréte pas A ces quelques exemples et les nombreuses études
consacrées 4 ce sujet prouvent bien la multitude des interactions existant
entre les transferrines et leurs récspteurs membranaires.

Ce chapitre constitue une synthése des connaissances actuelles
concernant les interactions transferrine-cellules. Nous développerons tout
particuliérement les interactions de la sérotransferrine avec les réticulo~

cytes, ainsi qu'avec les hépatocytes.



I « INTERACTION DE LA TRANSFERRINE AVEC LES RETICULOCYTES

Les globules rouges sont formés A partir de cellules de la
moélle osseuse, les érythroblastes qui, par divisions successives, puis
explusion du noyau, aboutissent en 4 &4 5 jours aux réticulocytes. Ceux-ci
passent dans la circulation et se transforment en 2 jours environ en glo-
bules rouges. Parmi les précurseurs des érythrocytes, seuls les réticulo-
cytes sont encore capables de capter le fer de la transferrine. Ce besoin
en fer nécessaire i la biosynthése de 1'hémoglobine, ainsi que son accessi-
bilité dans la circulation sanguine, font du réticulocyte 1'un des modales
les plus activement dtudiés pour l'interaction transferrine-cellules.

Il faut distinguer trois phases essentielles dans le transfert
du fer de la transferrine au réticulocyte :

1 - La transferrine se fixe sur son récepteur spécifique
présent au niveau de la membrane plasmique cellulaire du réticulocyte.

2 - Elle transfdre son fer dans la cellule pour la syn-
thdse de 1'hémoglobine.

3 = Elle retourne intacte dans la circulation pour un
nouveau cycle de tramasport.

Cependant les détails de ces différentes étapes sont encore mal connus.

¥ { - le récepteur de la transferrine sur les réticulocytes

1 - Mise en évidence
b i

En 1959, Jandl et al., ont remarqué que les cellules rouges
traitées par la trypsine étaient incapables de fixer la transferrine pas
plus que de capter son fer. Ils en ont conclu qu'un récepteur spécifique

de la transferrine sur la membrane plasmique de la csllule avait été
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dégradé par protéolyse.

Garrett et al., en 1973 ont trouvé une activité de fixation
de la transferrine dans le surnageant de réticulocytes traités au déter-
gent, ceci étant probablement dii & la présence des récepteurs libérés.
(Van Bockxmeer et Morgan, 1977).

Depuis, de nombreuses études ont été entreprises dans le but
d'isoler et de caractériser le récepteur spécifique de la transferrine
sur la membrane plasmique du réticulocyte, mais sans toutdfois doaner de

résultats concordants.

2 - Nature du récepteur
R R T T N

Les estimations concernant la masse moléculaire du récepteur
de la transferrine donnent des valeurs qui s'déchelonnent de 18.000 &
450.000 (Aisen et Listowsky, 1980). Une si large échelle de valeurs peut
s'expliquer par le fait que les propriétés du récepteur et celles de son

complexe avec la transferrine dépendent énormément de la nature des déter-

gents dans lesquels ils sont solubilisés (Nuilez et ai., 1981). De plus, la
protéolyse et la formation d'agrégats non spécifiques sont toujours envi- .
sageables.

Cependant, Sutherland et al., 1981 ont utilisé un anticorps
monoclonal OKT9 qui réagit spécifiquement avec le récepteur de la trans-
ferrine des_follules humaines. Cet anticorps a permis d'isoler et de
caractériser le récepteur (Schneider et al., 1982) : i1 s'agit d'une
glycoprotéine ( M M 180.000) constituée de deux sous-unités { M M 50.000)
et dont le p R i est voisin de 5,2. Elle renferme des glycannes de type

oligomannosidique et de type N- acétyllactosaminique. Ces glycannes ne

semblent pas avoir de r8le dans l'intaraction avec les anticorps monoclonsux.
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(

Le récepteur semble 8tre transnonbfanaire et phosphorylé . La majeure
partie (40 %) de la molécule, qui porte les sites de la transferrine
ainai que ceux de l'anticorps OKT9, est sxposée dans le milieu extra-
cellulaire. Deux molécules de transferrine sont fixées par récepteur.
Omary et _al., 1981 ont montré qu'un acide gras, l'acide palmitohydro-
xamique était fixé covalen;ant au récepteur. En 1983, Schneider et al.,
ont réussi a synthétiﬁe;/éZ'récoptaur in vitro, & partir du RNA placen-
taire humain. | |

Néanmoins d'autres études ont été consacrées & ce sujet :
Cole et al., 1983 ont montré que le récepteur de la sérotransferrine de
souris sur les réticulocytes était une protéine similaire A la glycopho-
rine. L'antisérum dirigé contre le récepieur montre une réactivité croisée

avec la glycophorine de souris,

B - Interaction de la transferrine avec son récegteur

D'aprés Van Bockxm;er et al., 1978 1l'interaction de la trans-
ferrine avec son récepteur est probablement un processus physico-chimique
spécifique simple, réversible et obéissant aux lois de l'entropie.Elle ne
serait en fait qu'un simple processus d'absorption-désorption (Wood worth,
résultats non publiés).

Ltinteraction de la glycoprotéine avec le récepteur peut &tre
décrite par les équations de Michaelis-Menten .

De telles analyses ont permis d'estimer &4 50.000 le nombre
de sites de fixation présents sur un réticulocyte humain et & 26.000 a
560.000 sites sur un réticulocyte de lapin (Jandl et Katz, 1963; Baker

et Morgan, 1969; Kornfeld, 1969).
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Lors de l'interaction de la sérotranaferrine avec son récepteur
interviennent les structutes mémes de chacune des deux molécules.C'sst pourw
quoi nous détaillons maintenant le r8le des parties protéiques et glycannie

r

ques e chacune d'elles lors de cette interaction.

1 -« R8le de la sérotransferrine dans l'interaction

Jandl et Katz, en 1963 puis Kornfeld, en 1969, ont observé que
les différences d'dffinité pour le réticulocyte, entre les transferrines
humaines apo et saturde étaient dues & un changement de conformation de la
molécule. ;1 |

Baker et Morgan en 1969 n'ont pas observé les mémes différences
d'affinité en ce qui concerne les deux formes de sérotransferrine de lapin.

Bn 1972, Lane découvrait que les sérotransferrines humaine et de
lapin saturées en fer ainsi que l'aposérotransferrine de lapin s'associaient
rapidement aux réticulocytes de lapin. L'aposérotransferrine humaine par
contre ne s'y liait que tres peu.

Ces résultats montrent que la conformation de la sérotransferrine
est importante lors de son interaction avec les réticulocytes. Un changement
de conformation provoqué par la fixation du fer pourrait &tre responsable
de la reconnaissance spécifique dQ la glycoprotéine par le récepteur cellu-

laire. Deux parties de la molécule sont susceptibles d'8tre impliquées dans

le changement conformationnel : la partie protéigque et la partie glycannique.

a - RBle de la partie protéique de la transferrine

Kornfeld, en 1968, en modifiant les groupes aminés libres de la
sérotransferrine humaine par des réactifs spécifiques, montre que les traie

tements employés altérent dans tous les cas la propriété de fixation aux
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réticulocytes de la glycoprotéine. Par contre, celle-ci conserve pratique-

ment inchangées ses propriétés de fixation du fer.

b - R8le de la partie §1ycannique de la transferrine

Bezkorovainy, en 1966, montrait que la conformation de la
sérotransferrine humaine est inchangée apras élimination de l'acide siali-
que. De plus, la glycoprotéine désialylée est toujours capable de fixer le
fer et de le transférer (Morgan et al., 1967; Kornfeld, 1968).

Kornfeld en 1968 montrait également que le transfert du fer
n'était pas modifié lorsque la sérotransferrine humaine était déglycosylée
a 40 4 50 #. Il concluait que les glycannes de la sérotransferrine ne jouent
pas un rdle primordial dans l'interaction glycoprotéine-cellule.

Récemment, Léger gﬁ_gl.,(résultats non publiés) ont montré que
la déglycosylation totale de la sérotransferrine de lapin ne modifiait en
rien les propriétés de fixation et de tranafaft du fer de la sérotransferrine

sur le réticulocyte de lapin.

2 - B8le_du récepteur dans 1'interaction
Leitman et Aisen en 1977 ont montré que le récepteur réticulo-
cytaire était de nature glycoprotéinique.Sly et al.,en 1978 confirmaient ces
résultats et identifiaient des résidus d'héxose, de N-acétylhexosamine, de

fucose et d'acide sialique portés par ce récepteur.

a - Rble de la partie protéique du récepteur

Les études de Jandl et al.,en 1959 avaient montré que le trans-
fert du fer était impossible aprés digestion trypsique de la membrane des

réticulocytes. Hemmaplardh et Morgan, en 1976 ont repris ces travaux et
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observé que le traitement des cel;ulos par la trypsine et la pronase altére
les propriétés du récepteur qui ne peut plus reconnaitre la sérotransferrine.
Cependant, l'exposition des réticulocytes aux agents bloquant les groupements
thiols, empéche la fixation de la sérotransferrine et l'incorporation du fer
dans les cellules ( Bdwards et Fielding, 1971). Le relargage de la trans-
ferrine déja liée aux récepteurs est aussi inhibé.(Baker et Morgan, 1969).

Un tel effet peut provenir d'une altération de la structure de la membrane
plutdt que d'une modification de la structure des récepteurs, ainsi que

1'ont montré Speyer et Fielding en 1974.

b - R8le de la partie glycannique du récepteur

Loh et Morgan, en 1975 ont étudié l'effet’dc la concanavaline
A sur la fixation de la transferrine de lapin et sur l'incorporation du
fer par les réticulocytes de lapin. L'incorporation du métal est fortement
inhibé mais pas la fizxation de la transferrine sur les réticulocytes est
" toujours possible. La lectine se fixerait sur les glycannes membranaires
ainsi que sur ceux des récepteurs, empéchant ainsi tout transfert du métal.
Par contre, la fixation de la sérotransferrine aux membranes des réticulo-
cytes serait toujours poasible grdce i l'intervention de la lectine qui
peut aussi fixer la transferrine. Le traitement de la membrane des réticu-
locytes par une neuraminidase n'empéche pas la fixation de la transferrine
ni le transfert du métal (Hemnaplardh et Moxrgan, 1976). Ce traitement Pro=-
voque seulement une diminution de 27 % de l'incorporation du fer dans les
cellules.

D'aprés Steinef; 1980, la partie glycannique jouerait le rdle

de signal de reconnaissance pour la transferrine,



3 - R8le_de la membrane réticulocytaire dans 1'interaction

L'intégrité de la membrane du réticulocyte semble essentielle
pour le maintien des propriétés du récepteur. Morgan et Baker en 1974 ont
montré que des morceaux de membrane ne présentaient plus de spécifité vis-
4~-vis de la sérotransferrine. Hemmaplardh et al., la méme année démontrent
que l'altération des microtubules ainsi que d'autres composants structuraux
de la membrane réticulocytaire inhibe la fixation de la transferrine et le
transfert du fer. En 1977, Hemmaplardh et al., montrent que la composition
en phospholipides de la membrane influence l'interaction de la transferrine
avec son récepteur, les processus d'endocytose et d'exocytose et le mécanis-~
me d*incorporstion du fer dans la cellule.

La membrane des cellules nécessite,en outre, la présence des
ions Ca 1 pour la fixation de la transferrine aux récepteurs (Hemmaplardh
et Morgan 1977 b ). Bn effet, Loh en 1982 observe que des agents chélateurs
comme 1'EDTA ou 1'EGTA fnhibe la fixation du fer dans la fraction cytodqlique
Il en est de méme pour d'autres facteurs comme les enzymes protéolytiques,la
neuraninidase, la concanavaline A et la primaguine. Le mode d'action de ces
composés se situe au niveau de la membrane cellulaire résultant de la perte
du récepteur ou d'une réduction de la capacité de la protéine pour interagir

avec le récepteur.

C - Transport du fer

Deux hypothéses ont été émises concernant le transport du fer

de la transferrine a4 l'intérieur du réticulocyte.

1 - Hypothése de Fielding et Speyer

En 1974, Fielding et Speyer émettent l'hypothése que la trans-
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ferrine ne péndtre pas dans le réticulocyte et relargue son fer au niveau
de la membrane plasmique. Nuilez et Glass, en 1983, confirment encore cette
hypothdse. Bn 60 secondes, le fer serait transféré de la transferrine aux

cellules, avec une demi-période de 43 secondes.

2 - E;gothésa de Morggg

Dds 1969, Morgan et Appleton, proposent que la sérotransferrine
saturée en fer pénétre dans la cellule pour donner son métal au réticulocyts
et qu'elle est ensuite rejetée dans le milieu extracellulaire. L'internali-
sation de la transferrine dans les réticulocytes est un phénoméne encore
contesté car il pourrait n'@tre dfi, en fait, qu'd un remodelage général et
permanent de la membrane réticulocytaire, phénoméne indépendant de la fixa-
tion de la transferrine et certainement non indispensable au transfert du
fer de la protéine 4 la cellule (Zaman et al., 1980).

Cependant, Hemmaplardh et Morgan, en 1977 a’ montrent que
le phénoméne d'internalisation de la transferrine est probablement un
processus d'endocytose.

D'aprads lacopetta et Morgan, 1983, l'endocytose de la trans-
ferrine de lapin s'effectue A& la méme vitesse que l'exocytose de l'apo-
transferrine -A 372 C, le taux maximum d'endocytose de la transferrine par
les réticulocytes est approximativement de 500 molécules par cellule et
par seconde. Quand 1'équilibre entre l'endocytose et l'éxocytose est atteint
environ 90 % de la transferrine totale fixée A la cellule est interne. Les
réticulocytes accumulent les atomes de fer de la transferrine diferrique &
un taux deux fois supérieur i celui de l'internalisation des molécules de
transferrine. Ceci implique que le fer entre dans la cellule alors qu'il

est encore lié & la transferrine.
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Les études de lacopetta et Morgan, 1983, semblent prouver que
la transferrine saturée péndtre dans la cellule par endocytose du récepteur
et que le fer est 1ibéré A l'intérieur mémé de la cellule.

3 - Conclusion

Veldman st al., en 1983, ont frouvé un compromis entre les

deux hypothéses et prétendent, qu'en fait, les deux mécanismes coexistent 3
- l-Le fer est libéré au niveau des sites récepteurs

- 2-ha transferrine est endocytée avec son récepteur et

reliche le fer dans des vacuoles acides.
L'hypothése de l'équipe de Morgan et celle de Fielding et Speyer se véri-
fient encore toutes les deux & l'heure actuelle, les dernidres études de
Veldman offrent donc un compromis satisfaisant mais qui n'éclaire pas
totalement le mécanisms réel du transport du fer. Le tableau V p 59
récapitule les différents temps de séjour de la molécule de transferrine

dans le réticulocyte.

D - Relargage du fer et expulsion de la transferrine

l - Relar du fer
mITITR=S

ls relargage du fer est probablement affecté par la protonation
d'un ou plusieurs ligands des sites de fixation du métal. De méme, la réduc-
tion du fer en Fe = est indispensable & sa libération de la transferrine
(Kojima et Bates, 1979).

Le zite cellulaire de relargage du fer par la transferrine
n'est pas connu avec certitude. Si la voie d'endocytose classique est
empruntée par la transferrine, le fer sera libéré au niveau des lysosomes,
Uﬁs autre hypothése suggére que la transferrine donne directement son fer

aux mitochondries ol il est incorporé dans l'héme (Isobe et al., 1981).




Temps moyens de séjour de la transferrine dans différentes cellules

Systéme étudié

Transferrine/cellule

TABLEAU V

(Atomes de :t'ex‘/«':ell\xle/mi.m.\t»)xl()"4

Temps moyen de
sé jour en minute

Références

Sérotransferrine humaine-
~réticulocytes humains

Sérotransferrine de lapin-
~réticulocytes de lapin

Sérotransferrine de lapin-
~Cellules érythroidiennes
immatures de souris

Sérotransferrine de souris-
-cellules de Priend

Sérotransferrine de lapin-~
~-réticulocytes de lapin

Sérotransferrine de lapin-
~réticulocytes de lapin

Sérotransferrine de lapin-
~réticulocytes de lapin

i

P

10
S0E

80.000

124.000

880,000

160.000

110- 290.000

6.8

14

50-120

8.0

202'

0.3- 005

Jandl et Katz,1963

Aisen et Leibman,1973

i
w1
(¥

!

Nunez et al., 1977

Glass ot al., 1978
Van Bockxmeer et
Morgan, 1979

Jacopetta et Morgan,1983

Niinez et Glass,1983
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Loh, 1982, a observé que l'action inhibitrice d'inhibiteurs métaboliques
sur l'incorporation du fer dans les réticulocytes est accompagnée d'une
accumulation de la transferrine et du fer dans le stroma, suggérant que
le blocage de 1la libération du fer a lieu dans les mitochondries.

Egyed en 1977 a montré que le départ du fer de la sérotrans-
ferrine est un processus qui nécessite l'interaction entre la membrane et
1*ATP.

Les chélateurs du fer s'averent incapables d'interférer au
cours de l'échange du métal entre la transferrine et le réticulocyte
(Jandl et al., 1959; Baker et Morgan, 1969) ni de transférer eux-mémes

le métal A la cellule (Hemmaplardh et Morgan, 1974 ).

2 - Relargggg de la transferrine

Quelques études ont été consacrées au mécanisme relatif au
retour de la transferrine,dépourvue du fer qu'elle transportait, dans le
milieu extracellulaire.

Jandl et Katz, en 1963, ont suggéré que les récepteurs réti=-
culocytaires avaient une plus grande affinité pour la transferrine saturée
que pour l'apoprotéine. Si tel est le cas, la libération de la transferrine
de son récepteur pourrait étre un simple processus de désorption situé au
niveau de la surface de la cellule ( Woodworth, résultats non publiés).

Les études concernant l'expulsion de la transferrine hors de
la cellule sont actuellement en cours. Il semble clair, cependant, que
quelque soient les mécanismes moléculaires scus-jacents, la molécule de
transferrine et son réceptesur restent tous deux intacts aprés que 1l'un et

l'autre aient interagi.



B - Conclusion

Les études concernant l'interaction de la sérotransferrine avec
le réticulocyte sont loin d'@tre complates. De nombreux mécanismes restent
encore obscurs. Il semble cependant que la conformation de la transferrine
soit un facteur important dans la reconnaissance protéine-cellule et que
1'intégrité de la membrane et la conformation du récepteur aient aussi
leur importance.

Il reate donc A préciser la nature exacte du récepteur et le probléme de

ltinternalisation ou non de la transferrine.

II - INTERACTIONS DE LA TRANSFERRINE AVEC LES HEPATOCYTES

les interactions de la sérotransferrine humaine avec les hépa=-
tocytes sont de deux types : d'une part, l'interaction de la glycoprotéine
sialylée, d'autre part, l'interaction de l'asialoglycoprotéine avec le foie.
Dans ce dernier cas interviennent les récepteurs d'Ashwell qui reconnaissent
spécifiquement les structures glycanniques possédant un galactose terminal

(Morell et al., 1968).

Nous aborderons dans un premier temps, le cas de la transferrine
désialylée auquel sont liés les travaux de 1'équipe de Regoeezi puis celui

de la transferrine sialylée.

A - Interaction de l'asjalosérotransferrine avec les hépatocytes

L'interaction de 1'asialosérotransferrine avec les hépatocytes
se situe au niveau de récepteurs découverts par Ashwell et son équipe (Morell

et al., 1968).

—rEERAEETER=E

1 - le_récepteur d'Ashwell

En 1968, Morell et al., découvraient que l'injection d'asialocé-
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ruléoplasmine chez un lapin donnait lieu & une rapide élimination de la
protéine de la circulation alors que la méme céruléoplasmine sialylée y
survivait plusieurs jours.
Cette découverte permit de mettre en évidence un récepteur

unique impliqué dans la fization, l'internalisation et la dégradation
des glycoprotéines sériques possédant des groupements glycanniques i
galatose terminal.Pour de plus amples rﬁnsoignaments concernant 1l'origine
et le développement du catabolisme des asialoglycoprotéines, nous renvoyons
aux nombreuses revues générales consacrées i ce sujet ( Ashwell et Morell,
1974; Ashwell et Morell, 1978; Neufeld et Ashwell, 1980; Ashwell et Harford
1982; Harford et Ashwell, 1982; Mac Farlane,}983).

. Bien que la perte de l'acide sialique entraine généralement
une rapide élimination des protéines plasmatiques de la circulation, le
catabolisme de.chaque glycoprotéine varie en fonction de leur affinité

pour le récepteur hépatique (Morell et al., 1971).

Ceci est particuliérement frappant dans le cas de l'asialc-
transferrine qui était supposée, & l'origine , échapper & ce catabolisme.
En effet, aprés injection chez le rat, toutes les glycoprotdéines désialylées,
4 1l'exception de l'asialotransferrine, sont rapidement captées du sang et

catabolisées dans le foie, ceci dans des temps trads courts allant de 5 a

90 minutes (Morell et al., 1971) (Fig. 18 p 63).

En fait, Regoeczi et _al., 1974 ont démontré que, sur une plus

longue période d'observation de 12 heures, l'ssialotransferrine east clai-

rement éliminée de la circulation, plus rapidement que la protéine intacte.

Le récepteur d'Ashwell est une glycoprotéine qui renferme 10%

de sucres (Kawasaki et Ashwell, 1376). I1 a été isolé et caractérisé par
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glycoprotéines désialylées et tritides .(Morell et al., 1971)

e

1 : Asialotransferrine ; 2 : Céruléoplasmine ; 3 : Asialothyro-
globuline ; 4 : Asialo a,-macroglobuline ; 5 : Asialohaptoglobu~
line ; 6 : Asialocéruléoplasmine ; 7 : Asialofétuine ;

8 : Asialoorosomucoide ; 9 : Gonadotrophine chorionique

humaine (1251-HCG) ; 10 : Asialo-HCG.
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Baenziger et Maynard en 1980. il est constitué d'une seule unité de
masse moléculaire 41.000. I1 est localisé sur la membrane sinusoidale
des hépatocytes (Evans, 1980 et 1981).

2 - Interaction asialotransferrinn-récegteur d'Ashwell
e S T R T et~

a - Introduction

les récepteurs de l'azialotransferrine sur les hépatocytes

sont au nombre de 110.000 par hépatocyte ( Young et al.,1983). L'inter-

action de l'asialotransferrine avec le foie de rat peut &tre décrite par

deux réactions chimiques consécutives dont la premiére est réversible :

P + g <=1 PR <3 pi,p
—gy
e

avec P = asialotransferrine, P' = asialotransferrine endocytée
et R = récepteur hépatique.

b - RSle des glycannes de l'asialotransferrine
dans l'interaction

La partie glycannique de la glycoprotéine joue un rdle dans
la reconnaissance du récep#aur— Hatton et al., en 1979 ont isolé les
glycopeptides de la transferrine et montré que le glycopeptide biantenné
interagissait peu avec la lectine hépatique de lapin immobilisée. Au
contraire, le glycopeptide triantenné pouvait &tre différencié en deux
classes : 1'une retenue par la lectine, l'autre retardée.

Regoeczi et _al., 1979 ont caractérisé trois types d'asialo-
transferrine préparés par chromatographie d'échange d'ions, désialylation
puis chromatographie d'affinité sur une colonne de lectine hépatique de
lapin immobilisée :

- le type 1 contient deux glycannes biantennés
- les types 2 et 3 contiennent un glycanne biantenné

et un glycanne triantenné.
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Ces trois types d'asialotransferrine réagissent différemment avec diffé-
rentes lectines. le tableau VI p 66 donne un apergu de leurs in-
teractions avec la lectine hépatique de lapin et la concanavaline A.

In situ, les trois types d'asialotransferrine ont des affini—
tés différentes pour la lectine hépatique de rat. Debanne et al., 1981
ont étudié l'interaction des trois asialotransferrines avec des récep-
teurs de membrane purifiées de foie de rat. la fig. 19 p 67 repré-
sente leur fixation sur les récepteurs hépatiques d'Ashwell : il faut
10 fois plus de transferrine type 2 que de 3 et 100 fois plus de trans-
ferrine de type 1 que de 3 pour avoir la méme quantité de protéine fixée
sur les :meabranes. Les constantes d'association des trois types de
transferrine sont doﬁnées dans le tableau VII p 66 -

La différence d'affinité entre les transferrines type 2 et
type 3, qui possddent en fait les mémes types de glycannes, pourrait &tre
due A un arrangement spatial différent des trois galactose terminaux, &
une variation dans le site de fixation de la partie N-acétyllactosaminique

supplémentaire (Regoeczi et al., 1979).

3 - Endocytose de l'asialotransferrine
Az

Regoeczi et al., 1978 ont étudié la capacité du foie de rat a

fixer et endocyter l'asialotransferrine humaine. Lg fixation de l'asialo~-
transferrine au récepteur spécifique de la membrane plasmique des hépatocy-
tes n'est pas suivie d'un signal d'endocytose. La fixation et l'endocytose
sont deux phénoménes distincts.

La fization de l'asialotransferrine entraine un changement de
1'état physique du récepteur (Klausner et al,,1980) puis, lors de l'endo-

cytose, est mis en jeu un systéme de coopération positive qui dépendrait



- 66 -

TABLEAU VI

Interaction des trois types d'asialotransferrine

avec différentes lectines ( Regoeczi et al., 1979)

Lectine hépatique Concanavaline A
de lapin
Transferrine type 1 - +
Transferrine type 2 - -
Transferrine type 3 4+ -

+ : retenu par la lectine ; = : nonretenu par la lectine

TABLEAU VII

Constantes d'association des trois types d'asialotransferrine

déterminées lors de leur interaction avec les récepteurs d'Ashwell de

membrane purifides de foie de rat (Debanne et al., 1981)

Constante d'association Constante d'association
222 C 42 ¢
. 6 -1 6 -1
Transferrine type 1 1.5 x 10 ~ mole 1.3 x 10 ~ mole
Transferrine type 2 1.4 x 10 8 mole e 8.2 x 10 8 mole

3 Transferrine type 3 1.5 % 10 © mols > 4.8 x 10 ' mole T
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Fig. 19, Fixation des trois types d'asialotransferrine humaine et
de l'asialotransferrine de lapin sur des membranes de foie de rat
(Devanne et al., 1981 )
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de la quantité de glycoprotéine endocytée (Debanne et al., 1981).
Il existe trois voies possibles pour la transferrine désialylée,
une fois qu'elle est endocytée au niveau du foie ( Mac Farlane, 1983) :
1 - Elle est endocytée avec son récepteur pour
étre catabolisée
2 - Elle est diacytosée
3 - BElle est transferrée en petits quantité mais
intacte dans les canaux biliaires.
Nous ne détaillerons pas la dernidre voie dans laquelle l'hépatocyte

n'est pas impliqué.

a % Catabolisme

L'asialotransferrine suit la voie classique lysosomiale
des autres glycoprotéines désialylées en viue d'8tre catabolisée (Harford
et Ashwell, 1982). Il est possible que l'internalisation des endosomes,
vésicules d'endocytose, de la transferrine et de son récepteur, au
niveau des lysosomes nécessite un signal intracellulaire ( Tolleshaug
et al.,1981). Mac Parlane, 1983 a proposé un models schématisant le cata-
bolisme des aaialoglycoprotéines.(Fig. 20 p 69).

D'aprés Regoeczi st al., 1978 b * le récepteur de la trans-

ferrine désialyléde est ensuite réutilisé.

b « Diacytose

Tolleshaug et al., 1981 ont étudié le comportement de l'asia-

lotranaferrine de type 3 aprés son endocytose. Ils ont observé que cette
glycoprotéine pouvait suivre un chemin appelé diacytose différent de la

voie lysosomiale. L'asialotransferrine de type 3 est associée avec des
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endosomes différents de ceux destinés au catabolisme (Debanne et Regoeczi,
1981) . Le demi-vie de la diacytose est de 20 minutes ( Tolleshaug et al.,
1981). Blle ne fait l'objet d'aucune attaque protéolytique ou de séjour

dans les lysosomes ( Schneider et al., 1981). Les diacytosomes ne provien-

nent ni du Golgi, ni des lysosomes ou de la membrane plasmique (Debanne
et al.,1982).

Les sites de fization de l'asialotransferrine sont situés s;r
la surface cytoplasmique des diacytosomes. La glycoprotéine est ensuite
réintégré dans la circulation sanguine.

Regoeczi et al., 1982 ont constaté que lors de son retour
dans la circulation l'asialotransferrine de type 3 injectée A faible dose
était partiellement resialylée. Leurs calculs ont déterminé qu'une molé-
cule de transferrine sur quatre était resialylée. La resialylation semble

8tre une conséquence de la diacytose.

4 - Conclusion
-

Ltasialotransferrine suit deux voies essentielles aprés son
internalisation dans les hépatocytes. Elle est soit catabolisée dans les
lysosomes, soit diacytosée et recyclée dans la circulation sanguine avec
resialylation partielle. Le fcie semble jouer deux rdles : dans le cata-
bolisme de la transferrine désialylée et dans la réparation de la molé-

cule, en la resialylant, en vue d'un retour dans le sang.

B - Interaction de la sérotransferrine sialylée avec
les hépatocytes

le fer est transférré du sang au foie par l'intermédiaire de

la sérotransferrine, dans le but d'@tre stocké au niveau de la ferritine.
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C'est au niveau du foie que se trouvent les principales réserves de

fer de l'organisme.

D'aprés Finch et al., 1975 1la sérotransferrine ne livre son

fer qu'aux cellules parenchymateuses du foie.

1 - Mise en évidence d'un récepteur
Gardiner et Morgan, en 1974, ont mis en évidence une fixation
spécifique de la transferrine aux hépatocytes. L'existence d'un récepteur

a été démontrée par Van Bockxmeer et al.,en 1975 puis par Gréhlich et el.,

en 1979. Ces derniers confirment en outre, que les sites spécifiques de la
sérotranaferrine situés i la surface des cellules, ne représentent qu'un des
moyens par lesquels l'hépatocyte peut incorporer le fer : des phénoménes

de diffusion peuvent, pﬁr ailleurs, intervenir méme dans le cas du fer 1lié
a4 1la transferrine.

Young et Aisen, 1980 et 1981, ont établi que le nombre de
molécules de transferrine fixées par 1l'hépatocyte était de 37.000. Morley
et al., 1983 ont déterminé qu'il y avait 31.000 = 17.000 molécules de
récepteur spécifique par hépatocyte de rat, avec une constante de disso-

ciation de 0.3 x 10 =7 mol/1.

2 - Internalisation ou non de la transggggggg ?

Comme dans le cas des réticulocytes, il semble que le probléme
de l'internalisation ou non de la transferrine dans les hépatocytes ne soit
pas résolu.

Milsom et Batey, 1979, montrent que seule la transferrine
dénaturée est pinocytée. Plus récemment, les études de Morley et al., 1983
suggeérent que la transferrine n'est pas internalisée pour le transfert

du fer.
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Cependant, pour Munro et Linder, 1978, l'absorption du fer
implique la pénétration de la transferrine dans les cellules. Grdhlich

et al., 1979 confirment cette hypothése.

Octave et al.,en 1983 a ont proposé un schéma d'internalisation
de la transferrine dans les hépatocytes et les fibroblastes. La transferri-
ne se fixerait i son récepteur spécifique membranaire et le complexe formé
serait internalisé. lLe relargage du fer aurait lieu dans un compartiment
cellulaire acide, puis la transferrine apo retournerait 4 la surface de la
cellule et serait relachée dans le milieu extracellulaire.t?ig.Zl P 73).

Les études de ces auteurs, 1983 b, précisent en outre que le
fer ne sersit pas relaché dans les lysosomes mais au niveau de vésicules
d'endocytose acides appelées endosomes ou réceptosomes et dont le p E

interne serait voisin de 5.

avec_les hépatocytes et les réticulocytes
Il existe des similitudes entre la fixation de la transferrine
aux hépatocytes et la fiiation aux réticulocytes.
La constante apparente d'équilibre déterminée pour l'associa-

7

tion de la transferrine aux hépatocytes est de L.6 x 10 ' l.mol -1 (Aisen

1983). La valeur correspondante pour les réticulocytes est de 1.10 7 1.mo1 7t
(Van Bockxmeer et al., 1978). En outre, les temps moyens d'interaction de

la transferrine avec les hépatocytes sont voisins de ceux déterminéds pour

les réticulocytes (Aisen, 1983).

La fixation du fer par les cellules du foie est, comme pour les

" réticulocytes, dépendante de la température, linéaire avec le temps et elle

. s'accéldre avec l'augmentation de la concentration de la transferrine (Young

et Aisen, 1980).
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Cependant, aucune preuve n'a été apportée quant & l'identité
éventuelle des deux récepteurs. De plus l'hépatocyte diffédre du réticu-
locyte sur un point essentiel : il sert aussi bien de donneur de fer

que d‘'accepteur.

4 - Existe-t-il un_récepteur spécifique_ de
1'apotransferrine ?
Young et Aisen, 1980 ont démontré que l'apotransferrine inhibe
- le transfert du fer de la transferrine diferrique aux hépatocytea. Un ré-
cepteur spécifique de l'apotransferrine serait-il impliqué dans l'inter-
action apotransferrine-hépatocyte ?

Young et Aisen, 1981 ont examiné la fixation de l'apotrans-
ferrine aux hépatocytes dans un milieu totalement dépourvu de fer. Leurs
conclusions sont les suivantes @

« la transferrine saturéde se fixe aux hépatocytes 35 fois
plus fortement que l'apotransferrine.

- des concentrations faibles de transferrine diferrique
suffisent & abolir la fixation de l'apoprotéine.

- aucun récepteur spécifique préférant la forme sans fer
A la forme saturée de la transferrine n'a pu #tre mis en évidence.

Ces résultats, en accord avec ceux de Baker et a2l., 1980 et
ceux de Morgan, 1980, semblent indiquer qu'il n'existe pas de récepteur

spécifique de l'apotransferrine sur les hépatocytes.

5 - Conclusion
p s ]

Les hépatocytes, comme les réticulocytes, contiennent des

récepteurs spécifiques de la transferrine. Cependant, les récapteurs des
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hépatocytes, méme s'ils ont des points communs avec ceux des réticulocytes
servent de donneur et d'accepteur de fer : en effet dans les réticulocytes
le fer est nécessaire 4 la synthése de l'héme et ne ressort pas de la
cellule, tandis que pour les hépatocytes le fer est destiné au stockage
au niveau de la ferritine mais doit rester disponible pour tout besoin
de l'organisme.

le probléme de l'internalisation de la transferrine est touw
jours soulevé bien que de nombreux arguments soient en faveur d'un tel
processus. Aucun récepteur de l'apotransferrine n'a pu &tre mis en

évidence.

III - AUTRES INTERACTIONS DE LA TRANSFERRINE AVEC LES CELLULES
(ERERNIRTR

Des récepteurs de la transferrine situés sur d'autres cellules,
provenant de différents organes, ont été mis en évidence. S'ils n'ont pas
tous été isolés et caractérisés, les preuves de leur existence ont cepen-
dant été apportées.

Le tableau VIII p 76 récapitule les différentes cellules sur
lesquelles le récepteur de la transferrine a pu étre mis en évidence. Nous
ne détaillerons pas les mécanismes qui entrent en jeu lors de l'interac-
tion de la transferrine avec ces celluleas. Il faut préciser cependant que
les cultures de cellules fournissent des modéles intéressants sur lesquels

le travail est parfois plus facile que sur l'animal entier.

IV - CONCLUSION

lLes mécanismes mis en jeu lors des interactions de la trana-

ferrine avec les cellules ne sont pas simples.
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PABLEAU VIII

Mise en évidence de récepteurs de la sérotransferrine -

sur différentes cellules.

Cellules

Références

Cellules du placenta

Cellules de la moélle osseuse

Lymphocytes activés

Cellules leucémiques érythrocytaires
de Friend

Cellules rénales de rat

Cellules cancéreuses du poumon

Pibroblastes d‘embryon de rat

Fibroblastes humains

Autres lignédes cellulaires

humaines

Lignée cellulaire K562

Galbraith et al., 1980 a, c
Loh et al., 1980.

Kailis et Morgan, 1974
Regoeczi et al., 1980
Philips, 1976

Galbraith et al., 1980 4, e

Hu et al., 1977

Fernandez- Pol et Klos, 1980
Faulk et al., 1980

Octave et al., 1981

Ward et 8., 1982
Hamilton et al., 1979
Larrick et Cresswell, 1979
Galbraith et al., 1980 b
Salomon, 1980

Testa et al., 1982
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Dans le cas des réticulocytes, si le récepteur de la trans=-

ferrine a pu étre synthétisé in vitro ( Schneider et al., 1983) il existe

toujours deux hypothases concernant le transport du fer. Mime & 1‘'heure
actuelle, Nufiez et Glass, 1983, soutiennent le fait que la transferrine
ne pénétre pas dans le réticulocyte tandis que Iacopetta et Morgan, 1983,
défendent 1'hypothése de l'internalisation de la transferrine.

Ce probldme se pose également dans le cas de l'interaction
de la transferrine sialylée avec les hépatocytes.

L'interaction de l'asialotransferrine avec les hépatocytes,
au niveau des récepteurs d'Ashwell est un phénoméne intéressant. En effet,
la partie glycannique de la glycoprotéine joue un rdle important dans la
reconnaissance de la transferrine par le récepteur. Celui-ci possadde plus
d'affinité pour les structures glycanniques triantennées que pour les
structures biantenndes.

La diacytose est, de plus, un mécanisme caractéristique du
foie qui vient s'ajouter & celui déja bien connu du catabolisme des asia-
loglycoprotéines. Lors de la diacytose intervient une resialylation par-
tielle de l'asialotransferrine ( Regoecsi et al., 1982) qui retourne

alors dans la circulation sanguine.
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I - PREPARATION DES VARIANTS GLYCANNIQUES DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE

A - Préparation de la sérotransferrine humajine
l - Précigitgfion au rivanol

La sérotransferrine humaine est préparde A& partir de la
fraction IV de Cohn * qui est précipitée au rivanol selon la technique
de Roop et Putnam, 1967. Le surnageant dialysé est précipité i 55% puis
a4 70% de saturation en sulfate d'ammonium. Le dernier précipité obtenu
est dialysé, lyophilisé puis chromatographié sur colonne de Q A E-

Séphadex.

2 - Chromatographie sur colomnne de Q A E - Séphadex

La colonne de Q A E -~ Séphadex est stabilisée dans un tampon
Tris / H €1 0,01 M p H 8 renfermant du NaCl 0,1 M. Le précipité au sul-
fate d'ammonium 3 70% est dissous dans le tampon Tris / HEél 0,01 M, Ia
colonne est éluée par le tampon de départ puis par des tampons Tris /
HC1 0,01 M p H 8 renfermant des concentrations croissantes en NaCl
(0,2 et 1 M). Les fractions obtenues par le passage de ces trois tampons
sont dialysées, lyophilisées et analysées par électrophorése et immuncélec-

trophorise.

* La fraction IV de Cohn nous a été aimablement fournie par le Professeur
Goudmand, du Centre Régional de Transfusion Sanguine de Lille, gque nous

remercions.
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B - Préparation des variants glycanniques de la

sérotransferrine humaine.

1 - Chromatographie d'affinité sur colonne de
concanavaline A- Sépharose

La colonne de concanavaline A - Sépharose 4 B ( 10 mg de
concanavaline A / ml de gel ; Pharmacia) est équilibrée dans le tampon A :
acétate de Na 5 m M; MnCl,lmM; MgCl,lmM; CaCl,luM p H 6,9 (Wong et al.,1978).
La transferrine est dissoute dans le méme tampon. L'élution des variants est

effectuée par le passage d'un tampon B : tampon A contenant NaCl 0,1M, puis
d'un tampon C : tampon B contenant de 1'd- D~ méthylglucoside 15 mM. Les
fractions récupérées sont concentrées sur membrane immersible CX-10 (Milli-
pore), dessalées sur colonne de Biogel P6 puis réinjectées séparément sur
la méme colonne. les fractions recyclées sont & nouveau concentrées, dessa-
lées sur Biogel P6 puis lyophilisées.

Le repérage des fractions s'effectue au spectrophotométre & 280nm.

2 - Chromatographie d'affinité sur colonne de
ggggguavaline A - Ultrogel
La colonne de concanavaline A - Ultrogel ( 3 A 4 mg de conca=
navaline A / ml de gel ; I BF ) est équilibrée dans le tampon A. Les con=

ditions expérimentales sont les mémes que celles décrites ci-dessus.

II - ANALYSE IMMUNOLOGIQUE DES VARIANTS DE LA SEROTRANSFERRINE

A - Préggration de l'immunsétﬁm antisérotransferrine

L'antisérum est préparé au laboratoire par injection intrae

musculaire , 4 un lapin (Fauve de Bourgogne), de sérotransferrine pure
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(134 4mng/ 2 ml) en présence d*adjuvant de Freund (S5ml). Les injections
sont répétées quatre fois & une semaine d'intervalle. lLe sang, prélevé a
la veine de l'oreille du lapin, est centrifugé puis laissé a4 42 C une nuit.
Le sérum obtenu, riche en anticorps antitransferrine humaine, est conservé
congelé.

le titre de l'antisérum est déterminé par dosage de Mancini

(Mancini et al,, 1965) et calculé selon la méthode décrite par Becker,1969.

B - Immunodiffusion radiale
La technique utilisée a été décrite par Mancini et al., 1965.

L'agarose (1%) (Sigma, type II, Médium EEO) est préparé dans un litre de
tampon suivant : Véronal acide 0,8 g, Vércnal sodé 4,28 g p H 8,6. Le gel
(159/& 1/ cma) contenant de l'antisérum antitransferrine (1,5%) est coulé
sur une plaque de verre. Les produits i analyser 2/11 d'une solution A
1%0) sont déposés dans des puits pratiqués i l'emporte-pidce dans l'aga-
rose. Apréas diffusion en chambre humide pendant 48 heures, la plague est

lavée, séchée et colorde au réactif 2 l'Amidoschwartz.

C - Immuncélectrophorése monodimensionnelle
La méthode a été décrite par Scheidegger en 1955. lLes solutions

protéiques a analyser ( 2/L1 de solutions & 1%) sont déposées dans des
puits réalisés dans de 1'agar noble ( 1 ml / cm de plaque standard). La
migration s'effectue une heure et ‘demie & 30 volts. L'antisérum est

alors introduit dans des goutti®res pratiquées dans le gel. Apres diffusion
48 heures en chambre humide, la plsque est lavée, séchée et colorée au

réactif & 1'Amidoschwartz.
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D - Immunoélectrophordse d'affinité bidimensionnelle

La technique est réalisée selon Bfg-Hansen et al., 1978 et

Nicollet gt al., 1981.

1l - Premidre dimension
s S e D A R e, S T

la concanavaline A ( I BF ) ( 300 g/cnz) est introduite

dans le gel d'agarose (type II, médium E E O, Sigma) i 1% dans le tampon
fris / H C1 72 m M, Véronal sodé 24 m M, Lactate de calcium 0,4 m M p H 8,6
en présence des ions MnCl,, MgCl,, CaCl,lmM. la plaque de verre (10x10cm)
est recouverte de 15 ml de gel contenant la lectine. Les solutions A ana-
lyser : 3/L1 de sérotransferrine pure (0,5%; p/v) ou 3 /¢ 1 de sérum humain
(300 mg de transferrine / dl1) sont introduites dans 8 puits pratiqués 2
1'emporte~pidce. L'électrophordse s'effectue 3 heures i 10 volts / cm dans

un appareil LKB 2117 multiphor muni d'une plaque réfrigérante.

2 - Deuxidéme dimension
e e e R AR S AR o

L'agarose utilisé pour la seconde dimension contient l'anti-
sérum antitransferrine monospécifique (1%;v/v) et de 1'd - D - méthylglu~

coside (1%; p/v) (Salier et al.,, 1980). La migration est réalisée 18 heures

3 2 volts /cm. Les plaques sont ensuite lavées, séchées et colorées au

réactif A 1l'Amidoschwartsz.

3 - Galcul du pourcentage apparent des pics_obtenus
Le pourcentage apparent de chaque pic a été calculé par déccu=-
page et pesée de fiches cartonnées sur lesquelles chacun des pics, obtenus

par la technique d'électrophorése d'immunocaffinité, a été reproduit.



III - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES DE LA SEROTRANSFERRINE

HUMAINR ET DE SES VARIANTS. .

A - Préparation des glycopeptides de la sérotransferrine
totale et des variants

Les glycdpoptides de la sérotransferrine et des variants
glycanniques sont préparés par hydrolyse pronasique des glycoprotéines
d'aprés les procédés décrits par Spik et Montreuil, 1969 et Spik et al.,1974.

Ils sont purifiés par gel filtration sur colonne de Biogel P6.

B - Practionrement des glycopeptides de la sérotranasferrine

humaine par chromatographie d'affinité

Les glycopoptides sont fractionnés sur colonne de concanavaline
A - Sépharose 4 B ( 10 mg de concanavaline A/ ml de gel; Pharmacia) d'aprés

le protocole décrit par Krusius et 2l., 1976. Ils sont dissous dans le

tampon acétata d‘ Na 5 mM; MgClzlnH; HnClzlnH; CaCIZmH; p H 5,2. La colonne
est équilibrée dans ce méme tampon (tampon A). L'élution des fractions
glycopeptidiques est réalisée par le passage du tampon B : tampon A cone
tenant NaCl 0,1M, puis par le passage du tampon C : tampon B contenant de
1' o ~D-mé thylglucopyrannoside 0,015M.

Les fractions obtenues sont repérées par dépdt sur plaque de
silice et révélation & 1l'orcinol sulfurique (200 mg d'orcinol dans 32804 20%)
Les fractions éluées par le tampon contenant 1'%{- D- méthylglucoside sont
repérées par chromatographie en couche mince en utilisant le solvant rapide

n - butanol / éthanol / eau / acide acétique / pyridine {10 : 100 : 30 : 3:

10; v/v) ( Bayard et al., 1979).
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C - Btude de la structure des glycannes

monosaccharides

La méthode utilisée a été décrite par Zanetta et al., 1972.
A 1 mg de glycoprotéine ou SO/Lg de glycopeptides sont ajoutés IOflg de
mésoinositol (étalon interne) a IOO}Lg/nl. Apréa‘lyophilisation, ie pro=-
duit est desséché sous P2°5 4 502 C. La méthanolyse est réalisée dans
un microtube hermétiquement fermé, par 1 ml de C 330 H / EC1 0,5 N pen-
dant 24 heures i 802C.

S'il s'agit d'une glycoprotéine il est nécessaire de centri-

fuger et de délipider i l'heptane avant d'évaporer & chaud CH,OH /HCL

3
sous azgote.

le résidu sec est repris par 40/11 de 032012 et 40,11
d'anhydride trifluoroacétique, chauffé % mn & 15090 dans un bain de
sable, refroidi, puis réchauffé 5 mn & 1502C. Les monosaccharides trie
fluoroacétylés sont analysés en chromatographie en phase gazeuse
(colonne de verre ( 0,3 x 300 cm) remplie de silicone O V 210 & 5% sur
Varaport 30 “mesh" 80-100; température programmée de 90 2 2202C i raison

de 2°C/ mn; débit de gaz vecteur (agots) 10 ml/mn )

2 - Libération des oliggaaccharides
e

La libération de la partie glycannique est réalisée par hydra-
zinolyse selon la méthode décrite par Bayard et Montreuil, 1974 - 10mg de
glycopeptides ou de glycoprotéine sont placés deux jours sous PZOS a 502 C,
L'hydrazine ( 500,‘1 ) est ajoutée sous hotte. Le tube scellé est placé dans

une étuve & 105 2 C pendant 20 heures. L'évaporation est réalisée sous azote.



Le sirbp obtenu est rincé deux fois par quelques gouttes de toluéne et
séché. Le résidu est placé sous excicateur a 32804 concentré une nuit,
puis repris par sogﬂ.l d'acide acétique 3 5%. La solution est injectée
sur colonne de Biogel P2 équilibrée dans l'acide acétique i 1%. Les
oligosaccharides sont élués aprds le volume mort de la colonne et le
repérage est effectud par dépdt sur couche mince et révélation 4 l'or-
cinel sulfurique.

Les fractions renfermant les glycannes sont rassemblées et
évaporées sous agzote. Le résidu sec est repris par 40°fL1 d'une solu-
tion de bicarbonate saturée et IOOfbl d'anhydride acétique sont ajoutés
en 5 fois & 20 mn d'intervalle. La solution obtenue est injectée sur une
colonne de Biogel P2. Les fractions contenant les glycannes sont concen-
trées & un volume déterminé.

La fraction hydrazinolysée est chromatographiée en couche

mince sur plaque de silice en présence de solutions témoins. La migrae-

tion s'effectus dans le solvant de Bayard et al., 1979. Les oligosaccha-

rides libérés par hydrazinolyse sont révélés A l'orcinol sulfurique.

3~ Hicrométhzlation
. o

La méthylation ne peut &tre effectuée qus sur des glycopep-

tides ou des oligosaccharides réduits.

a - Réduction
1 mg d'oligosaccharides sont mis en contact, 24 heures, avec
1 ml de solution de K B H 4 (1 mg / ml). La réaction est arrétée par
addition de résine Dowex 50 x 8 ( 25-50 mesh). La solution est filtrée

sur laine de verre, évaporée a4 sec sous vide puis reprise 5 fois par
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C H,OH / CH,COOH (99:1; v/v) et évaporé. Le produit repris par 1 ml d'eau

3 3

est dessalé sur colonne de Biogel P2.

b - Microméthylation

Lors de la microméthylation certaines précautions é&lémentaires
sont 4 prendre :

« n'utiliser que de la vaisselle rigoureusement propre et
lavée au sulfochromique chaud. Ne rincer qu'a l'eau permutée puis & l'eau
milli Q. Sécher complétement & 1'étuve.

- le produit & méthyler doit étre sec. Il est conseillé de
commencer la méthylation dés que le produit sort de lyophilisation.

= utiliser de l'eau milli Q lors des extractions.

~ le bain de sonication doit 8tre & la température de la piace.
Bn cas de surchauffe du bain lors de la premidre sonication changer l'étha-
nol ou ajouter de 1l'éthanol froid pour la deuxiéme sonication.

La méthylation east réalisée selon un protocole décrit par

Finne et al., 1980. Le produit & méthyler (lOOng de glycopeptides ou

d*ologosaccharides réduits) est lyophilisé dans une pipette introduite
dans un tube & méthanolyse- IOOle de DMSO (diméthylsulfoxyde) sont ajoutés
sous azote. La base de méthylation (méthyl sulfinyl-potessium carbanionm),
qui a été préalablement chauffée & l'étuve & 372 C, est ajoutée (IOOfLI)
sous azote. Le tube est bouché hermétiquement , mis & soniquer 1 heure 30 mn
puis congelé - 200/L1 d'iodure de méthyle sont ajoutés avant une deuxiime
sonication d'une heure.

Les extractions sont réalisées par l'addition dans un premier

temps de SOOfll d'eau milli Q froide, de 1 4 2 cristaux de thiosulfate et
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de 300/11 de chloroforme. La phase chloroformique inférieure est prélevée
tandis que la phase aqueuse est conservée pour deux extractions supplémen=-
taires avec 500/11 de chloroforme. Les phases chloroformiques sont lavdes
5 fois par 1 ml d'eau milli Q . L'excés d'eau restante est absorbé par du
sulfate de sodium. La solution est filtrée sur laine de verre, le filtrat
est ensuite évaporé sous azote puis lyophilisé pour éliminer toute trace
de DMSO. La méthanolyse du produit méthylé est réalisée par l'addition de

IOOle de CH_OH / HC1 0,5 N, 24 heures & 802 C. Apr2s évaporation a sec,

3
ZOle de pyridine et SOfil d'anhydride acétique sont ajoutés. Le tube est
placé A& 1002 C 15 mn, agité puis replacé a 1002C 30 mn. Il est enfin
évaporé pour @tre repris par une quantité déterminde de CHBOH.

Les glycannes méthylés et méthanolysés sont analysés en chro-

matographie en phase gazeuse couplée & la spectrométrie de masse d'apres

la technique de Fournet et al.,1981.

4 - Résonance Magnétique Nucléaire

L'analyse en RMN H500 M%?des glycopeptides a été réalisés
dans le laboratoire du Professeur Vliegenthart & Utrecht. La résonance
magnétique nucléaire du proton est réalisée sur les glycopeptides préala=-
blement traités par l'eau lourde(D2o) 4 27°C de maniére i obtenir un échange de
hydrogénes mobiles (fonctions hydroxyles). L'analyse des glycopeptides est
effectuée sur un appareil Bruker HX 500 & 500 MHz opérant en transformées

de Fourier. Les détails expérimentaux sont décrits dans les revues générales

de Vliiegenthart et al., 1981 et 1983,



IV - ETUDE DE L'INTERACTION DBS VARIANTS DE LA SEROTRANSFERRINE

AVEC LES RECEPTEURS MEMBRANAIRES.

A - Matériel

Les variants de la sérotranaferrine sont préparés par chro=-
matographie d'affinité de la sérotransferrine sur colonne de concanavaline A.
Les sérotransferrines humaine et de lapin sont utilisées comme témoins lors

des interactions avec les récepteurs.

B - Désialylation des glycoprotéines

les variants transferriniques ainsi que la sérotransferrine
humaine totale ont été désialylés sur une colonne de neuraminidase isolée
de Clostridium perfringens, type VI-A, insolubilisée sur billes d‘'agarose
(Sigma, 7" N- 5254; 1 unité pour 1,6 ml de gel). L'hydrolyse est réalisée
en circuit fermé a 372 C pendant 6 heures dans le tampon citrate 0,1 M
p H 5,1. Le pourcentage de désialylation est controlé par analyse en

chromatographie en phase gazeuse.

C = Marquage par 33 Fe

Le marquage radioactif des glycoprotéines est réalisé par

5 7

saturation des apoprotéines par du 3 Fe ( 3 &2 20 mCi /mg soit 3,710

5%

Bq/ml, 1 m Ci/ml; Radiochemical Centre, Amershan). La quantité de fer
ajoutée est de 1.6/Lg par mg de protéine en présence de tampon citrate /
bicarbonate 0,1M p H 8,6. Le fer ajouté sous forme de citrate ferrique

est en solution dans HC1 0,1N qui est neutralisé par la quantité nécessaire
de NaOE 0,1N¥ au moment du marquage. lLa saturation s'effectue A température

ambiante pendant deux heures. La solution est dessalde sur colonne de

Dowex 1lx4 (200x400 mesh) afin d'éliminer complétement le fer libre restant.
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lLa radiocactivité spécifique est déterminée par mesure précise
au spectrophotométre de la densité optique de 1la solution de protéine
marquée, et par le comptage d'un aliquote de 10/41 de la solution sur

un compteur de radiocactivité gamma (Autologic)

D - Interaction transferrine-réticulocyte
1-- Préparation_des réticulocytes

L'enrichissement du sang en réticulocytes est obtenu en anémiant
un lapin par phlébotomie. Quatre saignées & la veine interne de l'oreille
sont réalisées tous les deux jours, A raison de 25 ml de sang prélevés
par kg de lapin. Le dernier préldvement est effectué sur héparine (10 unités/
ml de sang). Le sang est centrifugé 10 mn & 600 g. Le culot de cellules
rouges est lavé trois fois par le tampon de Hank's et Wallace, 1949, pH 7,35

et dont 1la composition est la suivante :NaCl 8 g/l; KCl 0,4 g/1; CaCl, sec

2

0,14 g/1; Mg 50, 7 H,0 0,2 g/13 Na, HPO4. 12 H,0 0,12 g/1; KHZP04, E,0

0,6 &/1; Na HCO, 0,35 g/1; Glucose 1 g/1.

3
Le culot contient les cellules rougea enrichies en réticulocytes

(20 a 30 % alors que le taux normal est de 0,5 & 2 %).

2 - Incubation
f— 33—

Les incubations des différents variants sont réalisées & 372 C
dans le tampon de Hank's et Wallace contenant de la sérumalbumine bovine
SA B) 1%, avec une concentration en protéine de 750 nM ( 60f*g/m1). Les
incubats contiennent 1,8 x lO8 réticulocytes /ml.

Des aliguotes sont prélevés au temps zéro et & des temps détere
minés. la réaction est arrétée par 100 volumes de tampon froid. Les cellules
sont lavées et centrifugédes 10 mn & 600 g, trois fois avant d'étre comptées

sur un compteur de radioactivité gamma {Autologic).
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B - Interaction transferrine- hépatocyte
1 - Préparation des hépatocytes

Les hépatocytes sont isolés A p;;tir du foie de rat Whistar
(200 g)par une technique de perfusion par la collagénase(Seglen, 197€l le
foie eat tout d'abord perfusé par le tampon de Hank's et Wallace sans Caf+,
puis par le méme tampon contenant de 1'EGTA 0,5 mM. Aprés ringage par le
tampon initial, le foie est perfusé par le tampon contenant du Ca++ 5 mM
et la collagénase 0,03% (type IV, n? C-5138; Sigma )+ Les cellules
sont dissocides avec une lame de rasoir, filtrées puis centrifugzées i 40 g
pendant 10 mn. Elles sont lavées deux fois par le tampon contenant du
Ca++ 2,7 mM et de la sérum albumine bovine 1%, et centrifugées entre cha-
que lavage.

Le pourcentage de cellules vivantes est déterminé par colora-

tion au bleu Trypan. Il est de 80% minimum.

2 - Incubation

Les incubations des variants sont réalisées & 372 C dans le
tampon de Hank's et Wallace contenant de la sérum albumine bovine 1% avec
une concentration en protéine de 750 nM (GOng/ml). Les incubats contiennent
1,5 x 107 népatocytes / ml.

Des aliquotes sont prélevés au temps zéro et 4 des temps déter-
minés. La réaction est arrétée par 100 volumes de tampon froid. Les cellules
sont lavées et centrifugées 3 mn a 40 g, trois fois avant d'@tre comptées

sur un compteur de radioactivité gamma (Autologic).
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STRUCTURE DES GLYCANNES DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE

En 1974, Spik et al., et en 1975, Montreuil et Spik ont

suggéré, sur la base des rapports molaires des glycopeptides isolés par
électrophorése en veine liquide, que la sérotransferrine humaine possé-
dait deux types de glycannes : l'un de type biantenné, l'autre de type

triantenné. La structure compl2te du glycanne de nature biantennde a été

déterminée préciédemment (Spik et al., 1975) et confirmée en R.M.N. (Dorland

et al., 1977), tandis que celle du glycanne triantenné. n'a pas été totaw

lement établie.

Nous avons utilisé la chromatographie d'affinité pour isoler
les glycannes triantennés, qui existent en quantité plus faible que les
glycannes biantennés, afin d'en déterminer leur structure par l'applica=

tion de méthodes physico-chimiques.

I -~ PREPARATION DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE,

La chromatographie sur colonne de QAB-Séphadex du précipité
obtenu 4 partir de la fraction IV de Cohn, précipitée au rivanol et au
sulfate d'ammonium & 70%, a fourni trois fractions dans les proportions
suivantes :
« la fraction A, 81%, est éluée par le tampon Tris/HC1l 0,01M;
NaCl 0,1M,pHS8,

- la fraction B, 13%, est éluée par le tampon Tris/HC1 0,01M;
NaCl 0,2M,pH8.

- la fraction C, 6%, est éluée par le tampon Tris/HC1 O,01M;

NaCl 1 M,pHS8.
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La fraction A s'est révélée homogéne en électrophorése en
acétate de cellulose et immunoélectrophorése. Cette fraction nous a servi‘

de matériel de base pour les différentes études que nous avons entreprises.,

II - ETUDE DES GLYCOPEPTIDES SEPARES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR

CONCANAVALINE A-SEFPHAROSE.

La concanavaline A est une lectine qui reconnait spécifiquement,
danas les glycannes des glycoprotéines, des structures internes tel le disac-

charide Glc NAc(1-2)Man (Debray et al., 1981). La structure glycannique

biantennée de la sérotransferrine qui renferme ce chainon est reconnue par
la concanavaline A. Cependant, la substitution des trois résidus de mannose
du chafnon trimannosidique par un résidu de N-acétylglucosamine, de méme
que la substitution des résidus de mannose 4 ou 4' par un résidu N-acétyllac=
tosaminique sialylé ou non, abolit complétement cette spécificité de recon-
naissance.

Ainsi les structures glycanniques triantennées et téiraantennées
de la sérotransferrine, si elles existent, ne seront pas reconnues par la

lectine.

A - Chromatographie d'affinité des glycopeptides.

La chromatographie d'affinité des g;ycopeptides 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 mM; MgC12 1mM; Mn012 1 mM; CaCl,. 1lmM; NaCl 0,1M;

2
pH 5,2.
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Pig. 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 A-Sépharose.

Fraction Monosaccharides
Gal Man* Glc NAc NeuAc
Glycopeptides totaux 2,38 3 3,68 2,37

Glycopeptide de la
fraction A 3,07 3 5,19 2,85

Glycopeptide de 1la :
fraction B 1,98 3 3,62 1,93

* les rapports molaires des différents monosaccharides ont été
calculés sur la base de 3 résidus de manncse.
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la fraction B, 85%, retenue est éluée par le méme tampon
contenant de 1'o- D - méthylglucoside 15 mM. Les fractions A et B ont été
rechromatographiées sur la méme colonne afin d'éviter toute contamination

de la fraction A par la fraction B.

B - Composition molaire en monosaccharides des glycopeptides

L'étude de la composition molaire des monosaccharides, déter-
minée par chromatographie en phase gagzeuse, 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 Neudc.
Ces chiffres ne correspondent pas & des valeurs entiéres ce qui laisse
supposer que les glycannes présents dans cette fraction totale ne possée-
dent pas des structures homogénes.

Par contre, la fraction A renferme des mcnosaccharides dont
les rapports molaires de 3,07 Gal; 5,19 GlcNAc et 2,85 Neudc, seraient
en faveur d'une structure glycannique triantennée.

Les rapports molaires en monosaccharides de la fraction B

sont en faveur d'une structure glycannique biantennée.

C - Etude des oligosaccharides libérés par hydrazinolyse

Les glycopeptides des fractions A et B ont été hydrazinolysés,
ceci afin d'éviter que les résidus d'acides aminés des fractions n'inter=-
ferent lors de la chromatographie sur couche mince. Les oligosaccharides
libérés sont désialylés.

Le schéma de séparation aprés chromatographie en couche mince

et révélation & l'orcinol sulfurique est donné dans la Fig. 23 p 94.



fractions

Fig. 23, Schéma de la plaque de silice aprés chromatographie et
révélation & 1l'orcinol-sulfurique des fractions glycopeptidiques

A et B hydrazinolysées et désialylées, en présence des témoins 1,2 et 3.

/

\ LLLE . )
~ Structure des oligosaccharides standards utilisés comme témoins de

migration
Gal-GleNfe p4-4

Gal-GleNhe _Man Gal-GleNAo"Man ,, Gal-GleNAe Man_,, 4
Man Gle NAc Man_GeNBe Man - Gle NAa
Gal - GleNAe_Man 44-6 Gal_GleNAe . Man/4-6 Gal _GleNRe _ ManA4-6

1 2 Gal_GleNB* e . 3
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La fraction A renferme deux types d'oligosaccharides tandis gque la fraction
B , homogéne, ne renferme qu'un seul type d'oligosaccharide.

La mobilité du glycanne de la fraction B est analogue & celle
du témoin 1 *, oligosaccharide désialylé biantenné ne possédant pas la
N-acétylglucosamine 1 du point d'attache. L'absence d'un monosaccharide
dans la structure du témoin suffit & lui donner une mobilité sensiblement
plus grande que celle de l'oligosaccharide de la fraction B qui posséderait
donc une structure glycannique biahtennée.

La fraction A renferme deux types d'oligosaccharides dont la
mobilité est 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 (81-4) sur le mannose 4
migre plus loin que le témoin 3 dont la branche glycannique est liée en
(Pl-é) sur le mannose 4'. La fraction A renfermerait donc les deux types
de structures glycanniques triantennées 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 glycannes dont la
nature semble &tre biantennée. Cette fraction homogeéne, ne renferme qu'un

seul type de glycanne.

* Nous remercions Monsieur Strecker pour nous avoir fourni les oligosac=

charides standards provenant d'urines pathologiques.
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La fraction glycopeptidique B non retenue renferme des gly-
cannes qui pourraient &tre de type triantenné. Cette fraction n'est pas
homogéne, elle renferme deux types d'oligosaccharides qui ont pu &tre

séparés par chromatographie en couche mince.

III - DETERMINATION DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES TRIANTENNES

Nous avons déterminé la structure des glycannes triantennés
de la sérotransferrine humaine & partir de la fraction glycopeptidique A
par l'application des procédés de méthylation et de Résonance Magnétique

Nucléaire.

A - Identification des dérivés méthylés

Les dérivés méthylés des monosaccharides ont été analysés par
chrematographie en phase gazeuse. Le diagramme des dérivés méthylés est
donné dans la Fig. 24 p 97 ., Les rapports molaires de ces différents dé-
rivés sont donnés dans le tableau X p 97.

La présence du dérivé { 2,3,4,6) Me4— Gal révéle une désia-

lylation partielle des glycannes analysés. Ceci se confirme par le fait

que nous n'obtenons que 2,32 résidus de ( 4,7,8,9) Me4-NeuAcMe. Une

valeur de 2,85 NeuAc avait été obtenue apreés méthanolyse.
Les rapports molaires des dérivés (3,6) Ne,Man, (3,4) Me Man

et (3,4,6) Me,-Man, comparés & celui du dérivé (2,4) Me.Man pris comme

3

base de calcul, indiquent que le glycanne de la fraction A est de nature

2

triantennée: nous obtenons des rapports de 1,03 pour l'ernsemble des deux

dérivés (3,4) et 3,6) Me_Man et de 0,90 dérivés de (3,4,6) Me_Man pour

2 3

1l dérivé de i2,4)Me2Man. Ces rapports nous permettent d'exclure la

présenca d'un glycanne de structure tétraantennée.
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Fig. 24, Séparation des dérivés méthylés des monosaccharides présents

dans le glycopeptide A par chromatographie gazeuse. L'identification

des dérivés est donnde dans le tableau ci-dessous.

TABLEAU X

Identification et détermination des rapports molaires des

dérivés méthylés des monosaccharides du glycopeptide A.
Les calculs ont été réalisés sur la base d'un résidu de

(2,4) Meaﬂan.

Rapports molaires

Dérivés méthylés
picl: (2,3,4,6) Me,- Gal
pic2 : ( 3,4,6) Me3- Man
pic 3 : ( 2,4,6) Me; -Gal
pic 4 ¢+ ( 2,3,4) Mel~ Gal
piec5: ( 3,6) Meg- Man
pic 6 ¢+ ( 3,4 ) Me.- Man
pic 7: (2,4) Me;- Man
pic 8 ¢ ( 3,6 ) Me,~GlcNAcMe
pic 9 : (4,7,8,9) Me, -Neu Ac Me

MWHOOKKFOO
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présence des deux dérivés (3,4) et (3,6) Me_Man indique que deux types

)

2

de structure triantennée sont présents,

Nous avons calculé les pourcentages des deux types de structure
en nous basant sur les rapports molaires des dérivés méthylés obtenus.
Le glycopeptide A renferme 45% de glycanne de structure triantennée dont
la troisiéme branche N-acétyllactosaminique sialylée est liée en 1,4 sur
le mannose 4 , et 55% de glycanne de structure triantennée dont la troi-
siéme branche est liée en 1,6 sur le mannose 4°'.

La présence de 1,10, résidu du (2,4,6) Me,-Gal indigque qu'au

3
moins 1 résidu d'acide N-acétylneuraminique est lié¢ en 2,3 sur le résidu
de galactose. Comme dans la structure glycannique biantennée cette liaison
n'a pas été mise en évidence, nous supposons que la liaison en 2,3 de

1'acide sialique serait localisée sur la 3e branche N-acétyllactosaminique

du glycanne triantenné.

B - Résonance Magnétique Nucléaire

Les résultats obtenus en RMN confirment la présence de deux
structures triantennées dans la fraction glycopeptidique A non retenue sur
colonne de concanavaline A. Les déplacements chimiques du proton du Man-4!
de 4.931 et de 4.862 et celui du Man 3 H-2 de 4.211 et de 4.251 sont spé=-
cifiques de la présence de glycannes avec yne troisiéme antenne greffée
respectivement en (Pl-—4) sur le Man 4 et en (pl-é ) sur le Man 4°'.

D'aprés 1'intensité des signaux donnés par les protons des
2 Man, il est possible de déduire que le rapport des deux glycopeptides
est de l'ordre de 6 pour 1.

D'autre part, d'aprds les résuliats de RMN il est possible

de déduire que les deux résidus de galactose 6 et 6' sont substituds en
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( 2-6) par un résidu d'acide N-acétylneuraminique alors que le Gal 8
et le Gal 8'qui appartiennent & l'antenne supplémentaire sont substitués
en (ol 2-3) par l'acide N-acétylneuraminique. )
Les valeurs des déplacements chimiques des différents mono-

saccharides du glycopeptide triantenné possédant l'antenne supplémentaire

1ié en (B 1-4) sur le Man 4 ont été publiés précédemment (Endo et al.,1982)

alors que ceux correspondant au deuxiéme type de glycanne triantenné n'ont
pas été publiés jusqu'a présent. Les résultats que nous avons obtenus en
RMN nous ont donc permis de préciser la structure des deux glycannes tri-
antennés de la transferrine et d'apporter des valeurs nouvelles concernant
les déplacements chimiques des protons des monosaccharides d'un des deux

types de structure triantennée. ( Tableau XI p 100)

IV- CONCLUSION

BUS Y
La chromatographie d'affinité sur colonne de concanavaline A(:;;;}
nous a permis d'isoler une fraction glycopeptidique A de la sérotransfer-
rine humaine, non retenue par la lectine. Cette fraction contient deux
glycopeptides de nature triantennée don¥ les structures ont été détermi-
nées par la méthylation couplée & la spectrométrie de masse et par la RMN.
D'aprés les résultats de méthylation, il semblait que le gly-
copeptide triantenné dont l'antenne supplémentaire est liée en (F>1-4)
représentait 45 % de la fraction A, tandis que le glycopeptide dont
1'antenne est liée en (p»l-é) représentait 55 % de la fraction A. En fait,
les résultats du RMN nous montrent que les rapporis respectifs de ces struc-
tures sont de & pour l. Nous avons de plus démontré que l'acide N- acétylneu-

raminique est lié en (0(2-3) sur le galactose de la 38.antenne.
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TABLEAU XI

Analyse en RMN 3500 MHz de la fraction A glycopeptidique de la serotransferrine
non retenue sur colonne de concanavaline A .(Btude des déplacements chimiques
des différents groupements présents dans les monosaccharides constituants les
glycopeptides ,par comparaison avec ceux de glycopeptides et d'oligosaccharides

{

témoins ).
Groupe- Déplacements chimiquesa des groupements
ments Résidus presents dans les composés suivants:
présents
EEEE:>*_* ot §in Eifiif:)’_"_ —— -84,
Asn ::3.*.3;-' ﬁ'sn /.—c —o—ﬁfa
A;- Ser :::7. /3 Z_.:_f Ser
GP-11-5 Cp-d, h-STF-A Mor 48 h-STF-8
(1] (2] (3]
H-1 GlcNAc-1 5.092 5.040 5.047 - 5.047
GleNAc-2 4,614 4.614 4,61 4,721 4,61
Man-3 4,755 4,77 4.77 4,770 4.77
Man-4 5.120 5.131 5.130 . 5.131 5.136
Man-4' 4.924 4.934 4.931 4.874 4.862
GlcNAc-§ 4.570 4.60 4,610 4,585 4.610
GIcNAc-5' 4,580 4,60 4,610 4,592 4,610
Gal-g 4.468 4.444 4,443 4.468 4.443
Gal-g' 4.473 4.446 4,443 4.471 4,443
GlcNAc-7 4,545 4.546 4,544 - -
GlcNAc-7' - - - 4,555 4,56
Gal-8 4,462 4.546 4.544 - -
Gal-g' - - - 4.480 4.56
H2 Man-3 4,209 4,220 4.211 4.250 4.251
Man-4 4,218 4,220 4,211 4,200 4,202
Man-4' 4,108 4.112 4.109 4.098 4.10
H-3 Gal-8/8"* - 4.11 4.109 - 4.109
H-3ax NeuAcx(2-+3) - 1.801 1.797 - 1.797
NeuAcx (2+6) - 1.717° 1.718° - 1.718°
H-3eq NeuAco(2-+3) - 2.756 2.759 - 2.759
- : {Ze (i : (2%
NAc GlcNAc-1 2.003 2.004 2.011 - 2,011
GlcNAc-2 2.078 2.079 2.079 2.056 2.079
GlcNAc-5 2.048 2.065 2.065 2.056 2.065
GlcNAc-§' 2.045 2.065 2.065 2.046 2.065
G1cNAc-] 2.075 2.073 2.072 - -
GlcNAc-7* - - - 2.039 2.041
NeuAc - 2.030° 2.031° - 2.031°

a-Pour les explications concernant la nature des déplacements chimiques
se reporter aux revues générales de Vliegenthart et al .,1981,1983.
b-Signal donné par les 2 protons.

c-Signal donné par les 3 groupements CH

30

(1:Van Halbeck et al.,1980;2:Endo et al.,1982;3:Michalski et al.,1982)
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SEPARATION ET ISOLEMENT DES VARIANTS GLYCANNIQUES DE LA
SEROTRANSFERRINE HUMAINE SELON LEUR AFFINITE POUR LA
CONCANAVALINE A

Aprés avoir déterminé la structure des glycannes triantennés
de la sérotransferrine humaine, nous avons cherché i isoler les variants
glycanniques de la glycoprotéine : afin de connaitre la répartition des
glycannes sur la chaine peptidique, et afin de déterminer d'autre part
le pourcentage des deux types de glycannes triantennés dans chacun des
variants transferriniques.

Les séparations ont été réalisées aussi bien par chromato-
graphie sur colonne de concanavaline A que par électrophorése 4'immuno-

affinité en présence de concanavaline A.

I - ISOLEMENT DES VARIANTS TRANSFERRINIQUES PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE SUR COLONNE DE CONCANAVALINE A.

A - Chromatographie sur colonne de concanavaline A-Sépharose

La Fig. 25 p 102 représente le profil d'élution obtenu par
chromatographie de la sérotransferrine humaine sur colonne de concanavaline
A-Sépharose. Trois variants glycanniques ont été obtenus dans les propor-
tions suivantes :
- le variant I, 1,5 %, n'est pas retenu par la lectine et est
élué par le tampon de stabilisation de la colonne contenant
NaCl 0,1 M.

- le variant II, 23 %, retardé, est élué par le tampon con=
tenant 1' -D-méthylglucoside 15 mM,

- le variant III, 75,5 %, retenu, est élué par le méme tampen.
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' 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.Ultrogel.
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B - Chromatographie sur colonne de concanavaline A-Ultrogel

Les variants II et III, retardés et retenus par la lectine
couplée au Sépharose se comportent différemment sur colonne de concana-
valine A couplée & 1'Ultrogel.

Outre la nature différente du support de couplage, ces deux
chromatographies différent surtout par la capacité de fixation des deux
colonnes. Dans le premier cas, la concanavaline A est couplée 2 raison
de 10 mg de lectine par ml de Sépharose, dans le second cas, 3 & 4 mg
seulement sont fixés par ml d'Ultrogel. La capacité de fixation du
premier gel est supérieure & celle du second gel.

Les profils d'élution des deux variants II et III sont
donﬁés dans la Fig. 25 p 102.

Le variant II se sépare en deux fractions.non retenues et une fraction
retenue éluée par le tampon contenant 1'dl -D-méthylglucoside.
La chromatographie du variant III ne permet d'obtenir essentiellement

qu'une fraction retenue sur la colonne.

C - Conclusion

La sérotransferrine humaine peut 8tre séparde 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 I : non retenu sur concanavaline A-Sépharose

- Variant I : retardé sur concanavaline A-Sépharose, non

retenu sur concanavaline A-Ultrogel.
- Variant III: retenu sur coﬁcanavaline A-Sépharosg et sﬁrﬂi}f

concanavaline A-Ultrogel.
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II - SEPARATION DES VARIANTS GLYCANNIQUES DE LA SEROTRANSFERRINE

HUMAINE PAR ELECTROPHORESE D'IMMUNOAFFINITE

Nous avons réalisé 1l'électrophorése d'immunoaffinité de
chacun des variants I, II.et III isolés sur colonne de concanavaline
A-Sépharose. Le comportement de chacun d'eux est représenté dans la
Fig. 26 p 105:

- Le variant I n'eat pas retenu par la concanavaline A

et migre vers l'anode.

- le variant II est retardé par la lectine.

- le variant III est retenu par la lectine et migre peu.

La sérotransferrine humaine peut également &tre séparée
en trois fractions, ou trois pics, par l'électrophorése d'immuncaffi-
nité en présence de concanavaline A.

le pic I, 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'électrophorése.

Le pic II, 19%, migre beaucoup moins vers l'anode que le
pic I, il est retardé lors de sa migration électrophorétique par la
lectine.

Le pic III, 81%, est fortement retenu par la lectine, sa
migration électrophorétique est pratiquement nulle.

L'association de ces résultats nous permet d'identifier
chacun des pics I, II et III en les assimilant aux trois variants
glycanniques I, II et III obtenus par chromatographie de la sérotrans—

ferrine sur colonne d'affinité.
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Fig.26. Electrophorése 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 I

C -~ Variant II

D - Variant III




III - ANALYSE DES GLYCANNES DES VARIANTS I, II et III DE LA

SEROTRANSFERRINE HUMAINE

A - Composition molaire en monosaccharides

La composition molaire des monosaccharides présents dans les
trois variants glycanniques de la sérotransferrine humaine est donnée
dans le tableau XII p 107,

La présence de 3,28 résidus de galactose et de 5,08 résidus
de N-acétylglucosamine dans la composition molaire en monosaccharides du
variant I, suggére la présence d'un glycanne triantenné.

Dans le cas du variant II, les nombres 2,63 et 4,62 désignant
respectivement les rapports molaires des résidus de galactose et de N-
acétylglucosamine, indiquent que les glycannes présents dans cette frac-
tion ne sont pas homogénes. Le variant II doit renfermer des glycannes de
structures différentes.

le variant III qui renferme 2,02 résidus de galactose et 4,24
résidus de N- acétylglucosamine posséde une composition qui correspond &
celle d'un glycanne biantenné classique.

Dans les trois cas, les rapports molaires en acide N-acéitylneu=
raminique sont de 2,42; 2,07; 1,87 pour les variants I,II et III respecti-
vement. Ceci suggére une désialylation partielle de chacun des glycannes

des variants transferriniques.

B - Séparation des oligosaccharides libérés par hydrazinolyse

La fig27 p 108 représente le schéma de la migration des oligo-
saccharides réduits et désialylés, libérés par hydrazinolyse des variants

I, IT et III.
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TABLEAU X

IT

niques de la séroiransferrine humaine.

Monosaccharides Variant I Variant 11 Variant III
Gal 3,28 2,63 2,02
Man* 3 3 3
GleNAc 5,08 4,62 4,24
Neu Ac 2,42 2,07 1,87

* Les rapports

molaires des différents monosaccharides ont

été calculés sur la base de 3 résidus de mannose.

TABLEAU

XIII

Rapports molaires des dérivés méthylés des monosaccharides
présents dans les trois variants glycanniques de la
sérotransferrine humaine.

Dérivés méthylés Variant I Variant II
(2,3,4,6) Me,- Gal 0,60 0,35
(3,4,6) Me_—"Man 0,80 1,26
(2,4,6) Meo- Gal 0,50 0,48
(2,3,4) Me - Gal 1,90 1,81
(3,6) Meg- Man 0,24 0,26
(3,4) Me - Man 0,79 0,39
(2,4) ™ o= Man* 1 1
(3,6) Me--GlcNAc Me 1,54 2,53
(4,7,8,9) ﬁe4-Neu Ac Me 0,34 1,31

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base d'un résidu

de (2,4) Me, Man.

<
\" L y
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[ ans
[RETEY 3

Fig. 27. Schéma de le migration des oligosaccharides réduits et
désialylés, libérés par hydrazinolyse des variants I, II, et III.
La séparation est réalisée dans le solvant n-butanol/éthanol/eau/

acide acétique/pyridine { 10:100:30:3:10; v/v) (Bayard et al.,1979).

(La structure des témoins 1, 2 et 3 utilisés est donnée Fig. 22 p 94 )
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Le variant I renferme deux types de glycannes dont la migration
est voisine de celle des témoins 2 et 3 triantennés : il contient les deux
types de structures glycanniques triantennées.

Le variant II renferme trois types de glycannes : deux identi-
ques & ceux du variant I et un troiséme type, dont le nombre de monosaccha=
rides est inférieur, et qui migre au niveau du glycanne témoin de structure
biantennée.

Le variant III ne renferme qu'un seul type de glycanne dont

la migration est voisine de celle d'un glycanne biantenné.

C - Analyse des dérivés méthylés

Les rapports molaires des différents dérivés méthylés des
monosaccharides, présents dans les oligosaccharides libérés par l'hydra-
zinolyse des variants I et II, sont donnés dans le tableau XIII p 107,

La présence du dérivé (2,3,4,6) Me -Gal, & la fois dans l'analyse du

4

variant I et dans celle du variant II, indigue gque les glycannes de ces
variants sont partiellement désialylés, en particulier le variant I. Ceci
se confirme par les rapports faibles obtenus pour le dérivé (4,7,8,9)

Me4-Neu Ac Me. La présence des dérivés méthylés (3,6) Me,-Man et(3,4)

Mez-Man indique que ces mannoses sont bisubstitués. Les variants I et II

possédent donc des glycannes qui seraient de nature triantennée, de plus
les deux types de glycannes triantennés sont présents.

Dans le cas du variant I, les rapports molaires des dérivés
-Man et (3,4,6) Me

(3,6) Me,~Man, (3,4) Me -Man, comparés i celui du déri=

2 3

vé (2,4)‘M92-Man, pris comme base de calcul indiquent que les glycannes
de cette fraction sont uniquement de nature triantennée, les deux txpesx

de glycannes triantennés étant présents.
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Dans le cas du variant II, les mémes rapports molaires indi-
quent que les glycannes de cette fraction ne sont pas seulement de nature
triantennée. Nous avons un rapport de 0,65 pour l'ensemble des deux déri-
vés (3,4) et (3,6) MeZMan, alors que le rapport du dérivé (3,4,6) Me3-Man

est de 1,26, ceci indique que nous sommes en présence a4 la fois des deux

types de glycannes triantennés, mais aussi du type biantenné.

D - Régartition des glycannes des variants glycanniques

de la sérotransferrine humaine.

D'apres les rapports molaires des dérivés méthylés obtenus
pour les variants I et II nous avons calculé les proportions relatives
des différents types de glycannes présents dans ces fractions.

Pour le variant I, les rapports molaires des dérivés (3,6)
et (3,4) Me,-Man sont respectivement de 0,24 et 0,79 sur la base d'un
résidu de (2,4) M92 Man. Ceci nous permet d'estimer que les structures
des glycannes du variant I se répartiraient de cette fagon : 75 % des
glycannes possédent une structure triantennéde dont la 3 €%€ branche
glycannique est liée en 1,6 sur le mannose 4', 25 % des glycannes pos-
sédent l'autre structure triantennée dont la 3 ®"® pranche glycannique
est liée en 1,4 sur le mannose 4.

Pour le variant II, les rapports molaires des dérivés (3,6)

et (3,4) Me_-Man sont respectivement de 0,26 et 0,39, soit un total de

2
0,65 pour 1 résidu de (2,4) Me,-Man.

Sur la base de ces résultats, le variant II renfermerait approximativement
40 % de glycannes de nature biantennée et 60 % de glycannes de nature

triantennée. Les rapports 0,26 et 0,39, ramenés & 100 %, nous permettent

d'estimer que la répartition des deux types de structure triantennée est



- 111 -

la suivante : 60 % des glycannes possédent la 3 ene branche glycannique
liée en 1,6 sur le mannose 4', 40 % ont la 3 eme branche liée en 1,4 sur
le mannose 4.

Nous émettons cependant des réserves quant & l'expression
de ces pourcentages, la précision des rapports molaires des dérivés:

méthylés étant insuffisante dans une telle estimation.

E -« Conclusion

L'analyse des glycannes des variants I,IT et III de la
sérotransferrine humaine nous a permis de déterminer la structure des
glycannes de ces fractions ainsi que leur répartition.

Le variant I renferme les deux types de glycannes trian-
tennés, le variant II renferme un glycanne de nature biantenné et également
les deux types de glycannes triantennés, le variant III ne renferme que
le type glycannique biantenné.

La Fig 28pll2 représente les proportions relatives des diffé-

rents types de glycannes présents dans les variants I, II et III.

IV~ DISCUSSION.

La chromatographie d'affinité de la sérotransferrine humaine
nous a permis d'isoler trois variants glycanniques dont nous avons déter-
miné la composition en monosaccharides,

Des trois variants isolés, les variants I et III possédent
respectivement deux glycannes triantennés et deux glycannes biantennés
sur leur chaine peptidique. Le variant II contient a la fois des gly-
cannes viantenné et triantennés dans des proportions qui sembleraient

8tre de 40 i 60 % respectivement.
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Fig. 28. Proportions relatives des différents types de

glycannes présents dans les variants I,II et III.
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Nous avons cité dans le chapitre des généralités, les deux
hypothéses concernant la répartition des glycannes de la sérotransferrine
sur la chaine peptidique. Nos résultats seraient en faveur de l'hypothése
de Hatton gt al., 1979 et de Spik, 1982. La sérotransferrine humaine pore
terait donc des glycannes de structures identiques, biantennés ou trian-
tennés, sur la méme chaine peptidique, mais également un glycanne bian-
tenné et un glycanne triantenné sur la méme chaine. Cependant, des études
plus approfondies seraient nécessaires en vue de déterminer l'exact pour-

centage de glycanne triantenné dans le variant II.

SRR



SEPARATION DES VARIANTS DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE PAR
ELECTROPHORESE D’ IMMUNOAFFINITE - APPLICATION A L "ETUDE DE
LA SEROTRANSFERRINE DE SERUMS NORMAUX ET PATHOLOGIQUES

L'électrophorése d'immunocaffinité de la sérotransferrine
humaine permet d'obtenir trois pics qui peuvent étre identifiés aux
trois variants glycanniques obtenus par chromatographie d'affinité de
la transferrine sur colonne de concanavaline A-Sépharose.

Cette technique nous a donc servi de bése dans l'analyse
de sérums normaux et pathologiques, l'antisérum monospécifique révélant

uniquement le profil de la sérotransferrine.

I - ANALYSE PRELIMINAIRE DE SERUMS NORMAUX ET PATHOLOGIQUES.

Nous avons effectué des analyses préliminaires de différents
sérums : normaux et pathologiques, en particulier des sérums de patients
atteints de cirrhose éthylique et d'hépatite virale, par électrophorése
d'immunoaffinité.

L'introduction de l'd-D-méthylglucoside lors de la seconde
dimension, nous a permis d'éliminer toutes les interactions non spécifi-
ques dues &4 la présence des autres glycoprotéines présentes dans le sérum
(salier et al., 1980) .

Le profil transferrinique obtenu & partir du sérum humain
normal est identique & celui de la sérotransferrine humaine purifiée :
trois pics sont obtenus, ils correspondent aux trois variants glycanniques

I ,II et III.(Fig. 29 p 115)Nous observons que dans les cas de cirrhose

éthylique et d'hépatite virale, les profils sont modifiés par rapport au
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Fig. 29. Blectrophordse d'immunoaffinité de sérums normaux et
rathologiques ¢

A - 8érum normal

B - Cirrhose éthylique

C - Hépatite virale
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profil transferrinique du sérum normal. Les proportions des variants I
et II semblent augmentées par rapport & celle du variant III.

Ces observations intéressantes nous aménent & penser que des
modifications de la répartition des variants glycanniques de la sérotrans-
ferrine humaine interviennent dans les atteintes hépatiques.

Nous avons effectué une étude plus approfondie de ces modi-
fications et avons choisi pour celad d'analyser des sérums de sujets
cirrhotiques, ayant 4 notre disposition un échantillonnage appréciable
de sérums de sujets dont les caractéristiques cliniques étaient parfai-

tement définies.

II - ANALYSE DE SERUMS DE SUJETS ATTEINTS DE CIRREOSE ETHYLIQUE GRAVE.

Dans un premier temps, nous avons analysé des sérums de

sujets normaux et de cirrhotiques éthyliques au stade C du score de Child.

A - Définition du score de Child.

La gravité de la cirrhose éthylique se définit du point de
vue clinique, par différents stades‘établis d'aprés le score de Child,
modifié par Pugh, 1973, Les stades du score de Child sont au nombre de
trois : A, B et C. Le tableau XIV p l17représente les criteres princi-
paux qui définissent la cirrhose, avec les différents points attribués
selon les variations de ces critéres. De 5 4 6 points, la cirrhose est

au stade A du score de Child, de 7 & 9 points elle est au stade B, &

partir de 10 points elle est au stade C.

B - Définition des patients étudiés.

Nous avons analysé deux populations de sérums :



TABLEAU XIV

Critéres définissant les stades du
score de Child modifié par Pugh, 1973.

Points attribués
définissant

le score 1 2 3
Critéres
Albumine
g/1 >35 30 35 {30

Bilirubine totale

g/1 {20 | 30> 20 30
Ascite Absence Modérée Abondante
Encéphalopathie Absence Modérée Abondante
+
Troubles de
conscience
Taux de prothrombine
% 60 40 <g§o <§}o

Stades de la cirrhose @

Stade A : Score de Child — 5-6
Stade B: “ = 7-8‘9

Stade C: " ;> 10

Blig
LiLLg
%

-~
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1 - Groupe A.

- Sérums provenant de sujets normaux, indemnes de toute intoxication
éthylique, sans altérations hépatiques cliniques ou biologiques, provenant
d'une population de donneurs de sang de 1l'Institut Pasteur de Lille*

- Nombre de sujets = 35.

2 - Groupe B.

- Sérums de cirrhotiques éthyliques au stade C du score de Child prove-
nant du Service des Maladies de l'appareil digestif du CHR de Lille.

- Nombre de sujets = 48.

C - Analyse des sérums.

1l - Variations du taux de transferrine des

cirrhotiques éthyliques graves.

Dans le cas de cirrhoses éthyliques graves, le taux de trans—
ferrine varie considérablement par rapport & la population témoin.

La Fig 30 pll9représente les différentes variations observées.
Pour la plupart des sujets cirrhotiques, les valeurs du taux de transfer-
rine se situent bien en-dessous de la moyenne des valeurs de la population
de référence.
Dans un cas normal ce taux varie de 450 & 200 mg/dl alors que dans le cas

de la cirrhose éthylique au stade C, il varie de 350 & 50 mg/dl.

2 - Modification de la répartition des variants

glycanniques de la sérotransferrine

* Nous remercions Monsieur Gentilini,de 1'Institut Pasteur de Lille,
pour nous avoir fourni les sérums normaux.
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Ies tableau XV pl2lreprésente les pourcentages apparents des
variants I, II et III dans les cas normaux et dans les cirrhoses éthyli-
ques graves.

Une modification importante de la répartition des variants
s'observe dans la cirrhose : le variant I passe d'une valeur pratique-
ment nulle dans la population témoin & un pourcentage de 3,5 % en
moyenne; le pourcentage du variant II augmente également de 18,6 &

27,6 % tandis que le pourcentage du variant III diminue de 81,3 & 68,6 %.

Les Fig. 31 et732 p 122 » nous donnent un meilleur
apergu des variations observées dans les deux cas, en fonction du taux
de transferrine. Nous observons pour la population témoin, que le pour-
centage des variants II et III est pratiquement inchangé, quel que soit
le taux de transferrine sérique. Par contre, dans la population de cirrho-
tiques, les pourcentages des variants I et II augmentent significativement
et celui du variant III diminue tandis que le taux de transferrine est en

baisse.

D - Conclusion

Les résultats que nous avons obtenus nous permettent de dégager
quelques points essentiels et intéressants :

- Dans les cirrhcses éthyliques graves, le pourcentage apparent.
des variants glycanniques de la transferrine est modifié.

- Les pourcentages des variants I et 1I augmentent significati-
vement tandis que celui du variant III diminue.

- L'augmentation des pourcentages n'est constatée que pour les
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TABLEAU XV

Pourcentage apparent des variants I, II et III dans
les sérums normaux et les cirrhoses éthyliques.

Nature des variants Sérums normaux Sérums de
transferriniques (Population témoin) |cirrhotiques éthyliques
n =735 n = 48
. +
Variant I 0 3,56 - 3,9 *
. + +
Variant II 18,6 - 2,2 27,6 = 4,4 **
. + +
Variant III 81,3 - 2,2 68,6 .. 7,8 *

I + ’
Les valeurs sont exprimées en fonction de la moyenne « écart type.

* gignificativement différent de la population témoin p {0,001
** gjgnificativement différent de la population témoin p (0,01

/355N

k Liceg
N
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Fig. 31. Modification du pourcentage apparent des variants glycanniques de la

sérotransferrine en fonction duw taux de transferrine dans les sérums normaux.
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Fig. 32, Modification du pourcentage apparent des variants glycanniques de la

sérotransferrine en fonction du taux de transferrine dans les cirrhoses éthxligue
stade C.
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Cette étude préliminaire nous a permis de mesurer 1l'impor-
tance d'une atteinte hépatique sur la répartition des variants de la
transferrine. Cependant, le taux de transferrine des cirrhoses considé-
rées était trés bas, et peu comparable & celui de la population témoin.

Si les variations observées sont dues a la cirrhose, l'éthylisme accom-
pagnateur de cette atteinte hépatique est=-il un facteur qu'il faut pren-
dre en compte ? Observe-t-on ces variations dans les cas de cirrhoses
stade A ou B ?

Nous avons entrepris de répondre & ces questions en augmentant
le nombre de sujets analysés et en utilisant une méthode statistique

performante.

III - ETUDE STATISTIQUE : ANALYSE DISCRIMINANTE LINEAIRE

Cette analyse a été réalisée avec la collaboration précieuse
du servicg de Gastroentérologie et du service informatique du C.H.R. de
Lille * . Notre étude porte sur un nombre élevé de sujets normaux,

cirrhotiques éthylique; ou non, et éthyliques non cirrhotiques.

A - Définition des groupes de patients.

~191 sérums de sujets normaux et pathologiques ont été étudiés

et répartis en quatre groupes.

1 - Groupe 4

- Sérums de patients porteurs d'une cirrhose éthylique hospitalisés dans

le service des maladies de l'appareil digestif.

* Nous remercions Monsieur le Professeur Cortot, Messieurs Beuscart et
Vincent, Madame Wie, pour leur précieuse collaboration.

Nous remercions tout perticulierement Monsieur Colombel pour avoir
sélectionné les nombreux sérums nécessaires & notre ¢tude et pour nous
avoir aidé dans l'analyse et l'expression de nos résultats.
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Nombre de sujets n = 90
-~ Age moyen = 53 ans.

- Sexe = 46 femmes, 44 hommes.

Critéres diagnostiques : les patients ont été répartis en fonction du
score de Child modifié par Pugh, 19

Dans le cas ol le score estAinférieur 3 8 (nombre de sujets n=18)
le diagnostic a été porté sur la P B F (ponction biopsie de foie) confire
mant le diagnostic de cirrhose.

Dans le cas ol le score est supérieur 3 8 ( n = 72 ), le dia-
gnostic a été porté sur les éléments cliniques et biologiques habituels, la
P B F n'étant pas pratiquée en raison de troubles de l'hémostase dans la
plupart des cas. Tous les patiepts, outre les éléments du score de Child,
réunissaient plus de 6 ou au moins 6 des critéres cliniques nécessaires
au diagnostic de la cirrhose ( ascite, angiomes stellaires, foie & consis=
tance dure et & bord inférieur mince, V.0. en endoscopie .........)

- Critéres pronostiques : 12 encore on distingue deux groupes en fonction

du score de Child : - ler groupe : score {10 n = 32

58

-~ 2e groupe : score»1l0 n
Il faut signaler que 58 patients sur les 72 étaient au stade C
du score de Child soit un score) 9.
L'éthylisme des patients a été évalué sur une consommation
d'alcool pur (vin, bidre ou autres) supérieure & 100 g/ jour. Les patients

étaient non sevrés.

- Sérums de sujets porteurs d'une cirrhose non éthylique hospitalisés
dans le service des maladies de l'appareil digestif.
- Nombre de sujets n = 16

- Age moyen = 54 ans,
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- Sexe = 9 femmes, 7 hommes.
- Critéres diagnostic : tous les patients ont bénéficié d'une P B F par

voie transcutanée ou jugulaire confirmant la cirrhose.

Bthiologie de la cirrhose 10 cirrhoses post hépatite virale Hbs +
1 cirrhose post médicamenteuse

5 cirrhoses biliaires primitives

Critéres pronostiques : ler groupe : score de Child<<10 n= 15

2e groupe ¢ score de Child;;lo n= 1

Tous les patients étaient indemnes de toute intoxication alcoolique.

Sérums de sujets porteurs d'une hépatopathie éthylique non cirrhotique

hospitalisés dans le service des maladies de l'appareil digestif.

Nombre de sujets n = 21

Age moyen = 42 ans.

Sexe = 21 hommes

- Critéres diagnostiques : tous les patients ont eu une P B F retrouvant
deux types de lésoin : stéatose isolée, hépatite alcoolique.

L'éthylisme a été évalué sur une consommation d'alcool pur
supérieure & 100 g/ jour. Les patients étaient non sevrés & la date du

prélévement.

4 - Groupe D

- Sérums de sujets témoins indemnes de toute intoxication éthylique sans
altérations hévatiques cliniques ou biologiques provenant du service des
maladies de l'appareil digestif et d'une population de donneurs de sang
de 1'Institut Pasteur de Lille considérés comme sains le jour du prélée-

vement.
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- Nombre de sujets n = 64
- Age moyen = 43 ans.

Sexe = 29 hommes, 35 femmes.

B - Etude statistique

Notre analyse porte sur un nombre élevé de variables non
indépendantes. Nous avons défini 8 variables dont les valeurs ont été
calculées puis introduites dans l'ordinateur, ces variables sont les
suivantes :

Variable 1 : numéro du groupe dans lequel est classé le

sérum analysé ( l_.sujet du graupe A,
2.pssujet du groupe B, 3_,sujet du groupe C,
4_,sujet du groupe D).

Variable n2 2 : valeur du taux de transferrine sérique en

mg/dl déterminée par néphélométrie

Variables n? 3,4 et 5 : valeurs des pourcentages apparents

des variants III, II et I respectivement.

Variables n? 6,7 et 8 : valeurs des poids des variants III,

II et I respectivement exprimés en mg/dl et
calculées d'aprés les pourcentages apparents
de chacun des variants et le taux de transfer-
rine correspondant.

Les gro;bes de patients A, B, C et D servaient & définir 1la
pathologie des sérums étudiés, nous avons défini parmi les 191 sérums
globalement étudiés, 8 groupes supplémentaires de sujets individualisés
de la fagon suivante ¢

- groupe 1 : sujets non cirrhotiques, non éthyliques ( CE), n=64
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- groupe 2 : sujets éthyliques, non cirrhotiques (TE ),n = 2]
- groupe 3 : sujets non cirrhotiques éthyliques ou non formés de la

réunion du groupe 1 et 2 (CE+CE ) n =285

- groupe 4 sujets cirrhotiques non éthyliques dont le score de Child

est{10 ( C E, Child{10_,stade A et B ) n = 15

- groupe 5 : sujets cirrhotiques éthyliques dont le score de Child est
{10 ( C E, Child {10-+stade A et B ) n = 32

- groupe 6 : sujets cirrhotiques éthyliques et non éthyliques dont le
score de Child est {10 formé par la réunion des groupes
4 et5 (CBetCE, Chilad10 ) n= 47

- groupe 7 : sujets cirrhotiques éthyliques et non éthyliques dont le
score de Child est»10 ( C E et C E) Child}»10,stade C)
n = 59. |

- groupe 8 : sujets cirrhotiques éthyliques et non éthyliques quel que

soit le score de Child ( C E et C E ,V Child ) n = 106.

1 - Résultats obtenus pour les différents groupes.

e e e

Comparaisons unidimensionnelles & 4 l'ajde du test _ de

R R N R T S omENTmmTmmssT

Student, entre les valeurs de_groupes_indépendants.

e

Les résultats obtenus ont €té consignés dans le tableau XVI p 128.
Pour chacun des groupes les observations sont les suivantes :

a - Groupe 1 des patients témoins non cirrhotiques

non éthyliques.

La transferrine sérique a une valeur moyenne de 261,9 mg/dl
avec des valeurs basses ( 56,8 mg/dl) pour les sujets dénutris.

Les valeurs moyennes des pourcentages apparents des variants
I, II et III sont respectivement de 0,2; 19,3 et 80,5 % avec peu de va;

riations autour de ces moyennes.
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b - Groupe 2 des patients éthyliques, non

cirrhotiques.

La veleur moyenne du taux de transferrine sérique est peu
différente de celle du groupe 1 : elle est de 259,4 mg/dl. Il en est
de méme pour les valeurs des pourcentages apparents des variants I, II
et III qui sont de 0,3; 19,5 et 80,2 % et celles des poids des variants

qui sont similaires.

¢ - Groupe 4 des sujets cirrhotiques non

éthyliques Child {10

La valeur du taux de transferrine sérique de ce groupe de
sujets n'est pas significativement différente de celle du groupe de
sujets témoins. Par contre, nous observons une diminution du pourcen-
tage apparent du variant III qui passe de 80,5 % a 73,7 % tandis que
le variant II augmente de 19,3 % & 24,7 % et que le variant I augmente
de 0,2 & 1,6 %, tous les trois évoluant de fagon significative.

La diminution du poids du variant III est faible par rapport
au groupe témoin ( nous passons de 211,8 & 206,6 mg/dl) tandis que 1l'aug=-
mentation des poids des variants II et I est nette : pour le variant II
nous passons d'une valeur de 49,8 mg/dl pour la population témoin, & une
valeur de 69,1 mg/dl; dans le cas du variant I les valeurs augmentent de

0,3 & 4,3 mg/dl.

d - Groupe 5 des sujets cirrhotiques

éthyliques- Child {10.

La diminution du taux de transferrine de cette population.est
plus marquée que pour le groupe précédent : nous atteignons une moyeﬁhe de

214,4 mg/dl.
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L'évolution des pourcentages des variants est analogue & celle du groupe 4,
cependant que l'évolution des poids des variants est différente. Ceci s'ex-
plique par la diminution du taux de transferrine des sujeis de ce groupe :
le poids du variant III diminue (159,7 mg/dl) tandis que celui du variant

I augmente ( 5,3 mg/dl). Le poids du variant II est peu différent du poids
des sujets témoins, l'augmentation de son pourcentage est insuffisante par
rapport & la diminution du taux de transferrine pour que nous puissions
voir un quelconque changement de poids de ce variant.

e - Groupe 6 des sujets cirrhotiques, éthyliques

et non éthyliques Child {10.

Ce groupe rassemble l'ensemble des sujets des groupes 4 et 5.
I1 fait abstraction de 1l'éthylisme et ne tient compte que de la cirrhose,
ici aux stades A et B du score de Child.

Nous observons : une diminution non significative du taux de
transfe;rine, ce qui signifie que dans les cirrhoses de stade A et B,
indépendamment de l'éthylisme, le taux de transferrine évolue peu par
rapport & une population témoin.

Le pourcentage du variant III diminue ( 73,4 % )} tandis que
ceux des variants II ( 24 %) et I ( 2,6%) augmentent significativement.

L*évolution des poids des variants est moins nette mais ce~
pendant observable : le poids du variant III diminue ( 174,4 mg/dl)
tandis que ceux du variant II ( 55,5 mg/dl) et du variant I ( 5 mg/dl)

augmentent.

f = Groupe 7 des sujets cirrhotiques

éthyliques ou non Child> 10

La diminution du taux de transferrine de ces sujets est
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considérable ( 173,2 mg/dl), elle peut atteindre des valeurs de 80 mg/dl.

L'évolution des pourcentages des variants est hautement signi-
ficative., C'est dans ce groupe que s'observent les plus grandes différences
de valeurs des pourcentages apparents : le pourcentage du variant III est
en baisse { 68% ) tandis que les pourcentages des variants II ( 27,6 % )
et I ( 4,4 % ) sont remarquablement en hausse.

De méme, le poids du variant III diminue ( 120,2 mg/dl) et
celui du variant I augmente ( 6,3 mg/dl). Ici aussi, la valeur moyenne du
poids du variant II n'est pas significative, la diminution du taux de
transferrine étant considérable par rapport & l'augmentation du pourcen-—

tage du variant.

g - Groupe 8 des sujets cirrhotiques éthyliques

ou non, quel gque soit le Child.

Cette population regroupe l'ensemble des sujets cirrhotiques
éthyliques et non éthyliques, aux stades A, B et C du score de Child. Elle
regroupe en fait tous les sujets autres que ceux de la population témoin.

Globalement, nous observons les mémes faits déji énoncés pré-
cédemment : diminution du taux de transferrine ( 201,2 mg/dl), du pour-
centage et du poids du variant III ( 70,4 %; 144,8 mg/dl), augmentation
du pourcentage des variants II et I ( 26 %; 3,6 %) et du poids des variants
II et I ( 50,6 mg/dl; 5,7 mg/dl).

h - Conclusion

Au vu de ces résultats nos premieres conclusions sont les
suivantes :

- le_variant III , transferrine portant deux glycannes bian-

tennés sur la méme chaine peptidique, n'est pas modifié chez les patients
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éthyliques non cirrhotiques. Il diminue en pourcentage et en taux sérique
chez les cirrhotiques sauf chez les cirrhotiques non éthyliques dont le
score de Child est < 10 ( Stades A et B ) ou ne diminue qu'en pourcentage.

- le variant II, transferrine portant un glycanne biantenné et
un glycanne triantenné, n'est pas modifié chez les éthyliques non cirrho-
tiques. Il augmente en pourcentage chez l'ensemble des cirrhotiques, il
augmente en taux sérique chez les cirrhotiques non éthyliques dont le score
de Child est {10 ( Stades A et B).

- le variant I, transferrine portant deux glycannes trian-
tennés, n'est pas modifié chez les éthyliques non cirrhotiques. Il aug-
mente en pourcentage et en taux sérique chez l'ensemble des cirrhotiques

Nous avons représenté dans la Fig. 33 p 133
1'évolution du pourcentage apparent et du poids des variants en fonction

de la pathologie.

2 = Analyse discriminante linéaire

L'analyse discriminante linéaire fournit, par l'ensemble des
paramétres, la combinaison linéaire de ceux-ci, séparant au mieux deux
groupes de sujets.

Cette analyse a été effectuée pas & pas, ce qui permet de
déterminer successivement le paramétre, les deux parametres, les trois
paramétres ....... , discriminant au mieux ces deux groupes.

L'analyse est définie par une fonction linéaire discriminante
Le tableauXVIIp 1l34représente l'analyse discriminante linéaire entre les

groupes de sujets 8 et 3, c'est-a-dire entre les cirrhotigues de tout

. stade, éthyliques ou non, et entre les non cirrhotiques éthyliques et

non éthyliques.
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VARIANT I
en % en mg/dl
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Fig 33. Evolution des variants I , II , 1II en pourcentage(%) et
poids(mg/dl) dans les differents groupes 1 & 8.
(1: CE ; 2: CB ;3: CE+CE ;4: CE Child<10 ;5: CE Child 10 ;6: CE+CE Child<10;
7: CE+CE Child} 10 ;8: CE+CEV Child )
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PABLEAU XVII

Analyse discriminante linéaire entre les groupes de sujets
cirrhotiques de tout stade, éthyliques ou non et entre les
non cirrhotiques éthyliques et non éthyliques.

Pas Paramétres Coefficients de la | Pourcentage de
fonction
discriminante bien classés

1 4 (Variant II %) - 1,267 78,95
2 8 (Variant I poids) - 0,127 76,84
3 6 (Variant III poids) - 0,142 77,37
4 2(Taux de transferrine) + 0,127 78,42
5 3 (Variant III %) - 1,307 78,42
6 5 (Variant I %) - 1,246 79,47
7 | 7 (Variant IT poids) - 0,080 79,47

Formule de la fonction linéaire discriminante :

F LD = 129,806 + 4x (-1,267) + 8 (-0,127) + 6 x (=0,142) + é x (+0,127)
+3 x (~1,307) + 5 (~1,246) + 7 x (-0,080).
-~ La constante de la fonction est 129,806.
- Chaque paramétre est affecté d'un coefficient de la fonction

exemple : le paramdtre Variant II % est affecté du coefficient 4.

(3333
\\L\\,_L'l

g
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La fonction discriminante & 7 paramétres permet de classer
correctement 79,47 % des sujets. Néanmoins, le seul paramétre "pourcentage
du variant II" permet déja de classer 78,95 % des sujets.

Nous pouvons de méme, déterminer pour d'autres groupes, le
pourcentage de sujets bien classés par la fonction linéaire discriminante @
- groupes 8 et 1 : 80 % de sujets bien classés
- groupes 7T et 3 : 86,7 % de sujets bien classés

~ groupes 7 et 1 : 88,6 % de sujets bien classés

a - Histogramme au Pas 7

L'histogramme donné Fig.34 p 136 représente les valeurs de
la fonction linéaire discriminante au pas 7 chez les 191 sujets €tudiés.

Sur l'axe horizontal figure les valeurs de la fonction linéaire
discriminante de 0,4 en 0,4 unités.

Pour chaque sujet cirrhotigue et non cirrhotique, la valeur
de la fonction a été calculée d'aprés l'équation de la fonction. Les
sujets dont la valeur de la fonction était proche ont été regroupés par
colonne de 0,4 en 0,4 unités,

Les colonnes des sujets non cirrhotiques sont représentées
en~dessous de l'axe horizontal, les colonnes des sujets cirrhotigues
au-dessus.

Sur l'histogramme, les sujets cirrhotiques bien classés par
la fonction linéaire discriminante sont situés & droite de l'axe vertical
(fonction = 0 ), les sujets non cirrhotiques bien classés étant & gauche.

La moyenne de la fonction pour les sujets cirrhotiques est de

+ 0,68, pour les non cirrhotiques elle est de - 0,86,
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b - Calcul des sensibilité et spécificité ( Jenicek,. 1980 )

La_sensibilité d'un signe est définie par le rapport du nombre
de malades qui ont le signe pathologique sur l'ensemble des malades. Elle
représente la fréquence du signe dans la maladie. Ici, si le signe est défi-
ni comme l'ensemble de l'évolution des 7 paramétres, la sensibilité chez
les cirrhotiques est de 0,74.

La spécificité d'un signe est définie par le rapport du nombre
de sujets indemnes avec un résultat d'examen normal & l'ensemble des sujets
indemnes. Une spécificité égale 4 1 caractérise un signe patognomonigue.
Sa présence affirme le diagnostic. La spécificité est ici chez les

cirrhotiques de 0,9.

La sensibilité et la spécificité du signe permettraient d'étu=-
dier les valeurs prédictives positives (probabilité de l'existence d'une
cirrhose quand le signe est présent) et négatives (probabilité de 1'absence
de cirrhose quand le signe est absent). Mais l'interprétation de ces va-
leurs nécessite la connaissance de la prévalence de la cirrhcse dans la
population.

Ne connaissant pas cette prévalence, nous ne pouvons calculer que l'indice

de Youden ( Youden, 1950) qui ne fait pas intervenir la prévalence.

Indice prédictif = Se + S p - 1= 0,9+0,74-1= 0,64

IV - DISCUSSION

La répartition des variants glycanniques de la sérotransferrine

humaine est modifiée dans le cas de la cirrhose, qu'elle soit éthyliggg ou

R

non. Par contre, l'éthylisme seul ne modifie pas cette répartition : ni le
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pourcentage, ni le poids des variants I, II et III ne sont changés signifi-
cativement par rapport & un groupe de sujets témoins. L'atteinte hépatique
est par conséquent "Nécessaire” aux bouleversements observés dans les
pourcentages et les taux sériques des variants glycanniques. L'éthylisme
n'intervient pas.

les parametres que nous avons défini dans l'analyse discrimi-
nante linéaire nous permettent de "bien classer" 79,47 % des 191 sujets
que noﬁs avons étudiés. Ce qui signifie que les modifications de la ré-
partition des variants, tant en pourcentage, qu'en poids, sont suffisantes
dans 79,47 % des cas étudiés pour déterminer si un sujet est cirrhotique
ou non.

Si nous considérons uniquement les sujets cirrhotiques éthyli-
ques ou non au stade C du score de Child par rapport & la population témoin
de sujets non cirrhotiques et non éthyliques, les 7 paramétres nous permet=
tent de "bien classer" 88,6 % des sujets étudiés.

Dans d'autres termes, plus l'atteinte hépatique est grave,
plus les modifications de la répartition des variants sont significatives.

Ceci se vérifie d'autant plus dans la mesure ol l'indice pré-
dictif, déterminé par le calcul de la sensibilité et de la spécificité
des signes, est de 0,64.

Cependant, dans la pratique clinique, l'interprétation de ces
valeurs nécessiterait la connaissance de la prévalence‘de la cirrhose
dans la population.

Par comparaison, Seitz et al., 1983 ont découvert une nouvelle
technique sophistiquée pour définir le diagnostic de la cirrhose : l'ultra-
sonographie. Par l'utilisation de cette méthode les meilleurs indices

prédictifs calculés & partir de la sensibilité et de la spécificité de



deux signes : la splénomégalie et l'hypertrophie du lobe hépatique de
Speegel sont respectivement de 0,60 et 0,59. En outre, l'ultrasonographie

permet de bien classer 73 % des sujets analysés.

Nous avons observé une augmentation des pourcentages des
variants I et II dans le cas de la cirrhose, quélle qu'elle soit. Or ces
deux variants renferment les structures glycanniques triantennées.

Dans certains cas pathologiques, une augmentation du taux
des glycannes triantennés et tétraantennés de quelques glycoprotéines a
été constatée : pour les Ig M de Waldenstrém ( Cahour et al., 1982),
dans certaines membranes cancéreuses et de cellules transformées (Tassaki
et al., 1980; Smets, 1983; Montreuil et al., 1983).

Ces observations nous aménent 4 penser que le pourcentage
des structures triantennées de la sérotransferrine humaine est augmenté.
Dans le cas de la cirrhose éthylique, c'est non seulement la synthése mais
aussi l'excrétion de la transferrine qui sont affectées par l'atteinte
hépatique. Nous pouvons supposer que la biosynthése des glycannes de la
transferrine est perturbée, et que la synthése du glycanne de structure

triantennée est augmentée au détriment de la structure biantennée.

La modification de la répartition des variants peut aussi,
en partie, étre due & une désialylation partielle des glycannes des

variants.Stibler et al., 1981 ont observé que dans le cas de la cirrhose,

la transferrine pouvait 8tre désialylée & 30%. La présence de l'acide
N-acétylneuraminique, chargé négativement, intervient dans la migration
électrophorétique. Il faudrait donc envisager une étude sur la désialylation
des variants glycanniques de la sérotransferrine et voir dans quelle mesure

elle interviendrait sur les modifications du pourcentage des variants.
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ROLE DES GLYCANNES DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE DANS LE
MECANISME DE RECONNAISSANCE CELLULAIRE

~

Nous avons caractérisé trois variants glycanniques de la
sérotransferrine humaine par chromatographie d'affinité et électrophoreése
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 glycanniques de l'asialosérotransferrine, ceci dans l'étu-
de du récépteur d'Ashwell. Ces constantes variaient d'un facteur 10 a 100
selon qu'il s'agissait de variants portant des sfructures biantennées ou
bi et triantennées sur leur chaine peptidique. Nous avons étudié l'inter-
action des différents variants avec les récepteurs hépatocytaires et plus
particuliérement le transfert du fer de ces trois variants, afin de mettre

en évidence un éventuel rdle des glycannes dans cette interaction.

Nous avons également tenté de définir le rfle des glycannes
dans l'interaction des variants glycanniques de la sérotransferrine avec
les récepteurs réticulocytaires. Ce travail avait déja 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 de glycopeptides,
n'ont pas permis d'attribuer clairement un rdle particulier au glycanne
de la sérotransferrine de lapin. De méme, Léger et al., résultats non
>publiés, ont montré que la déglycosylation de 1a transferrine ne modifie

en rien le passage du fer dans les réticulocytes. Nous avons voulu con-
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firmer ou infirmer ces résultats en étudiant les cinétiques d'incorpo-

ration du fer des trois variants glycanniques I, II et III dans les

réticulocytes.

I - INTERACTION DES VARIANTS GLYCANNIQUES DESIALYLES DE LA SERQTRANSFERRINE

AVEC LES RECEPTEURS HEPATOCYTAIRES D'ASHWELL.

L'étude de l'incorporation du fer des variants désialylés a
été réalisée en systime hétérologue : asialotransferrine humaine/ hépa-
tocytes de rat.

La cinétique d'incorporation du fer des trois variants désia=-
lylés par les hépatocytes est représentée dans la Fig. 35 p 142 Ces
résultats montrent que la nature de la partie glycannique de la glycopro=-
téine intervient dans le processus de transfert du fer.

Cette étude compléte les résultats obtenus par Regoeczi gt al.,
1979, et pour lesguels les constantés d'affinité de l'asialotransferrine
portant un glycanne biantenné et un glycanne triantenné, pour les hépa-
tocytes de rat, sont 100 & 10 fois supérieures é celle de l'asialpirans-
ferrine portant deux glycannes biantennés { Tableau VII p 66 )

La constante d'association de l'asialotransferrine portant
deux glycannes triantennés n'a pas encore été déterminée, cependant les
études réalisées sur d'autres glycoprotéines montrent que les structures
tétra puis triantenndes ont plus d'affinité pour le récepteur d'Ashwell
que les structures biantenndes.

Il semblerait que le variant I portant deux glycannes triane
tennés posséde non seulement une forte affinité pour le récepteur
d'Ashwell mais aussi transferrait son fer plus rapidement que les autres

variants.
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II - INTERACTION DES VARIANTS GLYCANNIQUES DE LA SEROTRANSFERRINE

AVEC LES RETICULOCYTES.

Les incorporations du fer ont été effectuées en systéme
hétérologue : sérotransferrine humaine / réticulocytes de lapin. Les

trois variants ont été utilisés sous formes sialylées et désialylées.

A - Interaction des variants sialylés avec les réticulocytes.

La Fig. 36 p 144 représente le nombre de p mole de 29 Fe

Vd ' 6 rd - - ry e
incorporées pour 1x10 réticulocytes en fonction du temps. Aucune diffé-
rence d'incorporation n'a pu &étre observée quel que soit le variant qui

transferrait son fer aux réticulocytes.

B - Interaction des variants désialylés avec les réticulocytes

La Fig. 37 p 144 représente la cinétique d'incorporation du
fer des variants désialylés dans les réticulocytes. Dans ce cas, comme
dans le précédent, nous ntobservons pas de différence d'incorporation
du fer. Le fait que les variants soient sialylés ou non n'intervient

absolument pas dans le mécanisme de reconnaissance cellulaire.

C - Conclusion

Nous avons démontré que la cinétique d'incorporation du
fer des trois variants de la transferrine, sialylés ou non sialylés,
par les réticulocytes, est indépendante du type de glycosylation des
composants étudiés, Ces résultats associés & ceux de Tordera, 1978,
Michel, 1981 et Léger et _al., résultats non publiés, démontrent sans
ambigiiité que la fraction glycannique de la sérotransferrine humaine

n'intervient pas dans le transfert du fer aux réticulocytes de lapin.
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Le volume des incubats est de 950/11 contenant 70}13 de glycoprotéine/
ml (870 nM) et 3,85 x 108 réticulocytes/ml.



III - CONCLUSION

Les glycannes de la sérotransferrine humaine ne semblent
jouer aucun r8le dans le transfert du fer de la glycoprotéine aux
réticulocytes. Par contre, ils semblent intervenir au niveau du
transfert du fer dans les hépatocytes. Le transfert du fer du variant
I désialylé possédant deux glycannes triantennés est plus important
que le transfert du métal & partir des variants II et III désialylés.

Nous avons constaté, dans le cas de la cirrhose éthylique,
que le pourcentage apparent du variant I augmente de fagon considérable
alors gque le taux de transferrine, & l'inverse, diminue. Cette diminution
du taux de transferrine et donc du transporteur de fer, pourrait &tre
compensée par l'augmentation du variant qui transfére le fer plus rapi-
dement et dont l'affinité pour les récepteurs hépatiques d'Ashwell est
la plus forte.

L'augmentation du pourcentage du variant I ainsi que l'aug-
mentation du transfert du fer de ce variant, désialylé, pourrait expli-

quer la surcharge en fer observée dans les cas de cirrhoses.



CONCLUSIONS GENERALES




- 146 -

L'ensemble des recherches que nous avons effectué sur la séro-
transferrine humaine, nous a permis de mettre en évidence l'existence de
trois variants glycanniques et de préciser la structure des _deux glycannes
N-acétyllactosaminiques de type triantenné. D'autre part, les modifications
de la répartition des variants glycanniques de la sérotransferrine ont été
analysées lors d'atteintes hépatiques et le r8le des glycannes triantennés ,
dans les mécanismes de reconnaissance cellulaire a été étudié. Les résul-

tats ottenus peuvent se résumer de la maniére suivante

1 -« La chromatographie d'affinité sur colonne de concanavaline
A~-Sépharose des glycopeptides de la sérotransferrine humaine nous a permis
d'isoler une fraction glycopeptidique non retenue sur colonne et une frac-
tion retenue dans les proportions de 15 % et de 85 % respectivemenf.L'appli—
cation des techniques classiques de détermination de la structure des gly-
cannes : méthanolyse, méthylation couplée & la spectrométrie de masse et
Résonance Magnétique Nucléaire, nous a permis de démontrer que la fraction
glycopeptidique non retenue sur colonne était constituée d'un mélange de
deux glycopeptides N-acétyllactosaminiques triantennés. Le glycopeptide
qui renferme l'antenne supplémentaire liée en (P]m4) sur le Man 4 existe
dans une proportion 6 fois plus importante que le glycopeptide isomere
possédant 1l'antenne supplémentaire liée en (ﬁ>1-6) sur le Man 4'. Dans
les deux cas, l'acide N-acétylneuraminique se trouve 1lié par une liaison

(of 2-3) sur le galactose de la 3%™€ antenne.
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2 - Nous avons séparé trois variants glycanniques de la
sérotransferrine humaine par chromatographie d'affinité sur colonne de
concanavaline A. Nous avons établi la structure des glycannes de ces
variants et défini leur répartition sur la chaine peptidique.de la
transferrine. Nos résultats seraient en faveur de la répartition

suivante :

Variant I : deux glycannes triantennés.

Variant II : un glycanne biantenné et un glycanne triantenné.

Variant III : deux glycannes biantennés.

|
e

3 - La présence des trois variants glycanniques de la sérotrans—
ferrine a été confirmée par électrophorése d'immunocaffinité en présence de

concanavaline A.

4 - L'étude des modifications de la répartition des trois va-
riants glycanniques de la transferrine a été étudiée par électrophorése
d'immunoaffinité dans les cas d'atteintes hépatiques. Une étude statisti=-
que a été réalisée sur 191 cas répartis en quatre groupes ( sujets non
cirrhotiques, non éthyliques témoins; sujets non cirrhotiques éthyliques;
sujets cirrhotiques, non éthyliques; sujets cirrhotiques éthyliques) Des
variations ont été observées dans le cas de la cirrhose qu'elle soit
éthylique ou non. L'éthylisme n'intervient pas dans le changement de répar-
tition des variants. Les pourcentages des variants I et II, porteurs de
structures glycanniques triantennées, augmentent significativement par
rapport & la population témoin. L'analyse discriminante linéaire réalisée
sur les 191 sujets nous a permis d'apprécier 1'intérét clinique d'une telle
modification dans la répartition des variants glycanniques de la sérotrans-

ferrine . La valeur de 1'indice prédictif est une confirmation supplémen-—
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taire de la fiabilité de ces critéres. Ces résultats pourraient &tre
utilisés comme critéres supplémentaires dans la détermination du diagnostic
de la gravité de la cirrhose, & condition toutefois de connaitre la pré-

valence de la cirrhose sur la population.

5 - L'étude du rSle des glycannes lors de la fixation et du
transfert du fer a été réalisée en prenant comme modéle les hépatocytes
de rat. Les résultats obtenus ont montré que les vitesses d'incorporation
du fer des variants glycanniques I et II, désialylés, sont respectivement
9 fois et 3 fois supérieures a celle du variant III désialylé. Nous avons
conclu que les glycannes de la Sérotransferrine jouent un rdle dans la
reconnaissance des récepteurs membranaires des hépatocytes de rat et dans
le transfert du fer.
Par contre, l'étude du transfert du fer des trois variants,
sialylés ou non, par les réticulocytes de lapin, nous a permis de conclure
que les glycannes ne jouent aucun rdle dans l'interaction avec les récer=-

teurs membranaires de ces cellulss.

I1 serait intéressant, au vu des résultats obtenus par l'ana-~
lyse de sérums de cirrhotiques, de poursuivre l'étude de la modification
de la répartition des variants glycanniques de la sérotransferrine : non
seulement dans d'autres atteintes hépatiques, mais également, pendant la
grossesse ol & l'inverse des cas étudiéds, le taux de transferrine sérique
augnente.

s ’

De méme, notre travail pourra étre complété par la détermination
des constantes d'association des trois variants transferriniques, sialylés
ou non, sur les hépatocytes et les réticulocytes. Ces résultats venant

confirmer les différences dans la fixation de la protéine des trois

variants transferriniques sur les récepteurs membranaires.
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