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INTRODUCTION 

Ces d e r n i è r e s  a n n é e s  d e  nombreuses  é t u d e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  

s u r  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  e t  l e  mé tabo l i sme  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

d e s  t r a n s f e r r i n e s ,  en  p a r t i c u l i e r .  

L e s  t r a n s f e r r i n e s  a p p a r t i e n n e n t  à une  c l a s s e  d e  p r o t é i n e s  

f i x a n t  r é v e r s i b l e m e n t  deux  i o n s  f e r r i q u e s  e t  d a n s  l a q u e l l e  l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaines  a u x q u e l l e s  

s ' a j o u t e  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  d e  P o u l e ,  s o n t  l e s  mieux connues .  

Ces t r a n s f e r r i n e s  p o s s é d e n t  d e s  a c t i v i t é s  b i o l o g i q u e s  

d i f f é r e n t e s  e t  r e c o n n a i s s e n t  d e s  r é c e p t e u r s  membrana i res  s p é -  

c i f i q u e s  : r é t i c u l o c y t e s  pour  l e s  s é r o t r a n s f e r r i n e s ,  e n t é r o c y t o s  

e t  macrophages pour  l e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s ,  c e l l u l e s  embryon- 

n a i r e s  pour  l e s  o v o t r a n s f e r r i n e s .  Af in  d e  prétvoir  l a  n a t u r e  

d e s  d é t e r m i n a n t s  g l y c a n n i q u e s  e t / o u  p r o t é i q u e s  r e s p o n s a b l e s  

d e  l a  s p é c i f i c i t é  d e  r e c o n n a i s s a n c e  membrana i re ,  u n e  é t u d e  

comparée d e  l a  s t r u c t u r e  des c h a î n e s  p o l y p e p t i d i q u e s  e t  g l y -  

c a n n i q u e s  a  é t é  e n t r e p r i s e .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  o n t  r é v é l é ,  d ' u n e  p a r t ,  q u e  l es  sé-  

quences  p e p t i d i q u e s  d e s  t r o i s  t r a n s f e r r i n e s  p r é s e n t a i e n t  4 9  à 

59 % d ' h o m o l o g i e s  a l o r s  que  l e u r s  g l y c a n n e s  m a n i f e s t a i e n t  d e s  

d i f f é r e n c e s  t r è s  marquées .  D ' a u t r e  p a r t ,  il a  é t é  démon t ré  que  

l e s  g l y c a n n e s  d e s  s é r o t r a n s f e r r i n e s  ne p o s s é d a i e n t  aucun r ô l e  

d a n s  l e s  mécanismes d e  r e c o n n a i s s a n c e  d e s  r é t i c u l o c y t e s ,  au  

c o n t r a i r e  ceux  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine p o u r r a i e n t  i n -  

t e r v e n i r  d a n s  l a  r e c o n n a i s s a n c e  des r é c e p t e u r s  de l a  b o r d u r e  

en  b r o s s e  de l ' i n t e s t i n  d e  S o u r i s  e t  d u  macrophage a l v é o l a i r e  

humain. Dans l e  t r a v a i l  que  nous  avons  e n t r e p r i s , n o u s  avons  

é t e n d u  l ' é t u d e  c o m p a r a t i v e  d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  g l y c a n n e s  d e s  

ovo-, s é r o - e t  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  t o u t  en  e s s a y a n t  de p r é c i s e r  

l ' i n f l u e n c e  d e  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  s u r  l a  g l y c o s y l a t i o n  t e l s  que  : 

- La s t r u c t u r e  d e  l a  p r o t é i n e  

- L e  s i t e  de b i o s y n t h è s e  

- L ' i n f l u e n c e  d e s  c o n d i t i o n s  p h y s i o l o g i q u ~ s  

- L ' i n f l u e n c e ' d e s  v a r i a t i o n s  p h y l o g é n é t i q u e s  

L f i n £ l u e n c e  de l a  s t r u c t u r e  d e  l a  p r o t é i n e  s u r  l a  g l y c o s y l a t i o n  



a  é t é  r é a l i s é e  e n  comparant  d ' u n e  p a r t  l a  s t r u c t u r e  d u  g l y c a n n e  

p r é s e n t  d a n s l ' o v o t r a n s f e r r l n e d e  P o u l e  e t  d a n s  l a  s é r o t r a n s f e r -  

r i n e  de Poule  d o n t  l a  p r o t é i n e  p o s s é d e  l a  même s t r u c t u r e  mais  

d o n t  l a  s y n t h è s e  es t  r é a l i s é e  d a n s  d e s  s i tes c e l l u l a i r e s  d i f -  

f é r e n t s .  D ' a u t r e  p a r t ,  n o u s , a v o n s  d é t e r m i n é  l e  nombre .de  g l y -  

c a n n e s  e t  l a  s t r u c t u r e  des g l y c a n n e s  p r é s e n t s  d a n s  t r o i s  v a r i a n t s  

d e  l'a s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  Cheva l .  

L ' i n f l u e n c e  d e s  c o n d i t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  s u r  l a  g l y c o s y -  

l a t i o n  e t  en p a r t i c u l i e r  les  v a r i a t i o n s  d e  l a  s t r u c t u r e  des 

g l y c a n n e s  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e n  f o n c t i o n  d e  l a  lactation 

a é t é  r é a l i s é e  e n  d é t e r m i n a n t  l a  s t r u c t u r e  des g l y c a n n e s  de 

l a  l a c J c o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache i so lée  s o i t  à p a r t i r  de l a  s e c r é t i o n  

s g c h e ,  s o i r  d u  c o l o s t r u m ,  s o i t  d u  l a i t  ma tu re .  

E n f i n ,  les  v a r i a t i o n s  de l a  s t r u c t u r e  des  g l y c a n n e s  des 

t r a n s f v r r i n e s  e n  f o n c t i o n  de l ' e s p é c e  a n i m a l e  o n t  é t é  p r é c i s é e s  

en  e f f e c t u a n t  1 ' é t u d e  comparée  

- des o v o t r a n s f e r r i n e s  d e  P o u l e  e t  d e  Dinde ,  

- des s é r o t r a n s f e r r i n e s  de Mouton, de Boeuf ,  de Rat e t  de 

LIHonime. 

- des i a c t o t r a n s f e r r i n e s  du  l a i t  d e  l a  Vache, d e  ~ h e v r e  

e t  d e  Femme.  

C e t t e  & t u d e  c o m p a r a t i v e  a v a i t  pour  b u t  de r é p o n d r e  à une  

q u e s t i o n  posée  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  : << L e s  g l y c a n n e s  s o n t - i l s  

des marqueurs  de l ' é v o l u t i o n  ? >>. 
L e s  t r a n s f e r r i n e s  r e p r é s e n t e n t  à c e t  é g a r d  un modèle  d e  

c h o i x  pour  c e  g e n r e  d ' e x p l o r a t i o n .  L ' ensemble  d e  l ' é t u d e  com- 

p a r a t i v e  dns  s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  d e s  d i f f é r e n t e s  t r a n s f e r -  

r i n e s  est  d é c r i t  d a n s  n o t r e  p r é s e n t  mémoire. 



GENERALITES 

E T U V E S  S T R U C T U R A L E S  E T  C O N F O R M A T Z O N N E L L E S  D E S  T R A N S F E R R Z N E S  

1 - MISE EN EVIDENCE ET ISOLEMENT DES TRANSFERRINES 

L e s  t r a n s f e r r l n e s  s o n t  u n e  f a m i l l e  de g l y c o p r o t é i n e s  homo- 

l o g u e s  p r é s e n t e s  d a n s  l es  l i q u i d e s  b i o l o g i q u e s  d e s  v e r t é b r é s  e t  

d e  q u e l q u e s  i n v e r t 4 b r é s  v é h i c u l a n t  0 , l  % du  f e r  t o t a l  de l ' o r g a -  

n i s m e ,  e l l e s  a s s u r e n t  l a  r é p a r t i t i o n  d u  m é t a l  e n t r e  l e s  f o r m e s  

a c t i v e s  comme l ' h é m o g l o b i n e ,  l a  m y o g l o b i n e ,  l e s  c y t o c h r o m e s  e t  

l e s  p r o t é i n e s  f e r - s o u f r e  d ' u n e  p a r t ,  e t  l e s  f o r m e s  d e  r é s e r v e ,  

comme l a  f e r r i t i n e  e t  l l h é m o s i d é r i n e  d ' a u t r e  p a r t .  

L e  g r o u p e  d e s  t r a n s f e r r i n e s  d e  ver tébrés  comprend  l e s  s é r o -  

t r a n s f e r r i n e s  ( S T F ) ,  l e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  ( L T F )  e t  l e s  ovo-  

t r a n s f e r r i n e s  (OTF) q u i  s o n t  les  mieux c o n n u e s  a c t u e l l e m e n t .  

- LES SEROTRANSFERRINES s o n t  p r é s e n t e $  d a n s  l e  s a n g .  En 1 9 2 7 ,  

E a r k a n ,  p u i s  e n  1 9 3 3 ,  S t a r k e n s t e i n  e t  H a r w a l i d  a v a i e n t  r emarqu ;  

q u e  l e  f e r  é t a i t  f i x é  p a r  u n e  p r o t é i n e .  Mais ce n ' e s t  q u ' e n  

1 9 4 6  q u e  S c h a d e  e t  C a r o l i n e ,  p u i s  L a u r e l 1  e n  1 9 4 7  e t  1 9 5 2  

é t a b l i s s e n t  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  t r a n s p o r t e u r  p r o t é i q u e  s p é c l f i q u r  

du f e r .  

D e p u l s  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  Humaine a  é t é  l a r g e m e n t  é t u d i é e .  

Le nombre d e  p r o c é d é s  d e  p u r i f i c a t i o n  d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

e s t  t r è s  i m p o r t a n t .  Une méthode  couramment  u t i l i s é e  c o n s i s t e  

à p r é c i p i t e r  l e  s é r u m  p a r  u n e  s o l u t i o n  d e  r i v a n o l  à 0 , 4  %, 

s e l o n  l e s  techniques d e  Kis t ler  e t  a l . ,  e n  1 9 6 0 ,  N a g l e r  e t  a l . ,  

e n  1 9 6 2  e t  Roop e t  Putman e n  1 9 6 7 .  C e t t z  t e c h n i q u e  e s t  s u i v l e  

d e  c h r o m a t o g r a p h i e s  s u r  c o l o n n e s  d ' é c h a n ç s  d ' l o n s .  

- LES LACTOTRANSFERRINES ( o u  f a c t o f e r r i n e s )  s e  t r o u v e n t  

d a n s  l e  l a l t  d e s  mammiféres  e t  d ' u n e  m a n i è r e  g é n é r a l e  d a n s  

l e s  s e c r é t i o n s .  La l a c t o t r a n s f e r r i n e  Humaine a  é t é  i s o l é e  à 

p a r t i r  d u  l a i t  de Femme d è s  1 9 6 0  p a r  M o n t r e u i l  e t  C o l l . ,  

La p r é s e n c e  d ' u n e  p r o t é i n e  r o u g e  d a n s  l e  l a i t  d e  Vache 

a  é t é  s i g n a l é e  p o u r  l a  p r e m i è r e  f o i s  p a r  S a r e n s e n  e t  S a r e n s e n  



en 1939. En 1943, ~héorell et Akeson remarquent également cette 

protéine sans pouvoir l'identifier. Pollis et Shmukler en 1953, 

précisent qu'elle contient dü fer, des glucides et une proportion 

élevée en tryptophane. Ce n'est qu'en 1960 que Groves réussit à 

isoler et pur~fier la lactotransferrine. 

Puls en 1962, Gordon et Ziegler mettent au point un autre 

procédé de préparation. Néanmoins, les différentes méthodes de 

fractlonnement utlllsées par Szuchet, Derechin et Johnson en 

1965, par Oram et Reiter en 1968 et Castellino et al., en 

1970 restent complexes d'autant que le lait renferme peu de 

Lactotransferr~ne et que les préparations sont hétérogènes. 

En 1977, cheron et al., utilise un procédé original d'iso- 

lelent ciz cette glycoprotéine. A u  Laboratoire, une méthode 

dérivée de celle mise au point par Chéron en 1977 est également 

utlliaée pour la préparation de la lactotransferrine Humaine. 

- LES OVOTRANSFERRINES (ou Conalbumines) sont présentes 
dans le blanc d'oeuf des Oiseaux. Mise en évldence en 1899 

p a r  Osborne, son rôle de fixation du fer n'a été démontré qu'en 

1944 par Schade et Caroline. 

Les ovotransferrines sont préparés à partir du blanc d'oeuf 

précipité au sulfate d'ammonuim selon les méthodes mrses au 

Fornt Far Warner et Weber en 1951 et Rhodes et al., en 1958. 

~écemment des transporteurs du fer analoques aux trans- 

ferrlnes ont été mrs en évidence chez des Invertébrés, en 

particulier chez un Arthropode (Cancer maglster) par Huebers 

et --- alaler, 1982 et chez un Protochordé (Pyura stolonlfera par 

Martin et al., en 1983. -- 
Ce nombreuses revues générales ont été consacrées aux 

transferrines : (Bezkorovainy et Zschocke en 1974, Aisen et 

Brown en 1975 et 1977; Lane en 1976, Hershko en 1977, Mazurier 

en '980, Aisen et Litowsky en 1980 et Gorinsky en 1982) et 

sur ia base de nos connaissances actuelles, n,ous nous proposons 

de faire le point sur les propriétés physico-chimiques et 

biologiques des transferrines en nous attachant plus partlculiè- 

rement à l'étude de la structure des glycannes de ces différentes 

transferrines. 



II - STRUCTURE DE LA CHAINE PEPTIDIQUE DES TRANSFERRINES 
A - Structure primaire de la chaîne peptidique des 

ovotransferrines 

1) Ovotransferrine de Poule 

La structure primaire de la chaîne peptidique de 

l'ovotransferrine de Poule (OTF) est connue grâce aux travaux 

de Jeltsh et Chambon en 1982. Ces auteurs ont déterminé la 

séquence nucléotidique codant pour l'ovotransferrine alors 

que Williams et al., en 1982 ont déterminé la séquence peptidi- 

que compléte par l'application de méthodes classiques. La 

chaîne peptidique renferme 686 acides aminés et un glycanne 

unique, ce qui lui confére une masse moléculaire de 77770 daitons. 

2) Ovotransferrines de différehts oiseaux 

En ce qui concerne les ovotransferrines d'origines 

diverses, elles ont simplement été caractérisées dans certains 

blancs d'oeufs.Feeney -- et al., en 1960,, ont déterminé 1e.pourcen- 
tage d'ovotransferrineprésent dans le blanc d'oeuf d'Oie, de 

Faisan, de Dinde et de Pigeon. Graham et Williams en 1975, 

ont isolé et caractérisé l'ovotransferrine du blanc d'oeuf 

de Canard. 

B - Structure primaire de la chaine peptidique des 
sérotransferrines 

1) ~érotransferrine Humaine 

La structure primaire de la chaîne peptidique de la 

sérotransferrine Humaine ( ~ s T F )  a été entièrement déterminée 

par Mac Gillivray et al., en 1982 et 1983. D'après les résultats 

de ces auteurs, la sérotransferrine est constituée d'une seule 

chaîne protéique comportant 679 acides aminés et possédant 

une masse moléculaire,incluant les deux glycannes,de 

79650 daltons . 
2 )  Sérotransferrines de diverses origines 

a) ~aractérïsation 

Des sérotransferrines ont été caractérisées dans 

le sérum de divers animaux. 

Sérotransferrines de ~ammiféres 

Les sérotransferrines de mammiféres qui ont été caracté 

risées sont celles : 



- du Boeub par Hudson et al., en 1973, Brock et al., en 1976 
et 1978, Hatton et al., en 1974 et 1978. 

- du Chevat par Stratil et Glasnak en 1981. 
- du Mouton par Spooner et al., en 1975, Guerin et al., en 1976. 
- du Pote par Stratil e t  Kubek en 1974. 

- du Babouin par Bezkorovainy et Grohlich en 1974. 
- du Chien par Hatton et al., en 1978. 
- du Lapin par Léger et al., en 1978. 
- des Maahupiaux par Morgan en 1985 (résultats non publiés). 
- du Kat par Kanda et al., en 1983. 
- de La Souh-ib par Sawatzki et al., en 1983. 

Serotransferrines d'oiseaux 

Les sérotransferrines d'oiseaux actuellement caractérisées 

sont celles : 

- de La Poule par Grahan et Williams en 1975, Spik et al., en 
1991 (résultats non publiés). 

- de ta T o u t t e t e t t e  par Palmour et Sutton en 1971. 
- de ?a Cotombe par Frelinger en 1973. 

Sérotransferrines de Batraciens -- 
Seule la sérotransferrine de Gkenoui t l e  a été caractérisée 

par Pilmour et Sutton en 1971. 

Sérotransferrines de Poissons 

Stratil et al., en 1983 ont caractérisé les sérotransferrines 

de P0i6?son4 qui' appartiennent à la famille des "Cyprinidae". 

Sérotransferrines d'Arthropodes 

Sc 1982, Huebers et al., ont isolé du sang d'un At th topode  
+ (Cancer magister) une protéine de masse moléculaire 150 000 - 

10 OU0 daltons fixant deux atomes de fer. En 1983, Martin et al., 

ont reussi, à purifier une protéine ayant une masse moléculaire 

de 40 000 et fixant un atome de fer chez un Ptotocho&d& 
(Pyura stolonifera). Ces deux protéines bien que différentes 

des transferrines de vertébrés possédent des critères çuffi- 

sants pour que le nom de transferrine leur soit donné. 



b) Etude de la structure primaire de la protéine 

Ces différentes transferrines caractérisées dans le 

sérum de nombre~ses espéces animales ont été trés peu étudiées. 

 étude de la structure primaire de la protéine n'a pas été 

réalisée ; seules sont parfois connues leur masse moléculaire, 

leur mobilité électrophorétique, leur capacité de fixation du 

fer ou leur composition en acides aminés. 

La masse moléculaire a été déterminée par de nombreux auteurs 

et les résultats obtenus sont compris entre 41 000 et 96 000 

daltons selon les méthodes utilisées (constante de sédimentation, 

gel filtration ou électrophorèse en gel de polyacrylamide). 

Cependant nous constatons selon les valeurs données dans le 

tableau I(~. 8) que les masses moléculaires des transferrines 

provenant d'espéces animales différentes restent assez sembla- 

bles. 

Les compositions en acides aminés des différentes sérotrans- 

ferrines étudiées présentent de nombreuses analogiescomme le 

montre le Yableau II(p. 9). 

C) Polymorphisme génétique de la chaîne protéique des 

sérotransferrines 

La présence de variants génétiques a été observée dans 

les sérotransferrines de nombreux animaux domestiques. C'est ie 

cas de la sérotransferrine de Boeuf où des variations gSnétiquzs 

trés complexes ont été trouvées par Richardson et al., en 1973 

Hatton et al., en 1977. Maeda et al., en 1980 qui ont isolé quatre 

variants de la sérotransferrine bovine. Maeda et al., en 1980, 

ont suggéré néanmoins que l'hétérogénéité serait due en partie 

à une scission de la chaîne polypeptidique car les composants 

génétiques possédent une mobilité électrophorétique plus grande. 

En 1983, Stratil et al., ont montré qu'il existait un poly- 

morphisme important dans la transferrine d'un poisson. En 

effet, six à treize variants génétiques trés hétérogènes sont 

détectés selon les espéces de Barbeau étudiées. 

Structure primaire de la chaine peptidique des 

lactotransferrines 

1) Lactotransferrine Humaine 

Les travaux réalisés par notre laboratoire en 

collaboration avec celui du Professeur P. ~ollés ont abouti 

en 1985 à la détermination de la séquence compléte de la lacto- 



TABLEAU 1 

Masses  m o l é c u l a i r e s  d e  t r a n ç f e r r i n e s  d e  d i v e r s e s  o r l g r n e s  

ORIGINE 

S G ~ ~ o t r a n s f  e r r i n e s  

L a y i n  

Boeuf 

Mcu.cor, 

F o r r  

C h e v a l  

S o u r i s  

T o u r t e r e l l e  

Calombe 

G ~ e y o u i  i l e  

T o r t l i e  

P o l s s o n a  

P r o t o c h o r d e  
( P y u r a  s t o l o n i f e r a )  

A r t h r o p o d e  
( C a n c e r  magister)  

MASSE MOLECULAIRE REFERENCES 

Palmour  e t  S u t t o n  1 9 7 1  
Hudson e t  a l . ,  1 9 7 3  
Hudson e t  a l . ,  1 9 7 3  

G u é r i n  e t  a l . ,  1976  

Hudson e t  a l . ,  1 9 7 3  

Hudson etal., 1 9 7 3  
B e l l  _ a  e t  a l  ' 1 9 8 1  

B e r z k o r o v a i n y  e t  Grok- 
l i c h  1974  
Van E i g k  e t  a l . ,  1972  
S c h r e ~ b e r  e t  a l . ,  1979 
S a w a t z k i  e t  a l . ,  1 9 8 3  

Palmour e t  S u t t o n  1 9 7 1  

F r e l i n g e n  1 9 7 3  

Palmour  e t  S u t t o n  1 9 7 1  

Palmour  e t  S u t t o n  1 9 9 1  

S t r a t i l  e t  a l . ,  1 9 8 3  
Bobak e t  a l . ,  e n  1984 

Palmour  e t  S u t t o n  1 9 7 1  

M a r t i n  e t  a l . ,  1 9 8 3  

Huebers  e t  a l . ,  1982  



TABLEAU II 

Compositions m o l a i r e s  e n  a c i d e s  a m i n é s  d e s  

s é r o t r a n s f e r r i n e s  de d i v e r s e s  o r i g i n e s  

I 

1 O r i g i n e s  d e s  s e r o t r â n s f e r r i n e s  
Ac ides  

.riminés 

?sw (D) 

Thr !T) 

S e r  i s :  
=;lu ( 5 )  

Pro ( P )  

s i y  t G )  

Aia ( A )  

c y s  (Cl 

?al ( V I  
Mec ( M l  

: l e  (1) 

Leu ( L I  

T y r  ! Y )  

?he ! F) 

T r p  i i J )  

L y s  (KI 

8 1 s  (Hl 

lirq ! R I  

a )  B e z k o r o v a i n y  e t  G r o h l l c h  en 1 9 7 4  
b) Hudson e t  a l . ,  e n  1 9 7 3  
C )  Palmour e t  S u t t o n  e n  1971 
dl 'Baker e t  a l . ,  en  1968 

- 
T o r t u e  

( c j  

Porc  L a p i n  Babouin  
( d  (b) 

Cheval Boeuf 

7  8 

2 9  

7 O 

2 0 

Grenou i l ,  

' 7 3  

32 

7 4  

4 4  

( a )  

-# 

1 3  

2 5 1 53 

6 8  

3 7 

( b )  ( b )  

4 2  

61 

31 

4  5 

59 

3 8  

38 

9 

1 2  

60 

2 0  

- 
- 

5 3 

19 

2 5  

666 

( C I  le 

39 

60 

4 2  

4 2  

50 

33 

4 4  

4 

16 

5 4  

2 1  

- 
9 

4 4  

1 4  

2 3  

620 

49 

6 3  

3 5 

4 5  

49 

3 4  

4 4  

7 

17 

4 5  

2 0  

- 
10 

52 

15 

2 4  

652 

39  1 3 4  

65 

37 

4  8 

55 

2  5 

3 7 

8 

2 9  

5 0  

2 0  

- 
5 

7  2  

16 

35  1 6 5  

5 9  ' 83 i 
36 1 7 3  

35 1 64 
i 

4 8  l 6 3  

3 3  1 27  

61 

33 

4 5  

51 

32 

42  

6 

15 

58 

2 9  

- 
10 

52 

16 

2  O 

652 

4 1  

5 

17 

5 3 

16 

56 

8 

3 ri 

6 0  

2 4  

- i - 
9 ! ri 

41 59 

f 12 1 1 5  

2 4  

616 

23 1 28 

1 I 

5 8 9  772  
l 



transferrine humaine (hLTF) ; elle renferme 703 aminés, la pré- 

sence de deux glycannes fucosylés lui conférant une masse molé- 

culaire de 81442 daltons. 

2) Lactotransferrine de Vache , 

Les études réalisées n'ont permis que d'acquérir 

des résultats partiels sur la structure de la chaîne peptidique 

Gordon et al., en 1962, Groves en 1960, Castellino et al., en 

1970,  héron en 1975 ont tous identifié un résidu d'alanine en 

position N-Terminale. En 1984, au Laboratoire nous avons égale- 

ment retrouvé en appliquant la méthode diEdman, un résidu 

d'alanine en position N-Terminale. En 1985, l'équipe de Sautière 

a Lille a déterminé la séquence N-Terminale par identification 

des P.T.H. acides aminés et séparation en chromatographie 1i- 

quide enhaute pression. Les résultats obtenus sont présentés 

dans la Fig. l(p. 11). Cette analyse a également permis de loca- 

liser un résidu de proline en position 14. La nature de l'acide 

aminé C-Terminal reste mal définiepuisque Mazurier en 1972 a 

montré la présence de deux acides aminés dans les proportions 

su2vantes 0,9 résidu de thréonine et 0,4 résidu de valine. La 

présence d'un résidu de thréonine dans la séquence peptidique 

d'un glycopeptide isolé par ~ h é r o n  en 1975 d'un hydrolysat 

tryps~que confirmerait l'hypothèse de la threonine en posltion 

C-Terminale. D'autre part, les résultats obtenus par Maliet et 

Plantey en 1977 après hydrolyse par la carboxypeptidase A de la 

lactotransferrine désaturée, sont en désaccord avec cette hypothèse 

Ces auteurs ont libéré de la leucine et de la phénylalanine. 

Un dosage des différents résidus d'acides aminés a également 

et& réalisé au Laboratoire de ~autière en 1985 sur un autoana- 

lyseur BECKMAN. Le tableau 111(p.l2), nous donne la composition 

molaire en acides aminés de la lactotransferrine aovine 

déterminée par Castellino et al., en 1970, Chéron en 1975, Maliet 

et Plantey en 1977, Sautière en 1985, et comparée à celle de la 

lactotransferrine humaine déterminée par Metz - Boutique et al., 
en 1984. 

3 )  Lactotransferrines d'origines diverses 

a) Caractérisation 

Les lactotransferrines de divers mammifères ont 

été beaucoup moins étudiéesque les sérotransferrines. 
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Figure 1 

Comparaison des séquences N-Terminales des lactotransferrines Humaines (LTH) (Metz-Boutique 

et al., en 19841, de Vache (LTB) Sautière en 1985 (communi.cations personnelles), de Jument (LTJ) 

(~ollés et al., en 1984) de la sérotransferrine Humaine (STH) (MacGillivray et al., en 1982 et19831 

de l'ovotransferrine de Poule ( O T F )  (Jeltsch et Chambon en 1982). 



TABLEAU I I I  

C o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n é s  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

d e  Vache  e t  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  Humaine  

a )  S a u t i è r e  e n  1 9 8 5  

b )  M a l i e t  e t  P l a n t e y  e n  1 9 7 7  

e )  c h g r o n  e n  1 9 7 5  

d ) C a s t e l l i n o  e t  a l  . , e n  1 9 7 0  

el Metz  B o u t i g u e  e t  a l . ,  e n  1 9 8 1  

L a c t o t r a n s f e r r l n e  
Humaine 

e 

7  1 

3 1  

50 

7  O 

35 

56  

6  3 

3 2  

49 

6 

1 6  

6 1  

20 

31 

46 

9  

46 

11 

N a t u r e  des 

a c i d e s  a m i n é s  

Asp (Dl 

Thr (Tl 

Ser (SI 

G l u  ( R I  

P r o  (Pl 

G l y  ( 6 )  

Ala ( A )  

LYS ( C f  

V a l  (VI 

Met ( M l  

I l e  (1) 

Leu (LI 

Tyr ( Y )  

Phe (FI 

Lys  (KI 

H i s  (Hl 

Arg ( R )  

Trp ( W )  

L a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache  

a b c d 

6 9  5 9 , 4  6 2  7 1  

36 3 0 , 3  3 5  39 

39  4 0 , 2  45  45 

74 6 2 , 5  6 5  73 

3 7  2 8 , 3  2  7 3 1  

49 4 1  45  4 3  

66  5 6 , 3  6 2  5 9  

26  3 0 , 3  28 28 

45  3 2 , 8  40 43 

5 3 , 1  4  4 

1 8  1 1 , 6  1 5  1 7  

6 8  5 5 , 4  6 2  6 1  

26  1 7 , 7  1 8  1 9  

2 9  2 3 , 2  2 4  25 

5 8  4 7 , 6  47  4 2  

1 0  8 , 2  -9 1 0  

38 3 1 , 2  32  3 2  

- - 1 4  9  



Masson e t  Heremans e n  1 9 7 1  o n t  i d e n t i f i é  c e t t e  g l y c o p r o t é i n e  

d a n s  l e  l a i t  d e  d i v e r s e s  e s p é c e s  a n i m a l e s  t e l l e s  q u e  l a  T r u i e ,  

l a  J u m e n t ,  l e  Cobaye p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  a c é t a t e  d e  c e l i u l o s e  

e t  p a r  d e s  t e c h n i q u e s  immunologiques .  

C e t t e  g l y c o p r o t é i n e  a  é g a l e m e n t  é t é  mise e n  é v i d e n c 2  d a n s  

l es  l a i t s  d e  Chévre (Oram e t  Reiter en  1 9 6 8 ) ,  d e  S c u r i s  

(K inkade  e t  a l . ,  en  1 9 7 6 ,  S a w a t z k i  e t  a l . ,  en  1 9 8 3 ) .  

S e l o n  les  t r a v a u x  d e  Masson e t  Heremans e n  1 9 ? 1 ,  l e s  

l a c t o s é r u m s  d e  Lap ine ,  d e  R a t t e  e t  d e  Ch ienne  s e m b l e n t  dépourvus  

d e  1 a c t o t r a n s f e r r i n e . B a k e r  e t  a l . ,  en  1968  o n t  c o n f i r m é  C S  r é s u l -  

t a t  p o u r  l e  l a i t  d e  Lap ine .  En e f f e t ,  i l s  o n t  c a r a c t 6 r i s é  d a n s  

c e  l a i t ,  une g l y c o p r o t é i n e  c o r r e s p o n d a n t  à d e  l a  s é r o t r a n s f e r -  

r i n e  d é s i a l y l é e .  

b )  E tude  d e  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d e  l a  p r o t 6 i n e  

d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  

L e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  d ' o r i g i n e s  d i v e r s e s  é t a n t  

beaucoup  moins é t u d i é e s ,  peu d e  r é s u l t a t s  s o n t  connus  c o n c e r n a n t  

l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e .  

S e l o n  Kinkade e t  a l . ,  en  1 9 7 6 ,  l a  masse m o l é c u l a i r e  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  S o u r i s  o s c i l l e  e n t r e  75000 e t  79000 d a l t o n s  

~ o l l é s  e t  a l . ,  en .1984  a t t r i b u e  à l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  

Jument  une masse m o l é c u l a i r e  d e  81000 d a l t o n s .  

Peu de d i f f é r e n c e s ,  é g a l e m e n t  s é p a r e n t  l a  c o m p o s i t i o n  en 

a c i d e s  aminés  d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  d e  d i v e r s  animaux. 

(Masson en  1 9 7 0 ,  Kinkade e t  a l . ,  en  1 9 7 6 ) .  En 1 9 7 0 ,  Massoc a  

mon t ré  que  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Cobaye é t a i t  beaucoup p l u s  

r i che  e n  r é s i d u s  d l a r g i n i n e . J o l l é s  e t  a l . ,  en  1984  o n t  i s c l é  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Jument .  I ls  o n t  é t u d i é  s a  c o m p o s i t i o n  

en  a c i d e s  aminés  e t  l a  s é q u e n c e  N-Terminale,  i l s  o n t  a i n s i  

d é t e r m i n é  les  28 p r e m i e r s  a c i d e s  aminés .  La compara i son  d e  c e t t e  

s é q u e n c e  N-Terminale a v e c  l es  s é q u e n c e s  c o r r e s p o n d a n t e s  d e  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  Humaine e t  d e  l ' o v o -  

t r a n s f e r r i n e  d e  Poule  mont re  q u ' u n e  homologie  p l u s  i m p o r t a n t e  

e x i s t e  avec  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  de Pou le  ( F i g .  1 ; p .  11). 



D - Etude comparée de la structure primaire de la protéine 
de différentes transferrines 

Comme nous le montrent les chapitres précédents,les 

transferrines les mieux connues sont la sérotransferrine et la 

lactotransferrine Humainesainsi que l'ovotransferrine de Poule. 

Leurs structures primaires complétes sont données à la Fig. 2 

(P. 15). 
Ainsi que nous pouvons le constater dans cette figure 

les transferrines possédent de nombreuses homologies, STF - LTF : 
59 % d'homologie, LFT - OTF : 49 % d'homologie. Ces trois trans- 

ferrines possedent également des homologies internes : 35 % 

pour la lactotransferrine Humaine, 41 % pour la sérotransferrine 

3umaine, et 33 % pour l'ovotransferrine de Poule. 

L'existence de ces homologies internes dans la chaîne pep- 

tidique a permis de mettre en évidence la présence de deux lobes 

possédant chacun un site de fixation du métal. Ces observations 

confirmées par les travaux de Mac Gillivray et al., en 1977, 

en 1982 et 1983, Metz Boutique et al., en 1978, 1981, 1982 et 

1984, Mazurier et al.,en 1983, Williams et al., en 1982 ont 

entrainé l'hypothèse de la duplication d'un gène ancestral codant 

pour les transferrines. 

C'est ainsi que Mac Gillivray et al., en 1977 ont observé 

que la sérotransferrine humaine pouvait être partagée en quatre 

régions structurales. La glycoprotéine serait donc le descendant 

d'une protéine ancestrale quatre fois plus petite que la molé- 

cule actuelle. Toutefois, Metz-Boutique et al., en 1981 émettalent 

l'hypothèse de l'explication d'un gène ancestral codant pour 

les transferrines. Cette hypothèse a été avancée sur la base 

d'homologies internes de séquences retrouvées à un pourcentage 

trés faible cependant, dans trois zones de chaque moitié N et 

C-Terminale des transferrines. 

En conséquence de l'hypothèse de l'hexaplicatlon, Mazurier 

et al., en 1983 montrent que la lactotransferrine Humaine serait 

constituée de six domaines répartis trois par trois dans les 

parties N-Terminales (ND 1 à ND 3 )  et C-Terminales (CD 1 à CD 3 )  

de la molécule. Les six domaines seraient formés de 110' 10 

acides aminés, ils présentent plusieurs homologies structurales 

70 % entre les domaines ND 4 et CD 1 et les domaines ND 3 et 
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Figure 2 

Comparaison des structures primaires de la lactotransferrine 

Humaine (LTF - Metz Boutique et al., en 19841, de la sérotrans- 
ferrine Humaine (STF - Mac Gillivray et al., en 1983) et de 
l'ovotransferrine de Poule (oTF - Jeltsch et Chambon en 1982). 



CD 3. La Fig. 3 p. 17 rend compte de la position des six domaines 

sur un modèle de la chaîne peptidique en deux dimensions dit 

"modèle en ficelle" inspiré de celui proposé par Williams 

et al., en 1982. 

Des ponts disulfures jouent un rôle important dans la 

conformation de la protéine, la connaissance de leur position 

sur la chaîne peptidique des transferrines est primordiale. 

Ainsi qu'il est montré dans la Fig. 4 ( ~ .  18), l'ovotrans- 

ferrine de Poule posséde 30 résidus de demi-cystines,l2 d'entre 

eux sont situés dans la moitié N-Terminale et 18 dans la moitié 

C-Terminale ; la position de 12 ponts disulfures a été précisée 

(Elleman et Williams en 1978). Dans la sérotransferrine humaine 

qui contient 38 résidus de demi-cystine 16 sont situés dans la 

moitié N-Terminale et 22 dans la moitié C-Terminale ; 6 

ponts disulfures sur 19 ont pu être localisés (Mac Gillivray 

et al., en 1983). La lactotransferrine Humaine posséde 32 résidus 

de demi-cystine, 12 sont situés dans la moitié N-Terminale et 20 

dans la moitié C-Terminale, 

De plus, les ponts disulfures de ces transferrines sont dans 

des positions homologues sur les chaines peptidiques. En terme 

d'évolution et selon Williams en 1982, les parties N et C-Terminales 

sont homologues et proviennent d'une protéine ancestrale commune 

qui s'est modifiée au cours du temps. Toutes les transferrines 

actuelles seraient issues d'un même gène. Le domaine N-Terminal 

de l'ovotransferrine aurait une structure voisine du précurseur 

de ces transferrines. La masse moléculaire aurait été de 40 000 ; 

il aurait possédé six ponts disulfures et un seul site de fixation 

du métal. 

Metz Boutique et al., en 1981 et Mazurier et al., en 1983 

en postulant l'existence de six domaines suggérent la possibilité 

d'une hexaplication du même gène ancestral. Dans ce cas, la 

protéine ancestrale aurait 1/6 de la taille de la transferrine 

actuelle. 

En ce qui concerne les trois transferrines les mieux connues 

la comparaison de leur structure primaire compléte (Fig. 2:p. 15) 

montre l'existence de nombre us es homologie^ dans les ponts disul- 

fures des moitiés N et C-Terminales. Cependant, l'ovotransferrine 

de Poule est la plus simple des glycoprotéines alors que la lac- 

totransferrine Humaine semble la plus complexe. 
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III - CONFORMATION GENERALE DES DIFFERENTES TRANSFERRINES 
Tous les auteurs sont d'accord pour définir les transferrines 

comme des éllipsoïdes de révolution. Pour la sérotransferrine 

Humaine, les mesures effectuées par diffusion de neutrons montrent 

que l'éllipsoïde posséde des demi-axes de 46,6 et 15,8 A". Son 

volume étant de 144 ( 2  45) x 10 A '  3 (Martel et al., en 1980). 

Des études cristallographiques ont été entreprises sur la 

sérotransferrine de Lapin par Al-Hilal et al., en 1976 et Gorinsky 

et al., en 1979, sur celle de Porc par Magdoff et al., en 1970, 

ainsi que sur la lactotransferrine Humaine par Baker et al., en 

1977. Ces données sont résumées dans le tableau IV(~. 20).Gorinsky 

et al., en 1979 ont proposé un modèle moléculaire de la sérotrans- 

ferrine de Lapin résultant de l'analyse par diffraction aux 

rayonçX des cristaux. La sérotransferrine de dimension 

95 x 60 x 50 A" est constituée de deux lobes égaux creusés d'une 

cavité ouverte sur l'axe de symétrie formant entre eux un angle 

de 30". Ces lobes correspondent sans doute aux 6zux lobes de la 

protéine (Fig. 5;p. 21). 

Les travaux cristallographiques d'Abola et al., en 1983 sur 

l'ovotransferrine de Poule montrent que la molécule est constituée 

de deux parties repliées d'une manière indépendante ayant des 

tailles similaires bien que l'une d'entre elle ( A )  apparaît être 

plus globulaire que l'autre (BI. 

Ces deux régions possédent des dimensions approximatives de 

56 A "  x 40 A" pour A et 60 A" x 36 A "  pour B. Dans la partie B 

il existe une rainure profonde ressemblant à une erontière entre 

deux régions égales de cette partie d'où la question de l'exis- 

tence de sous-domaines dans l'ovotransferrine et dans les trans- 

ferrines en général. 

IV - LES SITES DE FIXATION DU FER DES TRANSFERXINES 
Pour une étude plus approfondie, nous renvoyons aux revues 

générales de Chasteen en 1977, Aisen et Brown en 1975, et aux 

. deux ouvrages édités par Crichton en 1975 et par Brown en 1976. 

Toutes les transferrines fixent réversiblement deux atomes 

de fer en développant une coloration rose saumon (Laurel1 en 

1947). Le premier schéma du site de fixation du fer a été donné 



TABLEAU IV 

Paramétres cristalloqraphiques des transferrines 

saturées en fer 

Lactotransferrine 

humaine 

( a )  

Izmpérature de 
cristallisation 

Pourcentage 
d'sau 

Sérotransferrine 

de porc- 

( b )  

Système de 
cristallisation 

Masse moléculaire 

Sérotransferrine 

de l a p i n  

(cl 

4 "  C 

Dimension des 
axss 

orthorombique 

a )  ~ a k e r  et al., 1977 

b) Magdoff et al., 1970 

c 1 A l  Hilal et al., 1976 

4 "  C 5 "  C 

orthorombique tétragonal 



Figure 5 

Conformation d e  la molécule d e  sérorrançferri.?e de Lapin, 

d'après les études réalisées par diffraction des rayons X avec 

une résolution de 6 A "  par Gorinsky et al., en 1979. 



par Feeney et al., en 1966. La fixation d'un ion métallique néces- 

site cellesimultanée d'un ion bicarbonate ou carbonate lié 

électrostatiqueme~t au fer et à un acide aminé chargé positi- 

vement : Arg, Lys ou His. Des méthodes optiques et chimiques 

ainsi que des études de fluorescence ont démontré la partici- 

pation de deux à trois résidus de tyrosine, d'un à deux résidus 

d'histidine et d'une molécule d'eau liée directement au fer. 

Les travaux réalisés par Legrand et al., en 1985 ont permis 

de proposer un modèle tridimensronnel de la cage de fixation 

du fer, commun à la sérotransferrine et à la lactotransferrine 

humaine et à l'ovotransferrine de Poule (Fig. 6;p. 23). Ce 

modèle général qui a permis de localiser les acides aminés a 

été proposé sur la base de trois principes : 

1) En considérant la séquence primaire totale des acides 

aminés de la lactotransferrine Humaine, il apparaît que seclement 

77 acides aminés sont localisés dans des régions conservées. 

Parmi ces résidus, 57 % d'entre eux sont retrouvés dans 8 ensem- 

bles présentés à la Fig. 7 (p. 23). 

Les résidus de tyrosine et d'histidine intervenant comme Li- 

gands du fer sont localisés dans les ensembles conservés 1, 2, 4 

et 3, 7. Les résidus d'arginine intervenant comme ligand de l'anion 

sont présents dans les ensembles conservés 3, 6 et 7. 

Comme il est montré dans la Fig. 7 outre les acides aminés 

conservés, il y a douze demi-cystinesqui correspc dent aux ponts 

disulfures 1 à 6 localisés dans les lobes N et C-Terminaux 

(Williams et al., en 1982). 

2 )  La structure secondaire des 36 segments peptidlques 

renfermant les acides aminés conservés a été déterminée en utili- 

sant les paramétres conformationnels établis par Garnier et al., -- 
en 1978. Les résultats obtenus montrent qu'il y a une concordance 

parfaite entre l'homologie des structures primaires et secondaires 

de tous les ensembles impliqués excepté l'ensemble d'acides aminés 1 .  

3 )  Legrand et al., en 1984 ont isolé du lobe N-Terminal 

de la lactotransferrine Humaine, un glycopeptide de 18 kDa 

fixant encore un atome de fer. Ce glycopeptide renferment les 

ensembles d'acides aminés 2, 4, 6 et 7 &nsi que les 2 tyrosines 

et les 2 histidines représentés sur le modèle de la Fig. 6(p. 23). 
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ENSEMBLE 3 
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F i g u r e  6 

P r o p o s i t i o n  d e  l a  c o n f o r m a t i o n  d e  l a  " c a g e  du  f e r  " d e s  

t r a n s f e r r i n e s . X  p e u t  ê t r e  une m o l é c u l e  d'zau ou l e  r é s i d u  d e  

t y r o s i n e  i m p l i q u é  d a n s  l e  l i g a n d  1 
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ENSSEMBLE 5 ENSEMBLE 6 ENSEMBLE ' ENSEWLE 8 

F i g u r e  7 

P o s i t i o n  d e s  a c i d e s  aminés  c o n s e r v é s  p r é s e n t s  d a n s  8 r é g i o n s  

homologues d e s  l o b e s  N e t  C- Terminaux d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  

d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  Humaines e t  d e  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  d e  P o u l e  

( Legrand e t  a l . ,  en  1 9 8 5 ) .  



En conclusion, chaque site de fixation du fer des transfer- 

riaes comporte au moins 3 tyrosines, 2 histidines et 3 arginines 

localisées dans des régions conservées de la chaîne peptidique. 

V - STRUCTURE ET CONFORMATION DES GLYCANNES DES TRANSFERRINES 
A - Localisation et nombre de glycannes sur les cha2nes 

peptidiques des transferrines 

Les glycannes des transferrines sont fixés par une liai- 

son N-glycosidique sur la chaîne peptidique au niveau des séquen- 

ces codes Asn -x-~hr/~er. 

Cependant la présence de ces séquences n'entraîne pas for- 

cément la glycosylation de la protéine (Tableau V;p. 2 5 ) .  

1) Ovotransferrine de Poule 

L'ovotransferrine de Poule ne renferme qu'un seul 

glycanne localisé sur la fraction peptidique aspartyl - lysine 
de la chaîne protéique (Spik et al., en 1979). Trois séquences 

codes apparaissent dans la moitié C-Terminale. Une seule est 

glycosylée. 

2) Sérotransferrine Humaine 

Les deux giycannes de la sérotransferrine Humalne scnY 

localisés sur les fractions peptidiques séryl - aspartique et 
aspartyl - lysine de la chaîne protéine (Spik et al., en 1968 o? 

, . Spik et Montreuil en 1969). Seules deux s6quences codes ont -te 

mises en évidencet dans la sérotransferrine Humaine. Elles sont 

toutes deux ylycosylées et sont situées au niveau des domaines 

CD1 et CD3 (Mac Gillivray et al., en 1983, Mazurier et al., en 

1983). Regoeczi et al., en 1979 ont après désialylation, carâc- 

térisé trois types d'asialotransferrine isolés par chromatographie 

d'échange d'ions et chromatographie d'affinité sur une colonne 

de lectine hépatique de Lapin : 

- le type 1 contient deux glycannes biantennés. 
- les types 2 et 3 contiennent unglycanne biantennéet 
un glycanne triantenné. 

Deux théoriess'opposent pour la position de ces glycannes 

sur la chaîne peptidique, Celle de Bayard et Kerckaert en 1980 

et 1981 et Kerckaert et Bayard en 1982 selon laquelle les glycc- 

protéines ne peuvent porter que des structures glycanniques 



TABLEAU V 

Séquences Asn-X-Ser (Thr) et séquences homologues dans 

les trois transferrines : la lactotransferrine, la sérotrans- 

ferrine et l'ovotransferrine du blanc d'oeuf de Poule. 

SEROTRANSFERRINE 

Asp-Ala-Q) 

Gly-Ser-Lys 

REGION N-TERMINALEI OVOTRANSFERRINE LACTOTRANSFERRINE I 

Ala-Ile-Glu 

Asp-Thr-Lys 

1 

2 

5 

Les séquences codes conservées sont soulignées, les Asn 

glycosylées sont encadrées. 

m - ~ r p - ~ h r  

Asp-Lys-Ser 

Asp-Ala-Q) 

Glu-His-Thr 

8 

Asp-Lys-Ser 

8 

SEROTRANSFERRINE 

Asp-Lys-Ser 

-LYS-~er 

Asn-Lys-Ile 

lm-val-Thr 

Ser-Thr-Ser 

non séquencé 

non séquencé 

LACTCTRANSFERRINE 

Asn-Ala-Ser 

~ s n - ~ y g - o  

m ~ i n - ~ h r  

Asn-Gly-Ser 

Ser-Thr-Ser 

l I 

REGION C-TERMINALE OVOTRANSFEiiRINE 

non séquencé 

1 

2 

3 .  

4 

5 

Pro-Glu-Ala 

Asp-Thr-Ser 

Asp-Glu-Ser 

m - ~ r g - ~ h r  

Asn-Gly-Ser 

Asn-Pro-Ser 



i d e n t i q u e s  s u r  une  m ê m e  c h a î n e  p e p t i d i q u e .  La s é r o t r a n s f e r r i n e  

Humaine d a n s  ce c a s ,  n e  p o u r r a i t  p o r t e r  q u e  deux  g l y c a n n e s  

b i a n t e n n é s  ou deux  g l y c a n n e s  t r i a n t e n n é s  s u r  l a  même c h a î n e  

p e p t i d i q u e .  

E t  c e l l e  d e  H a t t o n  e t  a l . ,  e n  1979 e t  d e  S p i k  e n  1982 ,  s e l o n  

l a q u e l l e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  Humaine p o u r r a i t  p o r t e r  deux g l y c a n n e s  

D i a n t e n n é s  ou deux  g l y c a n n e s  t r i a n t e n n é s  s u r  l a  m ê m e  c h a î n e  pep- 

t i d i q u e  mais é g a l e m e n t  un g l y c a n n e  b i a n t e n n é  e t  un g l y c a n n e  t r i a n -  

t e n n é .  L e s  r é s u l t a t s  d e  Marz e t  a l . ,  e n  1982 e t  d e  S p i k  en  1 9 8 2  

c o n f i r m e n t  c e t t e  deuxième t h é o r i e .  

La F i g .  8 ( p .  2 7 ) r e p r é s e n t e  les d i f f é r e n t e s  l o c a l i s a t i o r r s  d e s  

s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  ~ u m a i n e  s e l o n  

l e s  h y p o t h è s e s  é n o n c é e s  précédemment.  

3 )  L a c t o t r a n s f e r r i n e s  

a )  L a c t o t r a n s f e r r i n e  Kumaine 

La p r é s e n c e  de deux  g l y c a n n e s  s i t u é s  à deux end.- ~ 0 i . t ~  

d i f f é r e n t s  d e  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  a  é t é  mise e n  é v i d e n c e  p a r  

S p i k ,  Vandersyppe e t  a l . ,  e n  1974 e t  c o n f i r m é e  p a r  l e s  t r a v a u x  

d e  Metz B o u t i q u e  e t  a l . ,  e n  1980.  C e s  deux  g l y c a n n e s  s o n t  l o c a -  

l i s é s  s u r  l es  f r a c t i o n s  p e p t i d i q u e s  Asn- Trp-Thr e t  Asn-Gln-Thr. 

Q u a t r e  s é q u e n c e s  c o d e s  a p p a r a i s s e n t  ; l ' u n e  d a n s  l a  m o i t i é  

N-Terminale e s t  g l y c o s y l é e  e t  s u r  l e s  t r o i s  a u t r e s  l o c a l i s é e s  

d a n s  l a  r é g i o n  C-Termina le  une  s e u l e  est  g l y c o s y l é e  (Metz B o u t i q u e  

e t  a l . ,  en  1 9 8 0 ,  Mazur i e r  e t  a l . ,  en  1983) 

b) L a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache 

La s t r u c t u r e  d e  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  d e  l a  lactc3- 

t r a n s f e r r i n e  d e  Vache n ' é t a n t  p a s  d é t e r m i n é e ,  il e s t  d i f f i c i l e  d e  

l o c a l i s e r  l e s  g l y c a n n e s  s u r  c e t t e  c h a î n e .  Cependant  l e s  t r a v a u x  

r é a l i s é s  p a r   héron e n  1975  o n t  pe rmis  d ' a p p o r t e r  q u e l q u e s  

p r é c i s i o n s .  P a r  h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e ,  t r y p s i q u e  e t  c h y m o t r y p s i q u e ,  

il a  i s o l é  deux g l y c o p e p t i d e s .  A p a r t i r  d e  ces h y d r o l y s a t s ,  il a 

pu d é t e r m i n e r l e s  s é q u e n c e s  p e p t i d i q u e s  au  v o i s i n a g e  des g l y c a n n e ç  

( F i g .  9 p. 2 8 ) .  Un d e s  g l y c o p e p t i d e s  i s o l é  se  t r o u v e  d a n s  l u  

p a r t i e  C-Terminale .  La s é q u e n c e  c o d e  Asn-Gln-Ser e s t  r e t r o u v é e  au 

p o i n t  d ' a t t a c h e  du  g l y c a n n e .  En a s s o c i a n t  l e s  d i f f é r e n t s  r é s u l t a t s  

 héron a  p roposé  un schéma d e  p o s i t i o n  d e s  deux  g l y c o p e p t i d e s  

sur l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache. 

( F i g .  1O;p. 2 8 ) .  



Figure 8 

Localisation des structures glycanniques de la 

sérotransferrine Humaine selon : 

A : Bayard et Kerckaert en 1980 et 1981 Kerckaert et Bayard en 1982 

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

C : Marz et al., en 1982 



G l y c a n n e  1 

Asx - Asn - S e r  - Arg - T r p  

G l y c a n n e  II 

I l e u  - Val  - G l n  - Asx - Gln - S e r  - G l y  - Val  - Thr 

F i g u r e  9  

S t r u c t u r e  p e p t i d i q u e  p r o p o s é e  des d e u x  g l y c o p e p t i d e s  

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache s e l o n   héron e n  1 9 7 5 .  

G l y c a n n e  1 ( * )  

Ala  Asx - Asn - S e r  - Arg - T r p  

G l y c a n n e  II  ( * )  

I l e u  - V a l  - G l n  - A x  - Gln - S e r  - G l y  - Val  - Thr  

F i g u r e  1 0  

': \ P o s i t i o n  d e s  g l y c o p e p t i d e s  s u r  l a  c h a î n e  p e p t i d i q u e  
f' 

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de v a c h e  s e l o n   héron e n  1 9 7 5  

* G l y c a n n e  1 d e  c o m p o s i t i o n  c o n s t a n t e  

* G l y c a n n e  II de  c o m p o s i t i o n  v a r i a b l e  



B - Structure des glycannes de différentes transferrines 
1) Structure du glycanne de l'ovotransferrine de Poule 

La structure glycannique de cette glycoprotéine 

différe des autres transferrines par la composition molaire en 

oses et le nombre de glycanne. Les premiers travaux sur les 

glycopeptides d'ovotransferrine ont été effectués par Williams 

en 1968 et Graham et Williams en 1975. Mais la structure gly- 

cannique n'a été établie qu'en 1979 par Spik et al., et con- 

firmée par la résonance magnétique nucléaire à 360 MHz par 

Dorland et al., la même année (voir Fig.19p.62 On remarque 

l'absence de résidu de galactose et d'acide N-acétyl neurami- 

nique et la présence de résidus s~pplémentaires de N-acétyl 

glucosamine branchés sur les résidus de mannose. 

2 )  Structure des glycannes des sérotransferrines 

a) Sérotransferrine Humaine 

La nature glycoprotéinique de la sérotransfer- 

rine humaine,a été reconnue par Schultze et al., en 1958. 

La détermination de la structure des glycannes de la séro- 

transferrine kiumaine a été essentiellement réalisée au Labora- 

toire et représente historiquement la première définition de 

structures glycanniques de type N-acétyllactosamique. La 

séquence primaire des glycannes a été entreprise en 1962 par 

Montreuil et al., et par Montreuil et al., en 1965. Des rssul- 

tats partiels ont été obtenus par Spik et al., En 1985, et Spik, 

en 1968. La structure primaire ccmplète du glycanne biantenné a 

été définitivement établie en 1973. Elle fut ccnfirmée en 1977 par 

résonance magnétique nucléaire à 360 MHz par Dorlanü et al., 

en 1977. Cette structure est représentée dans la Fig. 34 p. 109 

dans le chapitre des résultats personnels. 

Dès 1975, Montreuil et Spik avaient en outre montré 

l'existence d'une structure triantennée. Ce résultat fut con- 

firmé par Debruyne en 1983 puis par Spik et al., en 1985. La 

présence d'un glycanne tétraantenné a été envisagée par Marz 

et al., en 1982. Les structures des glycannes triantennés et 

tétraantennés sont représentées dans les Fig.36 et 37 p. 112. 



Sérotransferrines d'originesdiverses 

a ) Structure des glycannes 

Peu de travaux ont été réalisés sur les séro- 

transferrines autre que la sérotransferrine iiumaine. 

Seule la structure glycannique de la sérotransferrine 

de Lapin a été déterminée par Léger et al., en 1978. Elle est 

identique au glycanne biantenné de la sérotransferrine Humaine 

(Fig. 34;p. 109). La différence entre ces deux transferrines pro- 

vient néanmoins du fait que la transferrine de Lapin ne posséde 

qu'un seul glycanne. En ce qui concerne les autres transferrlnes 

seule la composition molaire en monosaccharides et le nombre 

de glycannes ont été définis. Le pourcentage en monosaccharides 

de la plupart de ces transferrines est voisin (Tableau YI;p.31). 

Une structure N-acétyllactosaminique biantennée a égale- 

ment été mise en évidence dans les sérotransferrines de Mouton 

et de Poule (Spik et al,. en 1981, résultats non publiés). Sur 

la base de la composition molaire en oses, Hatton et al., 

en 1974 et en 1978, ont également proposé cette structure pour 

les sérotransferrines de Chien, de Boeuf et de Porc ; mals les 

sérotransferrines de Boeuf et de Porc possédent en plus du 

fucose. Des différences ont été trouvées concernant le nombre 

de glycannes dans ces sérotransferrines d'espèces varlées. 

Alors que la transferrine Humaine posséde deux glycannes, les 

transferrines de Boeuf, de Porc et de Poule n'en possédent 

qu'un seul (Hatton et al., en 1974 et en 1978, Graham et 

Williams en 1975). 

6 ) ~étérogénéité de la structure des glycannes 

Comme nous l'avons décrit dans un chapitre pré- 

cédent, une partie du polymorphisme génétique est due à la 

chaîne peptidique ; mais selon Stratil et Spooner en 1971, une 

autre partie de ce polymorphisme serait imputable à des varia- 

tions du degré de glycosylation de la protéine et à la présence 

ou non de résidus d'acide sialique sur les glycannes. Deux 

variants génétiques ont été caractérisés dans la sérotransfer- 

rine de Mouton (Spooner et al., en 1975, Guérin et al., en 1976). 

Ces auteurs ont montré que cette hétérogénéit6 était due à la 

différence du nombre de résidus d'acide sialique sur le glycan- 

ne. En effet après désialylation de cés deux variants S (lent) 

et F (rapide) la sérotransferrine avine ne présente plus qu'une 

bande en électrophorèse en gel de polyacrylamide. 



TABLEAU VI 

Composition centésimale en glucidesde quelques transferrines 

de diverses origines 



 près désialylation des variants glycanniques des sérotrans- 

ferrines de Boeuf et de Cheval, deux bandes sont toujours obser- 

vées en électrophorèse en gel de polycrylamide Maeda et al., 

en 1980 ont donc suggéré que l'acide sialique n'était qu'en 

partie responsable de l'hétérogénéité, la chaîne polypeptidique 

intèrvenait également. 

Dans la sérotransferrine de Cheval, dix variants génétiques 

sont connus (Stratil et Glasnak en 1981). Deux de ces variants 

D et R ont été isolés et partiellement caractérisés par Chung 

et Mc Kenzie en 1985. Ces variants ne possédent pas le même 

nombre de résidus d'acide sialique. 

3 )  Structure des glycannes des lactotransferrines 

Lactotransferrine Yumaine 

La nature glycoprotéinique de la lactotransferrine 

Zumaine a été démontrée par Montreuil et Mullet en 1960, puis 

Montreuil et al., en 1960. La détermination de la structure gly- 

cannique a été plus complexe car les glycannes présentent une 

grande microhétérogénéité liée à l'existence de résidus de fucose 

en nombre variable. Les structures glycanniques représentées 

dans la Fig.60(~.184bans le chapitre des travaux personnels, 

ont été établiespar Spik et Mazurier en 1977, Spik et al., en 1979 

st Spik et al., en 1982. On constate qu'un à deux résidus de 

L--fucose branchés en a - 1,6 ou en a - 1,3 sont présents sur une 
structure N-acétyllactosaminique identique au glycanne biantenné 

de la sérotransferrine Humaine. En 1982, Matsumoto et al., ont 

également isolé des glycannes de type poly N-acétyllactosamini- 

que plus ou moins fucosylés. Les différentes structures sont 

données par comparaison dans la Fig. 62 (p. 184) 

b) Lactotransferrine de Vache 

La composition en glucides, le nombre et la 

nature des groupements glycanniques ont été essentiellement 

déterminés au Laboratoire par Chéron en 1975 et 1977, Maliet 

et Plantey en 1977. Le tableau VII(~. 33)résume les compositions 

centésimale et molaire en glucides de la lactotransferrine de 

Vache selon différents auteurs. Le pourcentage d'oses neutres 

obtenu par Chéron en 1975 est identique'à celui donné par 



TABLEAU VI1 

Composition centésimale et molaire en glucides 

de la lactotransferrine de Vache 

a) Groves en 1960 

b) Castellino et aL,en 1970 

C)  héron en 1975 

d) Maliet et Plantey en 1977 

d 

5,60 

2,98 

0,75 

24 

8 

0,6 

1 )Io 5* 

op8 

1 

* Rapport N-acétyl glu cos amine/^-acétyl galactosamine 
déterminé par la méthode de Gardel1 en 1953, après 

six heures d'hydrolyse par l'acide chlorhydrique 4 N . 

a 

4,73 

2,28 

0,13 

- 

- 

O 

- 
- 
- 

I 

Composition centésimale 

Oses neutres 

Osamines 

Acides sialiques 
-- 

Compostion molaire 

Mannose 

Galactose 

Fucose 

N-acétylglucosamine 

N-acétylgalactosamine 

Acide N-acétylneuraminique 

b 

5,60 

- 
- 

c 

5,60 

2,70 

0,60 

I 

15-16 

5-6 

O 

10-11 

O 

1 

24,4 

2 

0,4 

8,3 

1,2 

0,7 



Castellino et al., en 1970. Mais les compositions molaires sont 

différentes en particulier selon Castellino et al., en 1970 

il exlste de cinq à six résidus de galactose alors que Chéron 

en 1975 n'a pu en identiflerqu'un seul. Dans tous les cas, le 

nombre de résidus de mannose est élevé, il atteint une valeur 

de 24 pour Chéron en 1975. Mais les travaux plus récents de 

Maliet et PLantey en 1977, puis de Chéron en 1977, ont montré 

que ces résultats étaient erronnés. La lactotransferrine Bovine 

renferme au maximum neuf résidus de mannose. D'autre part, 

Chéron en 1975, puis Maliet et Plantey en 1977 ont mis en évi- 

dence de la N-acétyl galactosamine. C'est l'étude des glycopep- 

tides réalisée par ~héron qui a apporté le plus de renseignements 

sur la structure glucidique de la lactotransferrine de Vache 

Des hydrolyses pronasique , chymotrypsique et trypsique ont 

permis de montrer l'existence de deux groupements glycanniques 

liés N-glycosidiquement à la protéine ainsi que l'existence 

d'au moins trois types de structure glycannique (Fig.ll;p.351. 

- Le premier posséderait un résidu de N-acétyl galactosaminé 
et trois résidus de N-acétyl glucosamine (Glycanne 1) 

- Le deuxième serait de type oligomannosidique (Glycanne II 
et III). Il contiendrait de trois à neuf résidus de man- 

nose pour deux résidus de N-acétyl glucosamine. Cans ce 

groupe, certains glycannes seraient liés à une chaîne 

peptidique qui renferme un résidu d'arginine alors que 

d'autres glycannes seraient lies a une chaîne peptidique 

qui renferme un résidu de lyslne en C-terminal après 

hydrolyse trypsique. 

- Enfin le dernier de type N-acétyllactosaminique 
(Glycanne IV) posséderait une structure très hétérogène 

selon le nombre de résidus d'acide N-acétylneuraminique, 

de galactose et de N-acétyl glucosamine. 

Le Glycopeptide contenant un résidu de N-acétyl galacto- 

samine a été soumis à l'action de la soude 0,l M en milieu 

réducteur (Borohydrure de potassium 1 Ml-pendant quarante huit 

heures afin de savoir si ce glypeptide contenait deux glycannes 

l'un lié par une liaison N-glycosidique alcalistable et l'autre 

par une liaison O-glycosidique alcalilabile. Après la B élimination 
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aucune trace de N-ac~tylgalactosaminitol n'a pu être mise en 

évidence, éliminant ainsi la possibilité d'une liaison 

O-glycosidique de la N-acétyl galactosamine. Le groupement 

glycannique se trouvant du côté N-terminal de la chaîne peptidique 

serait de type oligomannosidique En effet la chaîne peptidique 

se forme de l'extrémité N vers l'extrémité C-terminale et le 

précurseur des structures glycanniques est un polymannoside. 

Le groupement de type N-acétyllactosaminique serait situé du 

côté C-terminal et aurait une composition variable. 

C - Conformation des glycannes 
Les études concernant la conformation des glycannes 

sont récentes ; jusqu'ici elles pouvaient être considérées 

comme spéculatives car seuls les modèles moléculaires étaient 

employés pour créer la vision d'une image spatiale des glycannes. 

En 1975, Montreuil donnait la première image du glycanne 

biantenné de la sérotransferrine Humaine. En tenant compte des 

ponts hydrogènecpouvant exister dans la molécule, une conformatica 

en Y fut retenue. Puis des études par diffraction des rayons X 

ont permis d'adopter'une conformation en T  o on treuil et al., 

en 1978, Montreuil en 1980). Ces études de modèles moléculaires 

ont également permis de définir quelques paramétres 

- Le noyau pentasaccharidique du mannotriosido-di-N-acéty: 
chitobiose invariable est compact. Le trisaccharide Man 

( 6 1-4) Glc NAc ( 8 1-41 Glc NAc ( B 1 - N )  Asn conjugué aG 

résidu d'asparagine est disposé dans un plan et stabilisé 

par au moins deux liaisons hydrogènes. 

- Les antennes constituées par l'enchaînement sialyl- N- 
aeétyllactosaminique s'enroulent en hélice dans l'espac%. 

- Le résidu de mannose 4 peut se disposer de deux manières 

par rapport au plan défini par le trisaccharide cité 

précédemment et donner ainsi une conformation en Y ou en 

T. Les données cristallographiques obtenues par Warin et al., 

en 1979 laissent supposer que le modèle T seralt le modèle 

correspondant le mieux à la réalité. 

Une conformation en "oiseau" fut suggérée par Montreuil 



en 1980, 1982 et 1983. Cette configuration est obtenue par une 

large rotation autour du résidu de mannose lié en 1,6. D'après 

des études sur ordinateur réalisées par Perez et Warin (résul- 

tats non publiés), cette conformation est énergiquement la plus 

favorable, 

Ces trois formes en Y, T et "oiseau" sont interconvertibles 

en solution et ne doivent pas être ccnsidérées comme fixes ou 

rigides (Douy et al., en 1980) comme l'ont démontré Davoust 

et al., en 1981 et Michel en 1981 par E. P. R. des glycannes 

de la transferrine préalablement substitués par des marqueurs 

de Spin. 

Le rôle fondamental du noyau manrotriosidique dans la 

conformation des glycannes a été mis en évidence par Brisson 

et Carver en 1983. Grâce à l'utilisation de la résonance magné- 

tique nucléaire, ils ont montré que le trisaccharide avait 

deux conformations idéales : l'une linéaire donnant l'image 

structurale en "oiseau" et l'autre repliée conauisant à une 

conformation en "aile brisée" dans laquelle l'antenne liée en 

cx - 1,6 est rabattue le long du résidu di-N-acétyl chitobiose. 
Ces différentes conformations possibles du glycanne bian- 

tenné de la sérotransferrine Kumaine sont représentées dans 

la Fig. 12 I p .  38). 

Dans le cas des structures glycanniques de la lactotrans- 

ferrine Humaine et particulièrement des structures monosialylées 

fucosylées, on obtient un modèle moléculaire plus compact 

probablement du à l'existence d'intéractions hydrophobes entre 

les groupements méthyles des residus de fucose branchés en 

a - 1,3 et en 2 - 1,6 ainsi qu'avec les groupements méthyles 
des groupes acétamido des N-acétyl  luc cos amines (Fig. 13;p. 39). 

La structure générale des transferrines étant précisée, 

ceci nous permet d'aborder le chapitre concernant l'activité 

biologique des transferrines. 



- adonf~rmar ion en 3isea1-r 
"brocken w i n y " 

Figure 12 

Modeles moléculaires compacts  du g l v c a n n e  b i a n t e n n é  d e  

t a  ~ e r o t r a n s f e r r i n e  humaine s e l o n  Montreuil et al., en 1978. 

Montreuil e n  1980, 1982 et 1983, Brisson et C a r v e r  en 1983. 



Figure 13 

Conformation du glycanne difucosylé de la lactotransferrlne 

ijurnaine selon Montreuil en 1 9 8 4  ( L a  flèche indlque la confluence 

des quatre groupes méthyles). 



ROLES BZOLOGIQUES DES TRANSFERRZNES 

1 - INTRODUCTION 
Le fer est un des oligoéléments les plus indispensables 

de l'organisme. Il est directement impliqué dans les mécanismes 

d'oxydo-réduction des chaînons respiratoires et constitue 

"le maillon-clef" de la production d'énergie de la cellule. Par 

sa présence dans l'hémoglobine, il participe également au trans- 

port de l'oxygène dans l'organisme. L'importance de la répzrtz-. 

tion du fer dans l'organisme humain entraîne une régulation de 

son transport entre les formes de réserve et les formes actives ; 

ce transport est réalisé par les transferrines. Alors que La 

sérotransferrine constitue la protéine sérique responsable de 

l'acheminement du fer vers les tissus utilisateurs, la lacto- 

transferrine intervient plus spécifiquement dans les cas de 

l'absorption intestinale du fer et dans les mécanismes de 

défense anti-infectieuse. 

II - ACTIVITES BIOLOGIQUES DES SEROTRANSFERRINES 

Les sérotransferrines sont une plaque tournante du 

métabolisme du fer, Elles sont le principal transporteur de 

ce métal vers différents organes donc vers différents types 

de cellules ; cela implique l'existence de récepteurs spécifiques 

de la sérotransferrine situés à la surface des cellules où 

s'effectue le transport du fer. 

1) ~ Ô l e  des sérotransferrines dans la biosynthèse 

de l'hémoglobine 

Les cellules hématopoïétiques de la moëlle osseuse 

permettent par différenciations successives, la formation de 

l'érythroblaste, du réticulocyte, puis de l'hématie. Il existe 

au cours de cette différenciation, une variation du nombre de 

récepteurs de la sérotransferrine, liée à la régulation du 



transfert du fer (Van Bockxmeer et Morgan en 1979, Iacopetta 

et al., en 1982, Pan et al., en 1983). Les études dtincorporatSan 

du fer effectuées sur le réticulocyte précurseur immédiat de 

l'hématie montre que celui-ci, est capable de fixer le fer alors 

que l'hématie a perdu cette capacité. Le mécanisme d'incorpora- 

tion du fer dans l'hémoglobine de l'érythroblaste et du réticu- 

locyte a été mis en évidence par Walsh et al., en 1949. La par- 

ticipation de la sérotransferrine a été révélée par Jandl et 

Katz en 1963. 

La revue de Aisen en 1983 résume les nombreuses études 

faites à ce propos. 

2 )  Rôle des sérotransferrines dans l'absorption intestinale 

du fer 

Le fer contenu dans les aliments est absorbé par l'in- 

testin (Turnbull en 19741, puis stocké dans ltentérocyte sous 

forme de ferritine avant d'être livré à la sérotransferrine 

(Helbock et Saltman en 1967). Un tel mécanisme suggére l'exis- 

tence de deux récepteurs : l'un pour l'absorption du fer dans 

llentérocyte, - l'autre permettant le passage du fer dans le 
plasma. L'existence de deux récepteurs de la sérotransferrine 

n'a pas encore été miseen évidence. 

3 )  Rôle des sérotransferrines dans la mise en réserve du 

fer dans l'hépatocyte 

Les sérotransferrines sont principalement synthétisées 

dans le foie, organe où se situe également la réserve la plus 

importante du fer. 

La sérotransferrine livre son fer uniquement aux cellules 

parenchymateuses du foie. 

Une fixation spécifique du fer aux hépatocytes a égale- 

ment été mise en évidence et résumée dans les revues de Harford 

et Ashwell en 1981, et Aisen en 1983. 

4) Activité bactériostatique des sérotransferrines 

En cas d'infection, l'organisme réagit en diminuant 

la quantité de fer de transport et en augmentant la quantité 

de fer de stockage. 



Ainsi, il peut se produire une baisse de 15 à 20 % de la concen- 

tration en sérotransferrine. L'activité de la sérotransferrine 

mise en évidence in vitro par Schade et Caroline en 1946 et 

Schade en 1961, s'exerce vis à vis de différentes bactéries. 

5 )  Conclusion 

Ce résumé rapide de l'importance biologique des 

sérotransferrines nous montre que cette protéine joue un rôle 

primordial dans le métabolisme du fer. Elles permettent au fer 

de circuler dans l'organisme et de réguler ainsi selon les besoins 

l'équilibre entre la forme active et la forme de réserve d~ fer. 

Elles interviennent également dans la lutte contre l'infection 

bactérienne. 

III - ACTIVITES BIOLOGIQUES DES LACTOTRANSFERRINES 

Les lactotransferrines jouent un rôle important ùass 

les mécanismes de défense cellulaire et humorale. 

1) Rôle de la lactotransferrine Humaine dans le çtockaye 

du fer dans le foie 

L'implication de la lactotransferrine dans le stockage 

du fer est encore mal connue.Prieels et al., en 1978, mettent 

en évidence l'existence d'un récepteur hépatique cnez le Rat 

et la Souris, responsable de l'élimination du sanç de glyco~ro- 

tiines portant un groupement fucoseal-> 3 N-acétyl gluc:?samine. 

La lactotransferrine serait éliminée& 90 % de la circulatiofi 

sanguine par ce récepteur et serait retrouvée dans l'hepatocyte. 

En 1984, Retegui et al., confirment l'existence d'un receptaur 

de la lactotransferrine dans le foie de la Souris mais ces 

auteurs infirment sa spécifité au fucose a 1-> 3 N-acktyl 

glucosamine et le situent dans le système réticulo-endothélial. 

L'importance du mécanisme reste encore mal expliquée. 

2) Rôle de la lactotransferrine Humaine dans la nutrition 

en fer du nourrisson et dans l'absorption intestinale 

La lactotransferrine humaine fut longtemps considérée 

comme la principale source du fer du noarrisson. Elle est pré- 

sente à raison de 1 & 2 g/l dans le lait de Femme et renferme 0,3% 



du fer soit 0,8 mg/l (Blanc en 1964) quantité suffisante unique- 

ment pour les besoins du nourrisson de moins de 6 mois nourri 

au lait maternel. 

Chez l'adulte, le fer apporté par l'alimentation est libéré 

dans l'estomac sous l'effet du pH et sous l'action de la pepsine 

Chez le nourrisson comme le pH de l'estomac est voisin de 4 

et la protéolyse faible, la lactotransferrine n'est pas désaturée 

(Spik en 1971). 

Les travaux de Spik et al., en 1982 ont montré que la lacto- 

transferrine non hydrolysée est retrouvée dans les selles des 

nourrissons. Cette coprolactotransferrine a gardé outre son 

activité anti-infectieuse, la capacité de fixer le fer. La 

grande stabilité du complexe fer-lactotransferrine pose le pro- 

blème de la libération du fer dans l'intestin. Selon Spik en 

1971, la lactotransferrine céaerait son fer à des chèlateurs 

avec l'intermédiaire possible de la transferrine. 

La nature exacte de la molécule impliquée dans l'absorption 

du fer est mal connue. En 1979, Cox et al., ont mis en évidence 

un récepteur membranaire au niveau des entérocytes reconnaissant - 

aussi bien la lactotransferrine gumaine que la lactotransferrine 

de Vache. Ce récepteur a également été caractérisé dans les 

villosités intestinales fie Lapin par Mazurier et al., en 1984. 

3 )  ~ Ô l e  des lactotransferrines dans les mécanismes de 

défense anti-infectieuse 

Une étude approfondie du rôle de la lactotransferrlne 

dans les mécanismes de défense antibactérienne a été faite dans 

les revues générales de Reiter et al., en 1975 et Spik et 

Montreuil en 1983. Deux rôles des lactotransferrines sont a 

considérer dans les mécanismes de défense anti-infectleuse : 

- rôle dans l'immunité à médiation cellulaire 

- rôle dans l'immunité humorale 

a) Rôle dans l'immunité cellulaire 

La lactotransferrine Humaine joue un rôle dans 

l'activité bactéricide des leucocytes polymorphonucléaires. 

Leffell et Spitznagel en 1972 ont montré qu'en cas d'agression 

microbienne, les granules de ces leucocytes humains étaient 

dégranulés et libéraient de llapolactotransferrine dans le phagoly- 

sosome et le milieu extracellulaire. 



La lactotransferrine exerce une activité bactéricide par ferri- 

privation intravacuolaire et par production de radicaux hydroxy- 

les libres oxydants et bactéricides et ceci grâce au fer ferri- 

que Fe +++ qu'elle apporte. 

La lactotransferrine humaine régule également la migration 

des cellules immunocompétentes au lieu d'inflammation. 

Les leucocytes polynucléaires sont les premières cellules 

à parvenir au site inflammatoire(De Sousa en 1978) ; elles 

synthétisent de la lactotransferrine qui va attirer les macro- 

phages et les lymphocytes par l'intermédiaire de récepteurs 

membranaires (Van Snick et Masson en 1976) Moroz et al., en 1977) 

De plus, les macrophages attirent les lymphocytes par Ià syn- 

thèse de ferritine et de sérotransferrine. 

Donc lors d'une infection, la sidérémie baisse brutalement, 

l'absorption intestinale du fer diminue (Beresford et al,., 

en 1971) au profit d'une augmentation du fer de rSserve dans 

le foie et les macrophages. L'ensemble de ces phénorntnes a pour 

but de diminuer par ferriprivation la croissance des bactgries 

lesquelles libérent des sidérophores qui vont entrer en compé- 

tition avec les protéines ferri-fixatrices de l'hôte. 

La fig. 14(p. 45)propose, un schéma du mécanisme de l'hypo- 

sidérémie inflammatoire, Hashizume et al., en 1983 ont également 

montré que la lactotransferrine Rumaine aussi bien que 1s lacto- 

transferrine Bovine constitue un facteur de croissance essentiel 

pour les lignées de lymphocytes B et T. Cependant la lactatrans- 

ferrine augmente la cytotoxicité des monocytes vis à vic de cer- 

taines lignées cellulaires (Horwitz et al., en 19843. 

b) Rôle dans l'immunité humorale 

En 1961, Blanc et Isliker posaient en hypothese que 

la lactotransferrine Bovine possédait une activité bactériosta- 

tique et antitoxique. Cette hypothèse est confirmke pour la 

lactotransferrine Humaine en 1966 par Blanc, puis Masson et 

Heremans qui démontrent en effet que la lactotransferrine Humaine 

posséde une activité bactériostatique in vitro pour Staphylococcus 

Aureus et Staphylococcus Albus et pour Pseudomonas Aeruginosa 

Les expériences conduites sur les lactotransferrines de Vache 

mais également de ~hévre par Orarn et Reiter en 1968 montrent 
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que celles-ci possédent une activité bactériostatique sur 

et Bacillus subtilis pourvu qu'elles 

na soient que partiellement saturées en fer. L'addition de sels- 
- 

ferreux au milieu d'incubation supprime l'inhibition de croissance 

bactérienne par les lactotransferrines. Ces auteurs démontrent 

que l'activité bactérienne de la lactotransferrine est accrue 

par CO++, ~ n + + ,  ~ i + + ,  CU++. 

Cette activité réside en un mécanisme de ferriprivation 

(Schade et Caroline en 1944 et Feeney en 1951) ou la Iactotrans- 

ferrine joue un rôle compétitifavec les sidérophores bactériens 

pour la capture du fer. Arnold et al., en 1982 démontrent égale- 

ment que l'apolactotransferrine dissoute dans l19au distillée 

a un effet bactéricide direct sur un grand nombre de microor- 

ganismes incluant Gram ( + ) ,  Gram ( - ) ,  aérobies, anaércbies, et 

des levures. La lactotransferrine est présente dans 1s plupart 

des milieux de sécrétion ainsi que le lysozyme et les immunoglc- 

bulines . Ces trois constituantsagissent en synerqie lors d'une 
attaque microbienne (Spik et Montreuil en 1983). En effet, le 

lysozyme associe son activité lytique vis à vis Ces Gram ( + )  

à l'action bactériostatique de la lactotransferrine. La mise 

en évidence d'un complexe formé par la lactotransferrine et le 

lysozyme a été réalisée par Jorieux et Jorieux at al., en 1983. -- 
De nombreux auteurs ont également montré que i'êctivité 

bactériostatique des lactotransferrines Humaine et Çcvine 

augmentait en présence d'immunoglobulines S I g A  ou IgG spécifi- 

ques des bactéries (Bullen et al., en 1972, Rogers en 1976, 

Rogers et Singe et Spik et al., en 1978). 11 faut noter que 

cette synergie d'action n'est effective que sur des bactéries 

pathogènes et non sur des bactéries commensales (Stephens 

et al., en 19801. 



C O N C L U S I O N  

Les rôles biologiques de la lactotransferrine sont 

multiples. Elle joue un rôle indispensable dans des mécanismes 

de régulation vitaux que sont l'absorption intestinale du fer 

et son stockage par le foie. Son importance est indiscutable 

pour tous les mécanismes immunitaires mis en jeu lors d'une 

agression bactérienne ; d'une part, par son action ferripri- 

vatrice, et d'autre part par sa reconnaissance cellulaire 

entraînant la "calvacade" des cellules immunocompétentes. 

Comme nous avons pu ie constater au cours des chapitres 

précédents, la çérotransferrine et la lactotransferrine Humaines 

et l'ovotransferrine de Poule sont des glycoprotéines très 

étudiées du point de vue structural et du point de vue biologi- 

que. La structure primaire de leurs chaînes peptidiques est 

maintenant bien établie, bien que peu d'informationssoientconnues 

sur la structure secondaire et tertiaire, il apparaît que 

toutes les transferrines sont constituées d'une seule chaîne 

peptidique organisée en deux lobes compacts et indépendants 

renfermant chacun un site de fixation du fer et correspondant 

aux moitiés N et C-Terminales de la molécule (Fig. 3;p.17). 

Les études de conformation des transferrines sont encore très 

fragmentaires,l'analyse par diffraction X de la sérotransferrine 

de Lapin a &té réalisée et a permis de constater la nature 

bilobaire de la protéine (Gorinsky et al., en 1979). 

Sur la chaîne peptidique sont conjugués un ou plusieurs 

groupements glycanniques plus ou moins complexes selon le type 

de transferrine . La structuredes glycannes de ces trois trans- 
ferrines étant maintenant bien définie, nous nous sommes inté- 

ressés à l'hétérogénéité glycannique d'autres transferrines. 

NOUS avons donc entrepris une étude comparative de la 

structure glycannique des transferrines de diverses origines en 

essayant de mettre en évidence les différents facteurs interve- 

nant .lors de la glycosylation de ces protéines afin de préciser 

sl les glycannes représentent ou non des marqueurs de l'évolution. 
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d e  Poule 

1 - INTRODUCTION 

En 1962, Williams montre que les compositions en 

amino-acides de la sérotransferrine et de l'ovotransferrine 

de Poule sont très voisines. En 1978, Thibodeau et al., 

déterminent les séquences peptidlques N-Terminales de 

ces deux transferrines et montrent qu'elles sont sembla- 

bles. Les évidences structurales sugqèrent que ces pro- 

téines possédent le même gène précurseur. En 1982, les 

travaux de Jeltsch et Chambon permettent de déterminer 

la séquence nucléotidique codant pour l'ovotransferrine 

mais également pour la sérotransferrine de Poule. 

Williams et al., en 1982 montrent que 3-3 séquence pepti- 

dique complète de ces deux glycoprotéines est identique. 

11 é t a ~ t  intéressant, compte-tenu du fait que les deux 

protéines possédent la même structure peptidique mais 

sont synthétisées l'une dans le fone et l'autre dans 

l'oviducte, de comparer les structures glycanniques de 

l'ovotransferrlne et de la sérotransferrine de Poule. 

La structure glycannnque cie l'ovctransferrine de 

Poule a été établie en 197.9 par Spik et al., et confrrmée 

en résonance magnétique nucléaire à 360 MHz par Dorland 

et al., la même année (Fig. 1 9 ; p . 6 2 ) .  Nous allons décrire 

uniquement le résultat de nos reçnerches sur la structure 

glycannique de la sérotransferrine de Poule. 

II - PREPARATION DE LA SEROTRANSFERRINE DE POULE 

La sérotransferrine de Poule a été préparée au 

Laboratoire selon le protocole décrit p.213* 

* Nous remercions J.P. Decottignies pour la préparation 

de cette transferrine. 



La pureté de la protéine est controlée par électro- 

phorèse en gel de polyacrylamide suivant les conditions 

décrites p.216 . L'électrophorèse réalisée en présence de 
témoins de masse moléculaire connue permet d'attribuer 

à la sérotransferrine de Poule une masse moléculaire 

voisine de 80000 daltons (Fig. 15;p. 50). Les compositions 

centésimale et molaire en glucides de la sérotransferrine 

de Poule comparées à celles de l'ovotransferrine de Poule 

sont résilmées dans le tableau VIII(~. 51). Sur la base 

des compositions en oses, nous pouvons en déduire que la 

séïcïransferrine de Poule ne posséde qu'un seul glycanne 

comme l'ovotransferrine. Elle renferme en outre du galactose 

et de l'acide N-acétyl neuraminique. 

III - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES 
* 

1) Hydrolyse pronasique 

Trois g de sérotransferrine de Poule sont hydro- 

lysés par la pronase selon le procédé décrit p.216. La 

composition en acides aminés des glycopeptides est déter- 

minée à l'autoanalyseur Beckman ; Pour un résidu dtAsp, 

on a identifié 0,3 résidu de Ser et Glu, 0,2 résidu de 

Thr, 0,6 résidu de Gly, 0,25 résidu dlAla et 4,3 résidus de 

Glc NH2. Les glycopeptides pronasiques sont séparés par 

chromatographie d'affinité sur colonne de CO~A-Sépharose 4B. 

2 )  Fractionnement des glycopeptides 

Vingt cinq mg du mélange de glycopeptides sont 

chromatographiés sur colonne de ConA-Sepharose 4B suivant 

le protocole décrit à la p. , 2201 .  

On obtient deux fractions A et B 

-la fraction A : 21 % ,  non retenue par la lectine 

estéluée par le tampon de départ ne renfermant pas 

d' a -méthyl-D-glucoside. 



Figure 15 

Electrophorèse en qel de polyacrylarnide de la 

sérotransferrine ( 3 )  et de l'ovotransferrine ( 2 )  de 

Poule et de l'ovotransferrine de Dinde (1). 



TABLEAU VI11 

Composition~centésimale et molaire en monosaccharides 

de la sérotransferrine de Poule 

et de l'ovotransferrine de Poule 

Les compositions sont déterminées par dosage colorimètrique 

Monosaccharides 

Oses neutres 

fiexosamines 

Acide N-acétyl 
neuraminiqüe 

TOTAL 

Fuc 

Ga1 

Man * 

GlcNAc 

NeuAc 
+ 

et chromatographie en phase gazeuse après méthanolyse selon les 

protocoles décrits p. 12. 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de 

Composition centésimale 

trois résidus de mannose. -- 

Sérotransferrine 

1,15 

1,lO 

0,60 

2,85 % 

+ Spik et al., en 1979 et Dorland et al., en 1979. 
b- 

Ovotransferrine 

0,85 

1,78 

O 

2,63 % 

Composition molaire 

Sérotransferrine 

O, 30 

2,60 

3 

4,30 

1,70 

Ovotransferrine 

O 

O 

3 

5,60 

O 



- La f r a c t i o n  B : 79 %, r e t e n u e  est  e l u é e  p a r  l e  

tampon d e  d é p a r t  r e n f e r m a n t  d e  1' a -  D - méthy l  

g l u c o p y r a n o s i d e  15mM. 

Après d é s s a l a g e  s u r  c o l o n n e  d e  BioGel  P2 l a  f r a c -  

t i o n  B d o n n e  d e u x  s o u s  f r a c t i o n s  B1 e t  B2. 

La c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  des  m o n o s a c c h a r i d e s  

p r é s e n t s  d a n s  ces deux  f r a c t i o n s  e s t  donnée  d a n s  l e  

t a b l e a u  IX(p.531. 

I V  - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES 

1) D é t e r m i n a t i o n  d e  l a  c o n p o s i t i o n  m o l a i r e  e n  

m o n o s a c c h a r i d e s  

L e  t a b l e a u  I X  ( p, 5 3 )  r s s s e m b l e  l e s  c o m p o s i t i o n s  m o l a i -  

res en g l u c i d e s  d e s  g l y c o p e p t i d e s  t o t a u x  de l a  s é r o t r a n s -  

f e r r i n e  e t  d e  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  d e  P o u l e  a i n s i  q u e  c e l l e  

d e s  f r a c t i o n s  g l y c o p e p t i d i q u e ç  d a  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  de 

Poule  o b t e n u e s  s u r  c o l o n n e  de Con A-Sépha rose .  L ' a n a l y s e  

de c e  t a b l e a u  nous  mon t r e  q u ' i l  e x i s t e  une g r a n d e  d i f f é -  

r e n c e  d a n s  l a  c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  en  g l u c i d e s  des g l y c o p e p -  

t i d e s  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  c e l l e  d e  l t o v o t r a n s f e r r i n e  

de  Pou le .  On o b s e r v e  l a  p r é s e n c e  d ' u n  peu d e  f u c o s e ,  d e  

2 , 5  r é s i d u s  d e  g a l a c t o s e  a i n s i  que  de 2  r é s i d u s  d ' a c i d e  

N - a c é t y l n e u r a y i n i q u e  d a n s  ld s é ï o t r a n s f e r r i n e  de P o u l e ,  

a l o r s  q u e  c e s  3 m o n o s a c c h a r i d e s  s o n t  a b s e n t s  d a n s  l t o v o -  

t r a n s f e r r i n e  d e  P o u l e .  Cependan t  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  p o s s é d e  

un r é s i d u  s u p p l è m e n t a i r e  d e  N - a c é t y l  g l u c o s a m i n e .  

En ce q u i  c o n c e r n e ,  l e s  c o m p o s i t i o n s  m o l a i r e s  en  mono- 

s a c c h a r i d e s  d e s  f r a c t i o n s  g l y c o p e p t i d i q u e s  d e  l a  s é r o t r a n s -  

f e r r i n e  de Pou le  o b t e n u e s  s u r  c o l o n n e  de C O ~ A - S é p h a r o s e  

l e s  d i f f é r e n c e s  m a j e u r e s  se s i t u e n t  a u  n i v e a u  des r é s i d u s  

de g a l a c t o s e  e t  d e  N-acé ty l  g l u c o s a m i n e .  La f r a c t i o n  A 

posséde  un  peu p l u s  de g a l a c t o s e  e t  un r é s i d u  d e  N-acGtyl 

g l u c o s a m i n e  s u p p l é m e n t a i r e .  

L e s  f r a c t i o n s  B1 e t  B2  o n t  d e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  

v o i s i n s ,  c e p e n d a n t  l a  f r a c t i o n  B 1  r e n f e r m e  un r é s i d u  



TABLEAU f X  

Composition molaire en glucides des glycopeptides 

de la sérotransferrine et de l'ovotransferrine 

de Poule 

Monosaccharides 

Fuc 

Ga1 

Man * 
Glc Nkc 

Neu Ac 

Rapports molaires des glycopeptides 
totaux 

Monosaccharides 

Sérotransferrine 

Rapports molaires des fractions 
glycopeptidiques obtenues sur 

colonne de Concanavaline 

Ovotransferrine 

sérotransferrine 
B1 B2 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de trois 
résidus de mannose. 



d ' a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u e  s u p p l é m e n t a i r e .  

Chacune  d e s  f r a c t i o n s  g l y c o p e p t i d i q u e s  a  é$e 

m é t h y l é e  e t  a n a l y s é e  e n  s p e c t r o m é t r i e  de m a s s e .  L e s  r a p -  

p o r t s  m o l a l r e s  o b t e n u s  s o n t  d o n n é s  d a n s  l e  t a b l e a u  ~ i p .  55). 

a )  E t u d e  d e  l a  f r a c t l o n  A 

On r e t r o u v e  d e  nombreux d é r i v é s  m é t h y l é s  e n  

p r o p o r t i o n  v a r i a b l e  no tamment  0 , 4 0  e t  0 . 3 0  r é s i d u  d e  

( 3 , 4 )  Me2 - Man e t  d e  ( 3 . 5 )  Meî - Man. La p r é s e n c e  d e  ces 

d e u x  d é r i v é s  l a i s s e  s u p p o s e r  l ' e x i s t e n c e  d e  g l y c a n n e s  

t r i a n t e n n é s .  C e t t e  f r a c t i o n  est  d i s i a l y l é e .  On r e t r o u v e  

d e  l ' a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u e  l i é  e n  a - 2 , 6  e t  e n  

a - 2 , 3 .  

b) E t u d e  d e  l a  f r a c t i o n  BA 

C e t t e  f r a c t i o n  p a s s 4 d e  l es  d é r i v é s  m é t h y l é s  

c l a s s i q u e s  d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e .  L e  r a p p o r t  m o l a i r e  

d e  i a  ( 3 , 6 )  Me2 - G l c N A c  Me est un peu f a i b l e .  C e t t e  

f r a c t i o n  es t  d i s i a l y l é e .  O n  n e  r e t r o u v e  p a s  de  d é r i v é s  

p e r m é t h y l  g a l a c t o s e .  

C )  E t u d e  d e  l a  f r a c t i o n  B2 

La f r a c t i o n  8 2  r e n f s r m e  é g a l e m e n t  l e s  d é r i v é s  

m é t h y l é s  d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e .  C e p e n d a n t  o n  r e t r o u v e  

un r é s i d u  d e  ( 2 ,  3 ,  4 ,  6)Me4-Ga1 e t  un s e u l  r é s i d u  de 

( 4 ,  7 ,  8 ,  9 )  Me4-NeuAc ce q u i  e s t  e n  f a v e u r  d ' u n e  s t r u c -  

t u r e  m o n o s i a l y l é e .  L ' a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u e  e s t  l i e  

e n  a - 2 . 6 .  On r e t r o u v e  é g a l e m e n t  d u  ( 2 .  3 ,  4 )  Me3-Fuc. 

3 )  ~ é s o n a n c e  m a g n é t i q u e  n u c l é a i r e  

L e s  f r a c t i o n s  A, 81 e t  B 2  o n t  é t é  a n a l y s é e s  en. 

r é s o n a n c e  m a g n é t i q u e  n u c l é a i r e .  L e  t a b l e a u  X I ( p .  571 

d o n n e  l e s  v a l e u r s  d e s  d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s  d e s  d i f f é -  

r e n t s  g r o u p e m e n t s  p r é s e n t s  d a n s  les m o n o s a c c h a r i d e s  c o n s -  

t i t u a n t s  l e s  g l y c o p e p t i d e s  des f r a c t i o n s  B1 e t  B2. Le 



TABLEAU X 

Identification et détermination des rapports 

molaires des dérivés méthylés de monosaccharides 

des glycopeptides de la sérotransferrine de Poule 

isoles sur colonne de ConA - Sepharose 

Rapports molaires des éthers méthyliques 

des fractions 

(2,3,4) Me3 - Fuc 
(2,3,4,6) Me4 - Ga1 
(2,3,1) Me3 - Cal 
(2,4,6) Mej - Ga1 
(2,4) Me2 - Man * 
(3,4) Me2 -Man 

( 3 , 6 )  We2 - Man 
( 3 , 4 , 6 !  Me3 - Man 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base d'un 
résidu de (2,4) Me2-Man. 



m a t é r i e l  g l y c o p e p t i d i q u e  é t a n t  i n s u f f i s a n t  p o u r  l a  f r a c -  

t i o n  A ,  s a  s t r u c t u r e  n ' a  p a s  pu ê t r e  d é t e r m i n é e  p a r  

r é s o n a n c e  m a g n é t i q u e  n u c l é a i r e .  L e s  f i g u r e s  lF j (p .58)  e t  

1 7 ( ~ . 5 9 ) d o n n e n t  l e s  s p e c t r e s  d e  r é s o n a n c e  m a g n é t i q u e  nu-  

c l é a i r e  à 400 MHz d e s  f r a c t i o n s  B1 e t  B 2 .  

L ' a n a l y s s  d u  s p e c t r e  d é m o n t r e  l a  p r é s e n c e  d ' u n e  s t r u c -  I 

t u r e  b i a n t e n n é e  de t y p e  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e .  En e f f e t ,  

l e s  d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s  des  p r o t o n s  H d e s  mannoses  
2 

3 ,  4  e t  4 '  ( r e s p e c t i v e m e c t  4 . 2 5 3  ppm, 4 .195  ppm e t  4 . 1 1 8  ppm) - - - - -- -- 
s o n t  e n  f a v e u r  de c e t t e  s t r u c t u r e .  D e  p l u s ,  l e s  v a l e u r s  

d e  1 . 7 1 6  ppm ( H - 3 a x )  e t  àe 2 . 6 7 1  ppm (H-3éq)  n o u s  m o n t r e  

q u e  l e  composé  B e s t  s i à l y l é  ; l ' a c i d e  N l a c é t y l  n e u r a m i -  1 
n i q u e  e s t  l i é  e n  a -2 ,  6 s u r  l e s  g a l a c t o s e s  6 e t  6 '  q u i  

r é s o n n e n t  à 4 . 4 4 3  ppin e t  4 . 4 4 6  ppm r e s p e c t i v e m e n t .  C e p e n d a n t  

il e x i s t e  u n e  légere  h é t é r o g é n é i t é  d u e  à l a  p r é s e n c e  d ' u n e  

f a i b l e  p r o p o r t i o n  ( 2 5  % )  de  Ga1 5 '  non s u b s t i t u é  comme l e  - 
p r o u v e n t  l es  d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s  s u i v a n t s  : H - 1  Man 4 '  - 

( 4 . 9 2 8  ppmf,  H1-Ga1 6' - - ( 4 . 4 7 2  p p m ) ,  H-l G l c N A c  _ 5 '  ( 4 . 5 8 1  pprn),  - - - - 
CH3 de  l ' a c é t a m i d o  d e  G l c N A c  5' ( 2 . 0 4 7  ppm).  - - 

En d é f i n i t i v e ,  l e  s p e c t r e ,  d e  t r è s  bonne  q u a l i t é ,  n o u s  

pe rmet  d e  d i r e  q c a  l a  f r d c t i o n  B e s t  composée  des  g l y c o p e p -  
1 

t i d e s  p r é s e n t e s  à l a  F i g .  1 8  (p. 51). 

~ ' i n t e r p r e t a t i o n  d u  s p e c t r e  m o n t r e  u n e  g r a n d e  a n a l o g i e  

a v e c  c e l u i  o b t e n u  p o u r  un q l y c o p e p t i d e  d e  t y p e  b i a n t e n n é  

n o n o s i a l y l é .  L ' a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u e  e s t  l i é  e n  a -2 ,  6  

s u r  l e  g a l a c t o s e  5 ( H - 1 ~ a n 4  : 5 . 1 3 4  p p m ) .  C e p e n d a n t ,  il - - 
e x i s t e  35 % d e  s t r u c t u r e  a s i a l o  (H-1Mani : 5 . 1 1 9  ppm).  - 
C e s , d e u x  s t r u c t u r e s  se c o m p l i q u e n t  p a r  l a  p r é s e n c e  d ' u n  

r é s i a u  d e  f u c o s e  s u r  l a  N - a c é t y l  g l u c o s a m i n e  d u  p o i n t  d ' a t t a -  

- c h e  ( e n v i r o n  25 % ) .  C e t t e  s u b s t i t u t i o n  p a r  l e  f u c o s e  e.st 

p r o u v é e  p a r  l ' i n f l u e n c e  q u ' i l  r é a l i s e  s u r  l a  g l u c o s a m i n e  -2 
12.096 pprn) e t  é g a l e m e n t  p a r  l e s  d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s  d e  

; e s  p r o t o n s  r e p r é s e n t a t i f s   CH^ Fuc : 1 . 2 0 5  ppm e t  

H - 1  F.uc : 4.874 pprn). En c o n c l u s i o n ,  l a  f r a c t i o n  B2 e s t  com- 

p o s é e  des  g l y c o p e p t i d e s  p r é s e n t é s  à l a  F i g .  1 8  (p .  62) 



til i s s c . m e n t s  c h i m i q u e s  d e s  p ro t  ~ l i i s  r e p r t j s e n t a t  I tii, de  La s t r u c t u r e  pr i m a l r e  d e s  

g l y c o p e p t ~ d e ç  i s o l C s  de  l a  s é r o t r a n s f ê r r i n e  ae L>oule  
F r a c t i o n  B1 F r a c t i o n  B 

O - * & P *  k" 
O-m-0 1 "*>.Ain CI) DY1>~*\n w - 4  ( b )  

7 5 %  2 5 %  6 5 %  

sa* 3 5 %  t 
-- y .-.- 

H - 1  - - -  G l c N A c  1 ( a  ( ::0:9 ( a )  [ 5 . 0 6 9  5 . 0 8 0  5 . 0 8 0  
5 . 0 4 4  

( a )  ( 5 . 0 7 4  
( a l  [ 5 . 0 7 4  

G l c N A c  2 1 4 . 4 1 4  4 . 6 1 4  4 . 6 1 4  4 . 6 1 4  
i n . d .  ( c )  n . d .  ( c l  

Man 3 1 4 . 7 7 3  4 , 7 7 3  4 . 7 6 8  4 . 7 6 8  
Man 4  1 5 . 1 3 2  5 . 1 3 2  5 . 1 3 4  5 . 1 1 9  
Man 4 '  1 4 . 9 4 7  4 . 9 2 8  4 . 9 2 9  4 . 9 2 9  
G l c N A c  5 ' 4 . 6 0 3  4 . 6 0 3  4 . 6 0 3  4 . 5 8 1  
G l c N ~ c  5'1 4 . 6 0 3  4 . 5 8 1  4 . 5 8 1  4 . 5 8 1  
G a 1  6 ' 4 . 4 4 3  4 . 4 4 3  4 . 4 4 5  4 . 4 6 5  
G a 1  6 '  1 4 . 4 4 6  4 . 4 7 2  4 . 4 7 2  4 . 4 7 2  

I 
H-3e - -  NeuAc ( n 2 - 6 1 2 . 6 7 1  

i 

Man 3  
Man 4  
Man 4 '  

4 . 2 5 3  
4 . 1 9 5  
4 . 1 1 8  

a )  h é t é r o g é n é i t é  d u e  à l a  p a r t i e  p e p + ; d i q u e  b) x  + y  = 2 5  % ( i l  y a  2 5  % de s t r u c t u r e s  f u c o s y l é e s '  

G l c N A c  2 
d "q, . --1 

G l c N A c  5  
tt, G l c N A c  5 '  

C I  n . d .  : n o n  d é t e r m i n é .  

2 . 0 8 2  

2 . 0 6 9  
2 . 0 6 5  

P o u r  l e s  e x p l i c a t i o n s  c o n c e r n a n t  l a  n a t u r e  des d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s ,  se  r e p o r t e r  a u x  r e v u e s  
q é n é r ü l e s  d e  V l i e g e n t h a r t  e t  a l . ,  e n  1 9 8 1  e t  1 9 8 3 .  



Cal t61-4)Clc~Ac t61-2~WM(al-6/ 

6" 5" 4'. 25 f 

P r o t o n s  anornériyues P r o t o n s  H-2 

Figure 16 

CH3Acqtamido 

Spectre de résonance maqnétiqce nucléaire à 400 MHz de la 

fraction glycopeptidique El de la sérotransferrine de Poule 

obtenue sur colonne de ConA-Sépharose. 
2 2 

Conditions de mesures: f 1 2 0  ; 2 7 .  C: p H = 7 

X l / 4  

5 

NeuAc 



O a - 

m a -  
'al U V) 
L h . 3  



4 )  C o n c l u s i o n  

L e s  s t r u c t u r e s  d o n n é e s  à l a  F i g .  1 8 ( p . 6 1  e t  6 2 ) d e s  f r a c t i o n s  

i s o l é e s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  c o r r e s p o n d e n t  aux 

s t r u c t u r e s  d u  g l y c a n n e  p r é s e n t  d a n s  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

d e  Pou le .  

Sa s t r u c t u r e  n ' a  ?a s  é t é  d é t e r m i n é e .  L ' a n a l y s e  

a p r è s  m é t h y l a t i o n  e n  s ? e c t r o m è t r i e  d e  masse m e t  e n  

é v i d e n c e  l a  p r é s e n c e  de s t r u c t u r e s  t r i a n t e n n é e s .  D e  p l u s  

ce t t e  f r a c t i o n  e s t  non r e t e n u e  s u r  c o l o n n e  de ConA- 

S é p h a r o s e .  Une n o u v e l l e  p r é p a r a t i o n  d e  s é r o t r a n s f e r r i n e  

de Poule  et un i s o l e m e n t  e n  p l u s  g r a n d e  q u a n t i t é  de 

c e t t e  f r a c t i o n  p e r m e t t r a  à l ' a v e n i r  d e  d é t e r m i n e r  s a  

s t r u c t u r e .  

p o s s é d e  une  s t r u c r u r e  m a j e u r e  b i a n t e n n é e  d i s i a l y l é e  

s e m b l a b l e  a u  g l y c a n n e  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  Humaine. 

On r e t r o u v e  éga l emen t  25 % de s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  

m o n o s i a l y l é e .  

pos séde  une  s t r u c t u r e  m a j e u r e  b i a n t e n n é e  m o n o s i a l y l é e  

mais  r e n f e r m a n t  du f u c o s e  l i é  au r é s i d u  de N - a c é t y l  

g l u c o s a m i n e  du  p o i n t  d ' a t t a c h e .  L ' a c i d e  s i a l i q u e  est 



~eu~c(a2-6)~al(61-4)~lc~~c(~-2)~an(al-3) 

\Man(Bi-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(61) Asn 

NeuAç (a2-6) Ga1 (61-4) G ~ C N A C  (61-2) Man (ai-6) / 
~eu~c(a2-3)Ga1(61-4) GlcNAc(6l-6) 

/ 

Structure du composé A 

Neu~c (a2-6) Ga1 (61-4) G~ C N A C  (w-2) Man (al-3) 

\Han (61-4) GlcNAc (61-4) GlcNAc ( 61 Asn 

NeuAc ((32-6) Ga1 (61-4) G~CNAC(&-2) Man(a1-6) / 75 % 

~euAc(a2-6)~al(~l-4)~lc~~c(~1-2) Man(U1-3) 

\Han(B1-4) GlcNAc (61-4) GlcNAc (BI)  Asn 

~al(81-4)~lc~~c(61-2)~an(al-6) / 25 z 

Structure du composé B 
1 

FIGURe 18 

Structures du glycanne de la sérotransferrine de Poule 



N ~ U A C  (~2-63 cal (01-4) G~CNAC (01-2)   an ((31-39 

\Man(Bl-4)GlcNAc(81-4) GlcNAc(B1) Asn 

 al (BI-4) G~CNAC (01-2) ~an(a1-6) / Fuc(a1-6) 1 x 

  al (01-41 ~ l c ~ ~ c ( 0 1 - 2 )    an (ai-3) 
65 % 

\Man( 01-41 GlcNAc (81-4) GlcNAc (81) Asn 

~ a l ( B 1 - 4 ) ~ l c ~ ~ c ~ B 1 - 2 )  ~an(Ct1-6) / Fuc 1 (al-6) y 

Structure du composé B 
2 

FIGURE 18 

Structura du qlycanne de la sérotransferrine de Poule 

FIGURE 19 

Structure du glycanne de l'ovotransferrine de Poule selon Çpik et al., 

en 1979 et Dorland et al., en 1979 



porté par la branche Man ( a 1-31. Il renferme aussi une 

structure non sialylée plus ou moins fucosylée. 

En résumé, les deux structures déterminées présentes 

dans la sérotransferrine de Poule sont de type 

N-acétyllactosaminique, biantennées, disialylées, fuco- 

sylées ou non fucosylées. Au cours de la préparation 

l'acide N-acétyl neuraminique a été plus ou moins détruit 

ce qui explique la présence de structures asialo et 

monosialylées. 

Par comparaison, la Fig. 19(p.62)représente la 

structure du glycanne de l'ovotransferrine de Poule. 

On constate que celui-ci est différent ; il est dépourvu 

de résidu de galactose, de résidu d'acide N-acétyl 

neuraminique et est riche en résidus de N-acétyl glucosa- 

mine notamment il renferme une osamine intercalaire. Le 

glycanne de la sérotransferrine de Poule est plus hétérogène. 

Bien que possédant le même gène et la même structure 

protéique, on constate que l'ovotransferrine de Poule et 

la sérotransferrine de Poule ne possédent pas les mêmes 

structures glycanniques. Cela s'explique fort probable- 

ment par le fait que dans l'oviducte, l'activité des 

glycosyltransférases est différente de celles présentes 

dans le foie. Donc le site de biosynthèse étant différent, 

la glycosylation des transferrines est différente. La 

structure du glycanne dépend dans cet exemple choisi de 

l'équipement en glycosyltransférases de la cellule 

responsable de la biosynthèse de la glycoprotéine. 



Etude de l a  dtiructuhe de4 glycanned deb di66i?henZb vahianth 

d e  t a  b é h o t h a ~ ~ b d e m i n e  de  ~ h e v a t .  

1 - INTRODUCTION 

Les résultats obtenus sur le nombre, la localisation 

et la structure des'glycannes de la sérotransferrine 

Humaine nous ont amené à étudier ces différents paramgtres 

dans une autre sérotransferrine en l'occurence dans la 

sérotransferrine de Cheval. 

La c2iscuçsion qui en découlera nous permettra de 

comparer les résultats obtenus avec ceux de la séro- 

transferrine Humaine. En 1981, Stratil et Glasnak ont 

caractérise dix variants génétiques dans la sérotrans- 

ferrine de Cheval. Chung et Mc Kenzie en 1985, ont 

étudié et isolé deux de ces variants appelés D et R. 

Ils ont démontré que la seule différence du nombre de 

résidus d'acide N-acétyl neuraminique ( 2  pour D et 4 

pour R I  ne suffisait pas à expliquer les différences 

importantes dans la mobilitéélectrophorétique entre ces 

deux variants transferriniques. Dans les chapitres sui- 

vants, nous ~llons donc plus particulièrement étudier 

le nombre et la structure des glycannes de quelques 

variants genetiques de la sérotransferrine de Cheval 

et poser le problkme du rôle de la chaîne peptidique 

sur la nature de c:es glycannes. 

II - PREPARATION DE LA SEROTRANSFERRINE DE CHEVAL 

La sérotransferrine de Cheval est préparée à partir 

du sérum précipité au sulfate d'ammonium. Elle nous 

a été donnée par le Docteur A. Stratil de l'Institut de 

physiologie et de Génétique Animales de Libèchov 

(Tchécoslovaquie).* 

* Nous remercions le Docteur Stratil pour la prépiration 
de la sérotransferrine de Cheval. 



T r o i s  v a r i a n t s  g é n é t i q u e s  A ,  B ,  C p r é p a r é s  s e l o n  

l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  p .214ont  é t é  é t u d i é s .  

La p u r e t é  e t  l a  masse m o l é c u l a i r e  d e  ces v a r i a n t s  

s o n t  d é t e r m i n é e s  p a r  é l e c t r o p h o r é s e  e n  g e l  de p o l y a c r y -  

l a m i d e  ( F i g .  20;p. 6 6 ) .  L ' é l e c t r o p h o r é s e  nous  permet  

d e  c o n s t a t e r  l e s  g r a n d e s  d i f f é r e n c e s  de m o b i l i t é  é l e c t r o -  

p h o r é t i q u e  q u i  e x i s t e n t  e n t r e  ces d i f f é r e n t s  v a r i a n t s .  

L e s  masses  m o l é c u l a i r e s  a t t r i b u é e s  s o n t  v o i s i n e s  d e  

80000 d a l t o n s .  Cependant  l e s  v a r i a n t s  A e t  B p o s s é d e n t  

d e s  masses  m o l é c u l a i r e s  p l u s  é l e v é e s  q u e  c e l l e  d e  C 

( e n v i r o n  1000 d a l t o n s  p o u r  A e t  4000 d a l t o n s  pour  B ) .  

L e  t a b l e a u  X I I  ( p . 6 7 ) r é s u m e  l e s  c o m p o s i t i o n s  

c e n t é s i m a l e  e t  m o l a i r e  e n  monosaccha r ides  o b t e n u e s  l o r s  

de l ' a n a l y s e  des d i f f é r e n t s  v a r i a n t s .  On c o n s t a t e  que  

l e  composé B n e  r e n f e r m e  q u e  2 , 8 0  % d ' o s e s  t o t a u x  a l o r s  

q c e  l es  v a r i a n t s  A e t  C r e n f e r m e n t  r e s p e c t i v e m e n t  5 , 2 0  % 

e t  4 , 9 0  % d ' o s e s  t o t a u x  ce q u i  nous l a i s s e  s u p p o s e r  l a  

p r é s e n c e  de deux g l y c a n n e s  d a n s  ces deux  composés  e t  

d ' u n  s e u l  g l y c a n n e  d a n s  l e  v a r i a n t  B. 

L e s  c o m p o s i t i o n s  m o l a i r e s  en  m o n o s a c c h a r i d e s  d e s  

t r o i s  v a r i a n t s  s o n t  t rès  v o i s i n e s  

III - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES 

1) Hydro lyse  p r o n a s i q u e  

L e s  q u a n t i t é s  d e  l ' o r d r e  d e  80 à 100 mg d e  

s é r o t r a n s f e r r i n e  de Cheva l  s o n t  s o u m i s e s  à une  h y d r o l y s e  

p r o n a s i q u e  s e l o n  l e  p r o c é d é  d é c r i t  p .216 ,  L e s  g l y c o -  

p e p t i d e s  o b t e n u s  s o n t  p u r i f i é s  s u r  c o l o n n e  d e  BioGel P 2 ' 
a n a l y s é s  en  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  phase  g a z e u s e  p u i s  m é t h y l é s ,  

L e s  t a b l e a u x  X I I I  [p. 67) e t  X I V ( ~ .  72)  r é s u m e n t  l es  

r é s u l t a t s  o b t e n u s .  



Tf native C A B 

Figure 20 

Electrophorèse en g e l  de polyacrylamide des v a r i a n t s  

A,B,C,de 13 sérotransferrine de Cheval.(Stratrl e t  al.,en 1 9 8 4 . 1  



TABLEAU XII 

Compositions centésimale et molaire en monosaccharides des 

variants de la sérotransierrlne de Cheval 

Oses neutres 
Hexosamines 
Acide N-acétyl 
neuraminique 

1 

TOTAL 1 S,19 % 2,83 % 4,88 % 1 
t 

Monosaccharides Composition centésimale en oses des varlantsj 

TABLEAU XII1 

Nombre de glycannes 

Ga1 
Man* 
GlcNAc 
NeuAc 

Composition molaire en monosaccharides des glycopeptldes aes 

2 1 2 1 
1 

Composition molaire en oses des variants 1 I 
4 

i 
A B C 

--A 

2,20 I 2,lO 2,30 
3 3 3 
3,60 3,80 3,60 I 

1,60 1,90 2 1 

variants de la sérotransferrine de Cheval 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de trois résidus 

7- 
Monosaccharides 

Ga1 
Man* 
GlcNAc 
NeuAc 

de mannose. 

Composition molaire en oses des I 

glycopeptides des variants I 

-4 

A B C I 

2,lO 2,20 1,97 i 
3 3 3 i 
3,90 3,85 4,20 i 
1,80 2 1,50 1 



I V  - ETUDE DE L A  STRUCTURE DES GLYCANNES 

1) ~ é t e r m i n a t i o n  d e  l a  c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  en  

monosaccha r ides  

L e  t a b l e a u  ~ 1 1 1 ( p . 6 7 ) r a s s e m b l e  l e s  c o m p o s i t i o n s  

m o l a i r e s  en  g l u c i d e s  d e s  g l y c o p e p t i d e s  d e s  t r o i s  v a r i a n t s  

d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  Cheva l .  

Les r a p p o r t s  m o l a i r e s  o b t e n u s  pour  l e s  t r o i s  v a r i a n t s  

sont t rès  v o i s i n s .  Ces composés  r e n f e r m e n t  2 r é s i d u s  

de g a l a c t o s e ,  3 r é s i d u s  de mannose,  4 r é s i d u s  d e  N-acé ty l  

g l u c o s a m i n e  e t  2 r é s i d u s  d ' a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u e .  

3 )  I d e n t i f i c a t i o n  d e  l ' a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u e  

d e s  g l y c a n n e s  d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  Cheval  

par s p e c t r o m é t r i e  d e  masse.  

Nous nous sommes i n t e r r e s s é s  à l a  n a t u r e  d e  

l ' a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u e  d e s  v a r i a n t s  d e  l a  s é r o -  

t r a n s t e r r i n e  d e  Cheval  à c a u s e  d e  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  

d ' a c i d e  N - a c é t y l ,  O - a c é t y l  neu ramin ique  d a n s  d e s  g l y c o -  

p r o t é i n e s  s é r i q u e s  d e  C h e v a l .  L e s  a c i d e s  N-acé ty l  n e u r a -  

min iquesdeç  t r o i s  g l y c o p r o t é i n e s  s o n t  h y d r o l y s é s  e t  ana-  

l y s é s  e n  s p e c t r o m é t r i e  d e  masse s e l o n  l e s  p r o t o c o l e s  

d é c r i t s  p .  224 . La f i g u r e  2 1  (p .  69)  donne  les  masses  molé- 

c u l a i r e s  m/e d e s  f r a g m e n t s  d e s  a c i d e s  N - a c é t y l  neuraml-  

n i q ü e s  t r i m é t h y l - s i l y l é s  p r é s e n t s  d a n s  l e s  t r o i s  v a r i a n t s  

d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  Cheva l .  
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renferme 2 types d'acide N-acétyl neuraminique. Le premier 

pic, majeur possède toutes les masses m/e caractéristiques 

de l'acide N-acétyl neuraminique classique silylé puis 

fragmenté, c'est-à-dire des m/e de : 624, 536, 458, 356, 

300, 147. Le spectre obtenu est identique à ceux obtenus 

.Our les variants B et C. 

Un deuxième pic obtenu lors de la recherche des 

acides sialiques du variant A ,  posséde des masses m/e 

qui sont de 518, 506, 356.  addition d'un groupement 
acécyl en position 4, 7 ou 9 sur la molécule d'acide 

N-acétyl neuraminique entraîne le blocage de cette fonc- 

t ~ o n  lors de la silylation. De ce fait les masses molé- 

culaires m/e de l'acide N-acétyl, O-acétyl neuraminique 

sont plus faibles de 30 par rapport à celles de l'acide 

N-acétyl neuraminique. Cette différence de masse repré- 

senre la différence de masse entre un dérivé O-triméthyl 

s i l y i é  e+ un dérivé O-acétylé. Les masses m/e caracté- 

ristiques de l'acide N-acétyl, 4 - O-acétyl neuraminique 
doivent Gtre de 594, 518, 506 et 356. Elles sont effec- 

tivement retrouvées pour l'un des pics d'acide sialique 

du variant A. 

Un troisième petit pic intermédiaire est également 

retrouvé. Il posséde des masses m/e de 356 et 506. Il 

semble donc correspondre à de l'acide N-acétyl, 4 - 
G-acétyl neuraminique bien que toutes les masses carac- 

téristiques ne soient pas présentes. Il peut s'agir d'un 

effet d'anomérisation sur l'acide N-acétyl, 4 - O-acétyl 
neuraminique. 



possédent les masses m/e caractéristiques de l'acide 

N-acétyl neuraminique classique. Aucun autre pic n'appa- 

rait sur le spectre total lors de la recherche des acides 

sialiques. 

Le tableau ~~~(p.72)résume les rapports molaires 

des dérivés méthylés obtenus. 

Les rapports molaires sont très homogènes. L'exis- 

tence du dérivé (2,3,4) Me3-Ga1 nous indique que les 

deux résidus d'acide N-acétyl neuraminique sont liés en 

a - 2 , 6 .  La présence d'un résidu d'acide 4 - O-acétyl 
neuraminique ne peut être observé lors d'une méthylation. 

En effet le groupement acétyl est coupé au cours de la 

méthylation. 

Les résultats obtenus bont en faveur de structures 

biantennéesdisialyléespour les trois variants de la 

sérotransferrine de Cheval. 

4 )  Résonance magnétique nucléaire 

Les trois variants A,B,C ont été analysés en 

résonance magnétique nucléaire à 400 MHz. Le tableau XV 

(p.73)donne les valeurs des déplacements chimiques des 

différents groupements présents dans les monosaccharides 



TABLEAU X I V  

Identification et détermination des rapports molaires 

des dérivés méthylés des monosaccharides des glyeopep- 

tides de la sérotransferrine de Cheval 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base d'un 
rêsidu 'de 2,4 Me2-Man. 

- 

DIrFvés méthylés 
1 

Rapports molaires des variants I 

t 

A B C 1 



~ l ~ s s c m e n i s  c h i m i q u e s  d e s  p r o r o n s  r e p r é s e n t a t i f s  d e  1 d  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d e s  q l y c o p e p t i d e s  

o u  o l i g o s a c c h a r i d e s  a l d i t o l s  i s o l é s  d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  C h e v a l .  

V a r i a n t  A V a r i a n t  C V a r i a n t  B 

y-)k@-..\n 50% :::)--Ain 50% 1 o))-l 2 - 1 .  " " k , * i n  

H-1- - - -G lcNAc  1 

GlcNAc 2 
Man 3 
Man 4  
Man 4 '  
G l c N A c  5  
G l c N A c  5 '  
Ga1 6  
C a l  6 '  
Ga1 6* 
Ga1 6 ' "  

H-2---Man 3 
Man 4  
Man 4 '  

H-3a--NeuAc/NeuAc ' 
NeuAc* 

H -  3 e - - N e u A c / n e u ~ c  ' 
NeuAc* 

4-OAc-NeuAc* 
N A c - - - G l c N A c  1 

G l c N A c  2  
G l c N A c  5  
G l c N A c  5 '  
NeuAc/NeuAc 
NeuAc * - 

- - 
; '. \ ; -3) 

a )  h é t é r o g é n é i t é  due à l a  p a r t i e  p ê p t i d i q u e  

P o u r  l e s  e x p l i c a t i o n s  c o n c e r n a n t  l a  n a t u r e  des  d é p l a c e m e n t s  c h i m i y ~ a e s ,  se  r e p o r t e r  a u x  r e v u e s  

g é n é r a l e s  de  V l i e g e n t h a r t  e t  a l . ,  e n  1 9 8 1  e t  1 9 8 3 .  -- 

5  .'O55 
( a ,  [::::: ( a l  [ 5 . 0 6 0  

5 . 0 7 2  5 . 0 7 2  
4 . 6 1 7  4 . 6 1 7  
4 .776  4 .776  
5 . 1 3 4  5 .134  
4 .944  4 .944  
4 .605  4 . 6 0 3  
4 . 6 0 3  4 . 6 0 5  
4 . 4 4 2  - 

- 4 .446  
- 4 . 4 3 9  

4 .442  - 
4.256  4 .256  
4 .196  4 .196  
4 .118  4 . 1 1 8  
1 . 7 1 7  1 . 7 1 7  
1 . 8 5 0  1 . 8 5 0  

- 

4 . 6 4 1  
4 .782  
5 . 1 3 4  
4 . 9 4 8  
4 . 6 0 3  
4 . 6 0 3  
4 . 4 4 3  
4 . 4 4 3  

- 
- 

4 . 2 5 8  
4 . 1 9 6  
4 . 1 1 8  
1 . 7 1 6  

- 

__O-!!-.-- -- - 
5 Ob2 5 . 0 8 2  5 . 0 8 2  

4 . 6 1 7  4 . 6 1 7  4 . 6 1 7  
4 . 7 7 5  4 . 7 7 5  4 . 7 7 5  
5 . 1 3 3  5 . 1 3 3  5 . 1 3 3  
4 . 9 4 4  4 . 9 4 4  4 . 9 4 4  
4 . 6 0 7  4 . 6 0 7  4 . 6 0 4  
4 . 6 0 7  4 . 6 0 4  4 . 6 0 7  
4 . 4 4 2  4 .442  - 
4 . 4 4 6  - 4 . 4 4 6  

- - - 
- 4 . 4 4 2  4 . 4 3 9  

4 . 2 5 5  4 . 2 5 5  4 . 2 5 5  
4 . 1 9 7  4 . 1 9 7  4 . 1 9 7  
4 . 1 1 6  4 . 1 1 6  4 . 1 1 6  
1 . 7 1 8  1 . 7 1 8  1 . 7 1 8  

- 1 . 8 5 0  1 . 8 5 0  
2 . 6 7 5  2 . 6 7 5  2 . 6 7 5  

- 2 . 6 7 5  2 . 6 7 5  
- 2 . 0 7 7  2 . 0 7 7  

2 . 0 0 7  2 . 0 0 7  2 . 0 0 7  

2 . 0 8 2  2 . 0 8 2  2 . 0 8 2  
2 . 0 7 0  2 . 0 7 0  2 . 1 0 9  
2 . 0 6 6  2 . 1 0 3  2 . 0 6 6  
2 . 0 3 0  2 . 0 3 0  2 . 0 3 0  

- 1 . 9 6 4  1 . 9 6 4  

2 . 6  74 2 .6  74 ' 2 . 6 7 1  
2 .6  74 2 .674  
2 .077  2 . 0 7 7  
2 . 0 0 5  

( a > (  2 . 0 0 5  ( a ) [ 2 . 0 0 7  2 .007  
2 . 0 8 1  2 . 0 8 1  
2 .069  2 .109  
2 . 1 0 3  2 .065  
2 .030  2 .030  
1 . 9 6 4  1 . 9 6 4  

- 
- 

2 . b 5 6  

2 . 0 8 2  
2 .070  
2 .064  
2 .030  - 



constituants les glycopeptides des composés A et B et 

les oligosaccharLies réduits du composé C. En effet, 

le composé C l  a été analysé en résonance magnétique 

nucléaire sous forme d'oligosaccharides obtenus par 

hydrolyse alcaline car il s'est avéré lors d'une première 

analyse que la chaîne peptidique interférait beaucoup 

et entraînait une relaxation trop rapide du spectre. 

Les fjg. 22 (p. 75) et 23 (p. 76) donnent les spectres de 

résonance magnétique à 400 MHz  des composés A e t c .  

L'interprétation du spectre est en faveur d'une struc- 

ture biantennée de type N-acétyllactosaminique comme le 

montre le groupe des protons H2 des mannqses 3, 4 et 4 '  - E - 
(4.256 ppm, 4.196 ppm et 4.118 ppm respectivement). De 

plus cette structure estdisialylée comme Le prouvent les 

déplacements chimiques des protons anomériques des mannoses 

4 et 4' ( 5.134 ppm et 4.944 ppm) et ceux des galactoses - - - - . 
6 et 6' (4.44 ppm). La sialylation est de deux types, on - - - - 
retrouve : 

- de l'acide N-acétyl neuraminique lié en a- 2,6 classique 
( Y-3ax : 1.717 ppm, H-3eq : 2.674 ppm et CH3 de l'acéta- 
mido : 2.030 ppm) 

- et un acide sialique peu courant qui est de l'acide 
N-acétyl, 4-O-acétyl neuraminique substituant les galac- 

toses - 6 et 5 '  en a- 2,6 (Haverkamp et al., en 1982). - - 
Ce fait est démontré par le groupe des données suivan- 

tes(H-3ax : 1.850 ppm, H-3éq : 2.674 ppm, CH3 du 4-0-acétyl : 

2.077 ppm et CH3 de l'acétamido : 1.964 ppm). Cette substi- 

tution par un résidu d'acide N-acétyl, 4-O-acétyl neurami- 

nique en 0 -2,6 n'affecte pas les galactoses - 6 et 5' - 
(4.439 ppm et 4.442 ppm) mais elle est très visible sur la 

résonance des groupements acétamido des osamines 5 et 5 '  = - 
(2.109 pprn et 2.103 ppm). L'intégration des raies de certains 

protons H-3ax et H-3éq et CH3 des N-acétyl permet de con- 

clure que les deux types d'acides N-acétyl neuraminiques 

sont dans un rapport 1 : 1. En définitive, nous pouvons 

attribuer 4 structures possibles. La lère hypothèse de 
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s t r u c t u r e  est  donnée  d a n s  l a  F i g .  24i(p. 7 8 ) ;  l a  2ème 

h y p o t h è s e  c o n s i s t e  en  un mélange d a n s  l e  m ê m e  r a p p o r t  d ' u n e  

s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  s i a l y l é e  c l a s s i q u e  e t  d ' u n e  s t r u c t u r e  

b i a n t e n n é e  p o r t a n t  2  a c i d e s  N-acé ty l  4-O-acétyl  n e u r a m i n i -  

q u e s .  Pour  l ' i n s t a n t  nous n e  pouvons pas  e n c c ~ r e  l e v e r  c e t t e  

a m b i g u i t é .  D e  p l u s ,  nous sommes e n  p r é s e n c e  d e  s t r u c t u r e s  

n o u v e l l e s  non d é c r i t e s  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e .  

L ' a n a l y s e  d e  ce composé mon t re  une g r a n d e  a n a l o g i e  

s t r u c t u r a l e  avec  l e  composé A .  En e f f e t  d e  nombreux d é p l a -  

cements  c h i m i q u e s  s o n t  s e m b l a b l e s  e t  on r e t r o u v e  é g a l e m e n t  

l e  g r o u p e  d e s  données .  r e p r é s e n t a t i v e s  d e  l ' a c i d e  N - a c é t y l ,  

4-O-acétyl  neu ramin iqce  l i é  en  a - 2 , 6 .  Cependant  l e s  pro-  

p o r t i o n s  e r t r e  l e s  2  t y p e s  d ' a c i d e s  s i a l i q u e s  o n t  v a r i é  ; 

l ' i n t é g r a t i o n  d e  d i f f é r e n t e s  r a i e s  mont re  un r a p p o r t  

NeuAc ( a - 2 , 6 ) / N e u  4 , 5  Ac2 ( a - 2 , 6 )  é g a l  à 2  pour  1, Nous 

pouvons c o n c l u r e  q u e  l e  v a r i a n t  B e s t  composé d e s  d i f f é r e n t s  

g l y c o p e p t i d e s  p r é s e n t é s  à l a  F i g .  2 4 ( p .  78), mais  p e u t  

éga l emen t  ê t r e  composé d e  66 % d e  g l y c o p e p t i d e s  a y a n t  une 

s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  s i a l y l é e  e t  d e  33  % d e  g l y c o p e p t i d e s  

a y a n t  une  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  p o r t a n t  2  a c i d e s  N - a c é t y l ,  

4 -O-acé ty l  n e u r a m i n i q u e s .  Comme d a n s  l e  c a s  p r é c é d e n t ,  nous 

n e  pouvons p a s  c h o i s i r .  

L e  s p e c t r e  de t r è s  bonne q u a l i t é  démon t re  q u ' i l  s ' a g ï t  

d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  d e  t y p e  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e .  

L e s  d é p l a c e m e n t s  des p r o t o n s  anomér iques  e t  d e s  p r o t o n s  H 2  

des mannoses 3 ,  4 e t  4 '  s o n t  s i g n i f i c a t i f s .  D e  p l u s ,  c e t t e  - - - - 
s t r u c t u r e  es t  d i s i a l y l é e  e n  a - 2 , 6  s u r  l es  g a l a c t o s e s  - - 5 e t  - 6 '  - 
( 4 . 4 4 3  ppm).  Sans  a m b i g u i t é ,  nous  pouvons c o n c l u r e  q u e  l e  

c ~ m p o s é  C p o s s é d e  l a  s t r u c t u r e  dclnnée à l a  F i g .  24 ( p .  7 8 )  
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Neu4,5Ac2 (a2-6) Ga1 (81-4) GlcN~c ( f i - 2 )    an (al-3) 

\nan(81-4) GicNAc (BI-4) G~CNAC(~I) Asn 

  eu Ac ((32-6) Ga1 ( BI-4) G~CNAC (fi-2)   an (ai-6) / 50 % 

  eu Ac (a2-6) Ga1 (81-4) GlcN~c (fi-2) ~an(a1-3) 

\Man (81-4) GlcNAc (61-4) G~CNAC (61 1 Asn 

PJeil4,5Ac2 (a2-6) Ga1 (81-4) GlcNAc (61-2) Man (al-6) 
/ 50 % 

Structure du variant trarsferrinique A 

N S C ~ ~ , ~ A C ~  (a2-6) Gal(h-4) G~CNAC (01-2) M= (al-3) 

\Mm(B1-4) GlcNAc(81-4) GICNAC(BI) Asn 

  eu Ac (a2-6) cal (81-4) GlcNAc (61-2)   an (~11-6) / 34 % 

NeuAc (a2-6) Ga1 ( 81-41 GlcNAc (a-2) M~II ((31-3) 

\Man(~1-4)GlcNAc(61-4)GlcNAc(~l)Asn 

~eu4,5~c2 ((32-6) Ga1 (Bl-4)Glc~~c (b-2)Man (al-6) 
/ 34 % 

~eu~c(a2-6)~al(61-4)~1cN~c(@l-2)~an(al-3) 

\Man (BI-4) G~cNAc (61-4) G~cNAc (61 ) Arn 

~eu~c(a2-6)~ai(61-4) GlcN~c(f3l-2)Man (al-6) / 32 2 

Structure du variant transferrinique B 

NeuAc 

NeuAc 

((32-6) Ga1 (BI-4) G~CNAC (fi-2) Man (al-3) 

\Man(~1-4)GlcNAc(61-4)GlcNAc(8l)Asn 

(a2-6) Ga1 (BI-4) G~CNAC (fi-2) Man (al-6) 
/ 

Structure.du variant transferrinique C 

FIGURE 24 

Structuresdes glycannes des variants de la sérotransferrine de Cheval 



5 )  C o n c l u s i o n  

L a  f  i g .  2 4  ( p . 7 8 )  r e p r é s e n t e  l a  s t r u c t u r e  d e s  g l y c a n -  

n e s  d e  t r o i s  v a r i a n t s  A ,  B ,  e t  C  i s o l é s  d e  l a  s e r o t r a n s -  

f e r r r n e  d e  C h e v a l .  

D a n s  l e s  t r o i s  c a s ,  o n  r e t r o u v e  d e s  g l y c a n n e s  d e  

s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  d l s l a l y l é e .  C e p e n d a n t  ? e s  d r f f é r e n c e s  

s e  s i t u e n t  a u  n i v e a u  d u  n o m b r e  d e  g l y c a n n e  e t  d e  l a  

n a t u r e  d e  1 ' a c l d e  s i a l i q u e .  

r e n f e r m e  d e u x  g l y c a n n e s  : l ' u n  a y a n t  u n e  s t r u c t u r e  

b r a n t e n n é e  d i s i a l y l é e  p o s s é d a n t  u n  a c r d e  N - a c e t y l , ? - O - a c e t y l  

n e u r a m r n i q u e p o r t e  p a r  l a  b r a n c h e  M a n ( c 1 - 3 1 ,  L ' a u t r e  

q l y c a n n e  p o s s é d a n t  l a  m ê m e  s t r u c t u r e  m a l s  l ' a c i d e  

N - a c é t y l ,  4 - O - a c é t y l  n e u r a m l n i q u e  e s t  p o r t é  p a r  La b r a n c h e  

M a n ( a 1 - 6  1 
C e s  d e u x  s t r u c t u r e s  s o n t  p r é s e n t e s  e n  p r o p o r t r o n  é q u l -  

v a l e n t e  

r e n f e r m e  u n  s e u l  g l y c a n n e  m a i s  l ' h é t e r o q e n e i t é  q l y c a n -  

n i q u e  e s t  p l u s  g r a n d e .  On r e t r o u v e  e n  e f f e :  l e s  d e u x  

s t r u c t u r e s  p r é c é d e n t e s  m a l s  é g a l e m e n t  u n e  s t r u c t u r e  

b r a n t e n n e e  d i s i a l y l é e  s e m b l a b l e  a u  g l y c a n n e  d e  l a  s é r o -  

t r a n s f e r r i n e  H u m a i n e .  C e s  t r o i s  s t r u c t u r e s  s o n t  p r é s e n t e s  

e n  p r o p o r t i o n  é q u i v a l e n t e .  C e p e n d a n t ,  n o u s  n ' a v o n s  p a s  

m l s  e n  é v i d e n c e  p a r  s p e c t r o m é t r i e  d e  massc-  l i a c l d e  

N - a c e t y l ,  4 - O - a c é t y l  n e u r a r n i n l q u e .  

r e n f e r m e  d e u x  g l y c a n n e s  p o s s é d a n t  u n e  s t r u c t u r e  i d e n -  

t r q u e  b l a n t e n n é e  d i s i a l y l é e  c l a s s ~ a u e .  



Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  n o u s  c o n d u i s e n t  à l a  c o n c l u s i o n  

q u e  s u r  u n e  s e u l e  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e ,  un o u  d e u x  g l y c a n -  

n e s  p e u v e n t  ê t r e  f i x é s .  

6 )  D i s c u s s i o n  

En ce q u i  c o n c e r n e ,  l a  s é r o t r a n s f e r r r n e  de C h e v a l ,  

l e s  t r a v a u x  r é a l i s é s  p a r  Chung e t  Mc K e n z i e  e n  1 9 8 5 ,  onC 

p e r m i s  d e  m o n t r e r  des m o d i f i c a t i o n s  a u  n i v e a u  d e  l a  c h a I n e  

p e p t i d i q u e  d e  d e u x  v a r i a n t s  D e t  R .  En e f f e t ,  l ' é t u d e  des 

c a r t e s  p e p t i d i q u e s  t r y p s i q u e  e t  c h y m o t r y p s i q u e  d e  ces 

d e u x  c o m p o s é s  i n d i q u e  u n e  d i f f é r e n c e  d ' u n  p e p t i d e  d a n s  

c h a q u e  c a r t e  p e p t i d i q u e .  Deux a c i d e s  a m i n é s  s o n t  m o d i f i é s  

d a n s  l e  v a r i a n t  R p a r  r a p p o r t  a u  v a r i a n t  D : d e u x  r é s i d u s  

d e  g l y c o c o l l e  r e m p l a c e n t  l e s  r é s i d u s  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  

e t  g l u t a m i q u e  d a n s  l e  v a r i a n t  R .  

A l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  d i x  v a r i a n t s  génétiques o n t  é t é  

c a r a c t é r i s é s  d a n s  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  C h e v a l  ( G l a s n a k  

e t  J a r o l i m o v a  e n  1 9 8 0 ) .  

Les t r a v a u x  r é a l i s é s  p a r  S t a a t i l  e t  G l a s n a k  e n  1 9 8 1  

n ' o n t  p a s  p e r m i s  de  d é f i n i r  n e t t e m e n t  l'origine de 

l ' h é t é r o g é n é i t é  d e s  v a r i a n t s  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d o  

C h e v a l .  I ls  o n t  m o n t r é  q u e  d a n s  c e r t a i n e s  e s p è c e s  , 

l ' a c i d e  s i a l i q u e  é t a i t  r e s p o n s a b l e  de  l ' h é t é r o g é n é i t e  

a l o r s  q u e  d a n s  d ' a u t r e s  l ' h é t é r o g é n é i t é  é t a i t  i n d é p e n d a n t e  

de  l ' a c l d e  s i a l i q u e .  En 1 9 8 4 ,  S t r a t i l  e t  a l . ,  r e p r e n n e n t  

ces t r a v a u x  a f i n  d ' é l u c i d e r  l ' h é t é r o g é n é i t é  des  v a r i a n t s  

A e t  B .  O u t r e  l e  f a i t  q u e  l e  v a r i a n t  A p o s s é d e  2 g l y c a n -  

n e s  e t  l e  v a r i a n t  B 1 s e u l  g l y c a n n e ,  i l s  o n t  m o n t r é  

q u e  l e  v a r i a n t  A r e n f e r m a i t  2 9  r é s i d u s  d ' a c i d e s  a m i n é s  



supplémentaires mais que les 2 varlants possédalent la même 

séquence peptidique N-terminale. Cependant, selon ces 

auteurs, ces différences ne sont pas suffisantes pour 

en dédulre que la nature de la chaine peptldlque joue un 

rôle dans la glycosylation de la sérotransferrine de Cheval. 

La présence de variants glycanniques n'a pas seuls- 

ment été mise en évidence dans la sérotransferrine de 

Cheval. En effet, à l'heure actuelle, deux théorles 

s'affrontent pour positionner les deux types de structures 

glycannlques de la sérotransferrine Humaine sur la chaîne 

peptidique. La connaissance de la structure complète 

de la chaîne peptidlque de la sérotransferrice sumaine 

a permrs de localiser avec préclsion les aeux glycannes 

sur les résidus d'asparagine 413 et 611 (Mac Giilivray 

et al., en 1983). Cependant se pose le problème de la 

répartition des glycannes sur la chaîne peptidlque 85 % 

des glycannes ont une structure biantennée, les 15 % 

restant ont une structure triantennee. Selon Bayard et 

Kerckaert en 1980 et 1981 et Kerckaert et Bayard en 1982. 

Les glycoprotéines ne peuvent porter que des structures 

glycanniques identiques sur une même chaîne peptlcrque- 

Selon Hatton et al., en 1979 et Spik en 1982, ia séro- 

transferrlne  lum marne pourralt porter deux glycannes bian- 

tennés ou deux qlycannes triantennks sur la même chaîne 

pepti.dlqke mais également un qlycanne biantcncé st un 

glycanne trlantenné. 

Dans ce cas précis, la chaîne peptldrque &tant 

parfaitement connue, nous sommes en présence vnlquement 

de varrants qlycanniques sltués sur une même chaîne pep- 

tldique. En ce qui concerne la sérotransferrine de Cheval 

la connaissance de la structure complète de la chaîne 

peptidique des varlants permettra de préciser l'rnfluence 

de celle-cl sur le nombre, la localrsation et la structure 

des glycannes des variants de la sérotransferrlne de 

Cheval. 



VARIATIONS D E  L A  STRUCTURE 

DES GLYCANNES DES TRANSFERRlNES 

E N  FONCTION D E  L'ESPECE A N I M A L E  : 

Etude  c o m p a ~ d e  de  t a  a t k u c t u k e  d e 4  g t q c a n n e i  

- de4 o v o t k a n s d e k t i n e d  de Poute e t  d e  Dinde 

- de4 4 4 4 o t t a n 4 d e t t i n e 4  h u m a i n e ,  de Mouton, 

d e  Baeud e t  d e  Rat' 

- des t a c Z a t t a n s d e t ~ i n e 4  du  t a i t  de Vache 

d e  Chdvke e t  du t a i t  de Femme. 

Les 4énoZtranadennineh de  P o u l e  e t  de  ChevaL o n t  4;5& EiudiZea  

dana l e  c h a p i t n e  pnécédenz .  



Etude compakée de la 4tkuctuke de6 
geycanned de etovotkan4dekkine de Vinde 

et de Poute 

1 - INTRODUCTION 
Nous avons réalisé une étude comparative de la struc- 

ture des glycannes des ovotransferrines de Poule et de 

Dinde isolées des blancs d'oeufs. Ces deux oiseaux appar- 

tiennent à la famille des ~allinacées ; ces espèces 

animales étant très proches, il nous a semblé intéressant 

de comparer leurs structures glycanniques. 

En 1979, Spik et al., et Dorland et al., ont établi 

la structure du glycanne de l'ovotransferrine de Poule 

(Fig. 2.8;~. 93). Cette structure a 6th comparée à celle 

de l'ovotransferrine de Dinde que nous allons décrire. 

II - ETUDE DE LA GLYCOPROTEINE DE L'OVOTRANSFERRINE DE 
DINDE 

L'ovotransferrine de Dinde est commercialisée par 

la firme SIGMA (Chemical Company St Louis, U.S,A,)sous 

le nom de Conalbumine. La pureté du produit commercial 

a été controlée par électrophorèse en gei de polyacry- 

lamide (Fig. 1 5 ; p . S O ) .  L'électrophorèse réalisée en 

présence de témoins de masse nous permet d'attribuer 

une masse moléculaire voisine de 80000 daltons pour 

1 ' ovotransferrine de Dinde. 

Les compositions centésimale et molaire en glucides 

de l'ovotransferrine de Dinde sont données dans le tableau 

XVI(p.83)en comparaison avec celles obtenues pour l'ovo- 

transf errine de Poule. 

On constate que l'ovotransferrine de Dinde esi 

dépourvue d'acide N-acétyl neuraminique tout comme 



TABLEAU XVI 

Composition centésimale et molaire en monosaccharides des 

ovotransferrines de Dinde et de Poule. 

TABLEAU XVII 

Composition molaire en monosaccharides aes glyco~eprides des ovo- 

transferrines de Dinde et de Poule 

* 

Monosaccharides 

Oses neutres 

Hexosamines 

Acide N-acétyl 
neuraminique 

TOTAL L Monosaccharides 

Ga1 

Man * 
GlcNAc 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de trois 
résidus de mannose. 

--- - * 

Composition centésimale des 
ovotransferrines 

Dinde 

1,80 

1,90 

O 

3,70 % 

L 

r 
Monosaccharides 

Ga1 

Man * 
GlcNAc 

+ 

Poule 

0185 

1,78 

O 

2,63 % 

- 
Rapports molaires en oses des glyco- 
peptides des ovotransferrines de 

Composition molaire 
des ovotransferrines 

Dinde 
Glycopeptides A B 

totaux 

1,70 2,20 0,98 

3 3 3 

4,70 5,20 4,40 

Dinde 

1,4 

3,o 

4,s 

Poule 
Glycopeptides 

totaux 

O 

3 

5,80 

---. 
Poule 

O 

3,o 

5 ,6 



l'ovotransferrine de Poule. 

Cependant, elle renferme deux résidus de galactose 

et posséde 5 résidus de N-acétyl glucosamine soit 1 rési- 

du de moins par rapport à l'ovotransferrine de Poule. 

III - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES 

Hydrolyse pronasique 

Deux g. dlovotransferrine de Dinde sont soumis 

à une hydrolyse pronasique selon le protocole décrit p.216. 

Les glycopeptides obtenus sont purifiés sur colonne de 

BioGel P2, analysés en chromatographie en phase gazeuse 

puis méthylés. 

Les tableaux XVII et XVIII (p. 83 .et 87) rassemblent 

les rapports molaires obtenus. 

2 )  Fractionnement des glycopeptides 

Les résultats obtenus par méthylation du mélange 

des glycopeptides montrent que la structure n'est pas 

homogène et que le mélange des glycopeptides est complexe , 

ce qui nous a amené à le fractionner sur colonne de ConA- 

Trente quatre mg de glycopeptides de l'ovotransferrine 

de Dinde sont séparés sur colonne de Con A-Sepharose 4 B 

selon le protocole décrit p. 220 . La chromatographie 
d'affinité nous a permis d'obtenir 2 fractions : 

- Une fraction A 

( 7 0  % )  majeure, retardée sur la colonne, est éluée 

par le tampon de départ ne renfermant pas d'a-D- 

méthyl glucoside. 



- Une fraction B 
(30 % )  retenue sur la colonne est éluée par le 

tampon renfermant de l'a - D - méthyl-glucopyran- 
noside 15mM. 

 étude de la composition molaire des monosaccha- 

rides de ces différentes fractions a conduit aux 

résultats donnés dans le tableau XVIIIp. 83). 

IV - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES 

1) Détermination de la composition mclaire en 

monosaccharides 

Le tableau XVII(p. 83)représente 12s compositions 

molaires en glucides des glycopeptides totaux des ovotrans- 

ferrines de Dinde et de Poule. La grande différence entre 

les glycopeptides de deux espèces animales se situent au 

niveau du galactose. L'ovotransferrine de Poule en est 

dépourvue alors que l'ovotransferrine de Dinde en posséde 

deux résidus. 

Les compositions molaires des fractions obtenues 

après séparation par chromatographie d'affinité sont 

données dans le même tableau. 

- La fraction A 
majeure renferme 2 résidus de galactose et 5 résidus 

de N-acétyl glucosamine. 

- La fraction B 
posséde un résidu de galactose pour 4,4 résidus 

de N-acétyl glucosamine. Il s'agit d'une structure 

qui paraît moins complète que la structure A. 



2) ~éthylation des glycopeptides 

Les glycopeptides totaux de l'ovotransferrine 

de Dinde ont été méthylés. Le tableau XVIII(p. 87)nous 

donne les rapports molaires obtenus. Nous retrouvons de 

nombreux dérivés méthylés en particulier tous les dérivés 

du mannose. La présence en quantité néanmoins faible de 

dérivés di Me-Man indique l'existence probable de struc- 

tures tri et tétraantennées, 

D'autre part, la présence de dérivé 2 Me - Man est 1 
en faveur de l'existence dlune'N-acétyl glucosamine inter- 

calaire. Les valeurs incomplètes de résidus méthylés des 

différents monosaccharides indiquent une grande hétérogé- 

néité structurale. 

Le tableau résume également les rapports molaires des 

dérivés méthylés des fractions A et B obtenues sur colonne 

de Con A-Sépharose. 

Dans la fraction A, la présence de 2 résidus de 

(2, 3, 4, 6) Me4-Gal, de 2 résidus de (3, 4, 6 )  Me3-Man 

et d'un résidu de 2Mel-Man est en faveur d'une structure 

biantennée digaiactosylée possédant un résidu de N-acétyl 

glucosamine intercalaire. 

Cependant la présence de 0,13 et 0,155 résidu de 

( 3 ,  6)Me2 - Man et (3, 4)Me2 - Man laisse supposer la 
présence de structures mineures triantennées. 

Dans la fraction B, les rapports molaires des dérivés 

rnéthylés obtenus sont en faveur de l'existence d'une struc- 

ture identique à celle présente dans la fraction A mais 

monogalactosylée. Cependant la présence de 0,3 résidu de 

(2,4) Me2- Man permet d'envisager l'existence d'une structure 

biantennée ne possédant pas d'osamine intercalaire. 



TABLEAU XVIII 

Identification et détermination des rapports molaires des 

dérivés méthylés des monosaccharides des g.lyco~eptides 

de l'ovotransferrine de Dinde 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base d e  deux 

résidus de (2, 3, 4,6)Me4-Gal. 

Dérivés méthylés 

(2, 3, 4, 6)Me4-Ga1 

(3, 4, 6)Me3-Man 

(3, 6)Me2-Man 

(3, 4)Me2-Man 

(2, 4)Me2-Man 

2 Mel-Man 

( 3, 4, 6) Me3-GlcN~c~e 

(3, 6)Me2-GlcNAcMe 

+ Les rapports molaires ont été calculés sur 1.a base de deux 

dérivés de ( 3 ,  4, 6)Me3-Man. 

Rapports molaires 

Glycopeptides 
totaux 

* 

2 

1,60 

+ 
+ 

O, 580 

1,lO 

1,40 

2,98 

Fractions 
glycopeptidiques 
A+ B+ 

2,04 

2 

0,13 

O ,  15 

O 

0,62 

2 

O 

O 

0,30 

0 , 6 7  1 
0,52 O V g 6  1 0.65 

3,40 3,68 



3 )  Résonance magnétique nucléaire 

Les fractions A et B ont été analysées en réso- 

nance magnétique nucléaire à 400 MHz. 

Le tableau ~1~(p.89)nous donne les valeurs des dépla- 

cements chimiques obtenues pour ces composés. Les Fig. 25 

( p .  90)et 2 6 ( p .  9l)donnent les spectres de résonance magne- 

tique nucléaire à 400 MHz des fractions A et B. 

uctures L'analyse du spectre montre la présence de st- 

biantennées de type N-acétyllactosaminiquo avec une N - a c 6 t y l  

glucosamine intercalaire (Cache et al., en 1986). Cette 

osamine est caractérisée par l'influence qu'elle exerce sur 

le proton anomérique du mannose 2 - (4.700 ppm et 4.707 ppml 

qui résonne à champ fort et sur son proton H-2 (4.718 ppm) 

dont la résonance se place entre celles des mannoses 4 et 4' - - 
De plus, elle posséde des protons représentatifs (H-1 : 

4.477 ppm et CH3 de l'acétamido : 2.066 ppm). On constate 

également l'existence de 2  mannoses 4 '  différents ( 5 . 0 1 0  ppm - 
et 4.997 ppm) due à la présence ou non de galactose. Cecl 

est aussi confirmé par l'osamine 5' dont le proton armrnérlque - 
est à 4.577 ppm lorsqu'elle est substituée et à 4.546 ppm 

lorsqu'elle est en position terminale. La fraction A renferms 

en mélange les deux structures données à la Fig. 27(p. 93) 

(AI et AIL). 

L'interprétation du spectre montre la présence d'une 

structure biantennée monosialylée mineure représentant 28 % 

du mélange. Les structures majeures sont non sialylée's avec 

branches incomplétes et N-acétyl glucosamine intercalaire 



TABLEAU X I X  

Glissements chrmiques des protons représentatifs de la seructure primaire des 

glycopeptides isclés de l'ovotransferrine de Dinde 

Fraction A Fraction B 

GlcNAc 1 

GlcNAc 2 
Man 3 
Man 4 
Man 4 '  
GlcNAc 5 
GlcNAc 5' 
Ga1 6 
Ga1 6' 
GlcNAc 9 

Man 3 
Man 4 
Man 4 '  

GlcNAc 2 
GlcNAc 5 
GlcNAc 5' 
GlcNAc 9 

a) ~étérogéneité due à la partie'peptidique. ---. 
t Pour Les explications concernant La nature des déplacements chimiques, se reporter aux 

revues générales de Vlieqenthart et al., en 1981 o t  1903. 
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On r e t r o u v e  les  d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s  de l a  f r a c t i o n  A I X  

q u i  r e p r é s e n t e  42 % d e  l a  f r a c t i o n  B e t  é g a l e m e n t  d e  s o n  

i s o m è r e  a g a l a c t o s y l é  s u r  l ' a n t e n n e  e n  U -  1 , 3  (30 % )  ; 

ceci  e s t  d é m o n t r é  p a r  l e s  d é p l a c e m e n t s  des  mannoseç  - 1, 4 - 
e t  - 4 '  e t  d e  l ' o s a m i n e  5  ( H - 1  G ~ C N A C ~  : 4 . 5 8 2  ppm, - - - - - 
H - 1  GlcNAcS : 4 . 5 7 5  ppm).  La f r a c t i o n  B es t  composée  e n  . .. 
g r a n d e  p a r t i e  des g l y c o p e p t i d e s  d o n t  l e s  s t r u c t u r e s  s o n t  

d o n n é e s  à l a  F r g .  2 7 ( p .  93). 

C o n c l u s i o n  

L e s  s t r u c t u r e s  d e s  d i f f é r e n t s  g l y c a n n e s  d e  l ' o v o -  

t r a n s f e r r i n e  de D i n d e  s o n t  d o n n é e s  d a n s  l a  F i g .  2 7 ( p .  93)- 

- La daac t ion  g t ycopep t i d ique  A 

p o s s é d e  u n e  s t r u c t u r e  m a j e u r s  b i a n t e n n é e  non s i a l y l é e  

d i g a l a c t o s y l é e  a y a n t  un  r é s i d u  de N - a c é t y l  g l u c o -  

s a m i n e  i n t e r c a l a i r e .  L e s  35 % r e s t a n t  p o s s é d e n t  l a  

m ê m e  s t r u c t u r e  m a i s  m o n o g a l a c t o s ~ l é e  sur l a  branche 

Man ( a 1-31. Aucune s t r u c t u r e  t r i a n t e n n é e  n ' a  é t é  

mise e n  é v i d e n c e .  

- La daac t ion  g t ycopep t i d ique  8 

p o s s é d e  e n  p r o p o r t i o n  é g a l e  l a  m ê m e  s t r u c t u r e  mono- 

g a l a c t o s y l é e  q u e  l a  f r a c t i o n  A e t  c e t t e  s t r u c t u r e  

e s t  m o n o g a l a c t o s y l é e  s u r  l a  b r a n c h e  Man ( a  1 - 6 1 .  

Une s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  c l a s s i q u e  t rès  f a i b l e m e n t  

s i a l y l é e  a  é g a l e m e n t  é t é  m i s e  e n  é v i d e n c e .  



Ga1 (81-4) ~lcNAc(61-2) Man(a1-3) 

GlcNAc (BI-4) \ 
/ 

Man (81-4) GlcNAc (81-4) GlcNAc (01) Asn 

Ga1 (61-4) ~lc~~c~81-2)~an(al-6) 65 X AI 

~al(81-4)~lc~~c(61-2)~an(al-3) 

G~CNAC (01-4) \ 
/ 

Man (81-4) GlcNAc (01-4) GlcNAc(fl)~sn 

G~CNAC (01-2) Man lai-6) 35 ZAII 

Structure du composé A 

Gal(~1-4)GlcN~c(81-2)~an(al-3) 

GlcNAc (61-4) \ Man (81-4) GlcNAc (81-4) GlcNAc (BI) Asn 
G~CNAC ( 01-21  an (ai-6) / 42 1 

Structure du composé B 

FIGL'RE 27 

Structuresdu glycanne de l'ovotransferrine de Dinde. 

FIGURE 28 

Structure du glycanne de l'ovotransferrine de Poule selon Spik et al., 

1979 et DORLAND et al., en 1979 - 



- -  - -- - . - - - - - . - . . . - - - 
-- 

- - La différence essentielle avec le glycanne de l'ovo- 

transferrine de Poule (Fig. 28;p. 93 réside en l'absence 

de résidu de galactose dans l'ovotransferrine de Poule. 

D'autre part, l'ovotransferrine de Dinde ne renferme pas 

de structure triantennée alors que le glycanne de l'ovo- 

transferrine de Poule posséde une structure triantennée. 

Dans les deux glycoprotéines on retrouve le ,rés~du de 

N-acétyl glucosamine intercalaire. 

Tout récemment, Risley et Van Etten en 1986, ont 

donné la structure d'un glycanne situé sur le premier 

domaine de l'ovomucoide de Dinde qui est une des autres 

glycoprotéines maJeures du blanc d'oeuf. 61 % du qlyco- 

peptide posséde une structure de type tétraantenné g a l a c -  

, tosylé avec une N-acétyl glucosam~ne rntercalaire,23 'Z 

posséde une structure de type triantenné galactosyle 

avec une N-acetyl ql~lcosamrne intercalarre et 16 % 

posséde une structure de type triantenné avec une gluco- 

samine intercalaire mals ne possédant que 2 résidus de  

galactose. Ces structures présentent donc de nombreux 

points communs avec les glycannes de l'ovotransferrlne 

de Dinde. L'étude comparée des ovotransferrrnes de 

Dinde et de Poule nous montre qce l'ovotransferrine de  

Dinde posséde un glycanne plus complet qKe celui de 

l'ovotransferrine de Poule car elle posséde da galactose. 

La structure glycannique des ovotransferrines nous 

apparaît donc spécifique de l'espéce animale ccnsidérke l 1  

et dépendante de l'activité des glycosyltransférases 

- présentes dans 1 ' oviducte. 

- 
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Etude compatEe d i  l a  s t t u c t u t e  de4 glgcannes 
de4 4 Ekotkans d e t t i n e s  

1 - INTRODUCTION 

Dans ce chapitre nous présentons une étude compara- 

tive de la structure des glycannes de quelques sérotrans- 

ferrines de diverses espèces animales avec celle de la 

sérotransferrine humaine déterminée précédemment (Spik 

et al., en 1974). En 1978, au Laboratoire, la structure 

glycannique de la sérotransferrine de Lapin a déjà été 

déterminée par ~ é g e r  et al., ; elle est identique à celle 

du glycanne biantenné de la sérotransferrine Humaine 

(Fig. 34;p. 109). Les sérotransferrines qui ont été 

analysées sont celles du Boeuf, du Mouton et du Rat. 

II - ORIGINE DES DIFFERENTES SEROTRANSFERRINES 

La sérotransferrine de Boeuf*nous a été fournie par 

le Professeur J.H. Brock de L'Institut de Biochi~ie de 

Nutrition à Zaragoza (Espagne) et la sérotransferrine de 

Mouton* par le Professeur G. Guérin de L'Institut National 

de la Recherche Agronomique à Jouy enJosas. La préparation 

de ces transferrines est résumée dans l'appendice techni- 

que p. 213 . 
Le variant A de la sérotransferrine de Rat a été préparé 

au Laboratoire selon le protocole décrit p.214 . 
Les variants purifiés B et C de la sérotransferrine 

de Rat*nous ont été fournis par le Docteur E. Regoeczi 

* Nous remercions les P~rofesseurs Brock, Guérin et 
Regoeczi qui nous ont permis d'effectuer l'étude compa- 

rative des différentes structures glycanniques. 



du Dépa r t emen t  de P a t h o l o g i e  d e  l ' U n i v e r s i t é  d ' H a m i l t o n  

( O n t a r i o ,  C a n a d a ) .  La p r é p a r a t i o n  de ces v a r i a n t s  e s t  

donnée  d a n s  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e  p .214.  

La p u r e t é  e t  l a  masse  m o l é c u l a i r e  d e s  s é r o t r a n s f e r r i n e s  

o n t  é t é  d é t e r m i n é e s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a -  

c r y l a m i d e  e n  p r é s e n c e  de t é m o i n s  d e  masses m o l é c u l a i r e s  

d i f f é r e n t e s  ( F i g .  29;p.  97). L ' é l e c t r o p h o r è s e  pe rme t  

d - a t t r i b u e r  d e s  masses  m o l é c u l a i r e s  v o i s i n e s  de 80000 

d a l t o n s  p o u r  l e s  s é r o t r a n s f e r r i n e s  d e  Boeuf ,  d e  Mouton, 

e t  de R a t  ( V a r i a n t  A ) .  L e s  masses  m o l é c u l a i r e s  d e s  v a r i a n t s  

0 e t  C d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  R a t  s o n t  l é g è r e m e n t  p l u s  

é l e v é e s .  

L e s  c o m p o s i t i o n s  c e n t é s i m a l e  e t  m o l a i r e  des d i f f é -  

r e n t e s  s é r o t r a n s f e r r i n e s  s o n t  d o n n é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  X X  

(p. 981en c o m p a r a i s o n  a v e c  c e u x  d e  Pa s é r o t r a n s f e r r i n e  

Humaine. 

L e s  c o m p o s i t i o n s  c e n t é s i m a l e s  o b t e n u e s  p o u r  l e s  

d i f f é r e n t e s  s é r o t r a n s f e r r i n e s  n o u s  l a i s s e n t  s u p p o s e r  

q u ' e l l c s  n e  r e n f e r m e  q u ' u n  s e u l  g l y c a n n e  c o n t r a i r e m e n t  

a l a  s e r o t r a n s f e r r i n e  humaine q u i  p o s s é d e  deux  g l y c a n n e s .  

1) s é r o t r a n s f e r r i n e  de Mouton 

La s é r o t r a n s f e r r i n e  de Mouton p o s s é d e  des monosac- 

s h a r i d e s  q u i  se t r o u v e n t  d a n s  des r a p p o r t s  m o l a i r e s  

v o i s i n s  à c e u x  p r é s e n t s  d a n s  l e s  g l y c a n n e s  d e  l a  s é r o -  

t r a n s f e r r i n e  dumaine.  

s é r o t r a n s f e r r i n e  de Boeuf 

d a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  Boeuf r e n f e r m e  un  t a u x  

p l u s  f a i b l e  e n  g a l a c t o s e  e t  e n  a c i d e  N-acé ty l  n e u r a m i n i q u e  

que  les  a u t r e s  t r a n s f e r r i n e s .  



A B C  

Figure 29 

Electrophorèse en gel de polyacrylamide des 

différentes sérotransferrlnes 

1 : Sérotransferrine Humaine 

2 : ~érotransferrine de Mouton 

3 : Sérotransferrine de Boeuf 

4 : ~érotransferrine de Rat : Variants A ,  B, C 
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TABLEAU X X  

Compositions centésimale-et molaire en monosaccharidesde----- -- . 

s6rotransferrines d'espèces animales diffhrentes 

- 
.. 
Monosacchirides 

Oses neutres 

Hexcsamines 

Acide N-acétyl 

I neusam~nique 

TOTAL 

Nombre de 
glycannes 

Fuc 

Ga1 

Composition centésimale en oses des sérotransferrines 

TABLEAU X X I  

Composition molaire en monosaccharides des glycope~tides des 

, sérotransferrines d'espèces animales différentes 

Fuc 

Ga1 
- 

Man *. _ . 

- --- 
GlcNAc 

MeuAc 

Rat : Variants 
A B C 

1,25 1,04 0,97 

1 0,91 1 

0,82 0,94 0,67 

3,07 % 2,89 % 2,64 % 

1 1 1 

Homme + 

2,37 

1,99 

1,46 

5,82 % 

2 

i:;:*:c 1:;:: NsuAc 
- - - '  

3 

3,99 

1,14 

3 

4,34 

1,74 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de trois résidus 
de mannose. 

+ Selon Spik et al., en 1968 

Mouton 

O, 90 

O, 88 

0,39 

2,17 % 

1 

Composition molaire en oses des sérotransferrines 

3 3 3 

3,80 3,80 4,lO 

2,20 2,83 2,50 

- - 
- 

- - 

Composition molaire en oses des glycopeptides 
des sérotransferrines 

Boeuf 

1,lO 

1,29 

O, 52 

2,91 % 

1 

Homme 

O 

2,40 

3 

4,70 

2,40 

O 

2,30 

. O 

1,21 

O 

2,40 

Mouton 

O 

2,SO 

3 

4,50 

2 

0,20 O 0,30 

2,30 2,30 2,lO 

Boeuf 

0,lO 

1,88 

3 

3,40 

1,52 

Rat : Variants 
A B C 

0,20 O 0,40 

2,lO 2,30 2,30 
- - - 

3 3 3 

3,50 4,lO 4,20 

1,60 2,60 2,70 



3 )  ~ é r o t r a n s f e r r i n e  d e  R a t  

L e s  v a r i a n t s  A e t  C r e n f e r m e n t  d e s  t r a c e s  d e  

f u c o s e  ; les  v a r i a n t s  B e t  C p o s s é d e n t  un t a u x  p l u s  

é l e v é  en  a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u e .  I l  f a u t  r a p p e l e r  

que  l e  v a r i a n t  A o b t e n u  s u r  DEAE-Séphadex ( P i c  1) c o r r e s -  

pond au composé majeur  e t  r e p r é s e n t e  6 1 , 8 3  % d e  l a  s é r o -  

t r a n s f e r r i n e  d e  R a t .  L e  pic II D ~ ~ ~ - S é p h a d e x  ch roma togra -  

p h i 6  s u r  c o l o n n e  d e  Con A-Sépharose permet  d ' o b t e n i r  l e  

v a r i a n t  B q u i  e s t  non r e t e n u  s u r  Con A - ~ é p h a r o s e  e t  q u i  

r e p r é s e n t e  25 ,56  % e t  l e  v a r i a n t  C q u i  es t  r e t a r d é  s u r  

Con A -Sépha rose  e t  q u i  r e p r é s e n t e  4 , 6 1  % du  p o i d s  t o t a l  

d e s  g l y c o p r o t é i n e s .  Un p i c  III e s t  éga l emen t  é l u é  d e  l a  

c o l o n n e  d e  DEAE-Séphadex, il r e p r é s e n t e  8 , 3  % e t  r é a g i t  

c o n t r e  l e  sérum an t i -hémopex ine  ce q u i  p o s e  l a  q u e s t i o n  

d e  l a  p u r e t é  d e  ce m a t é r i e l  d e  d é p a r t .   étude d e  ce p i c  

n ' a  p a s  é t é  p o u r s u i v i e .  
d 
Y 

-.u 

L e  comportement  d e s  v a r i a n t s  t r a n s f e r r i n i q u e s  B e t  C 

s u r  c o l o n n e  d e  l e c t i n e  nous  pe rme t  d ' e n v i s a g e r  une  s t r u c t u -  

r e  g l y c a n n i q u e  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  du  g l y c a n n e  b i a n t e n n é  

c l a s s i q u e .  En e f f e t ,  l a  Con A r e c o n n a i t  s p é c i f i q u e m e n t  

d a n s  l e s  g l y c a n n e s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e s  s t r u c t u r e s  

i n t e r n e s  t e l  l e  d i s a c c h a r i d e  G l c  N A c  (1-2)Man (Debray  

e t  a l . ,  e n  1 9 8 1 ) .  La non r e c o n n a i s s a n c e  d e s  v a r i a n t s  

B e t  C p a r  l a  l e c t i n e  s i g n i f i e  q u ' i l  y  a  une  m o d i f i c a t i o n  

d e  l a  s t r u c t u r e  au  v o i s i n a g e  d u  c h a î n o n  t r i m a n n o s i d i q u e .  

L e s  t a u x  d e  g a l a c t o s e  e t  d e  N - a c é t y l  g l u c o s a m i n e  é t a n t  

s e n s i b l e m e n t  c o n s t a n t s  d a n s  l e s  t r o i s  v a r i a n t s ,  c e l a  

e x c l u t  l e  f a i t  q u e  l e s  v a r i a n t s  B e t  C p o s s é d e n t  d e s  

g l y c a n n e s  d e  s t r u c t u r e  t r i a n t e n n é e .  



III - PREPARATION DES GLYCOPEPTTDES 

1) Hydro lyse  p r o n a s i q u e  

D e s  q u a n t i t é s  d e  l ' o r d r e  d e  60 à 100 m g  d e  s é r o -  

t r a n s f e r r i n e  d ' o r i g i n e s  d i v e r s e s  s o n t  s o u m i s e s  à une  

h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e  s e l o n  l e  p r o c é d é  déc r i t  p.216 . 
Les g l y c o p e p t i d e s  o b t e n u s  s o n t  p u r i f i é s  s u r  c o l o n n e  d e  

Bio G e l  P2,  a n a l y s é s  e n  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  

a p r è s  m é t h a n o l y s e ,  . p u i s  m é t h y l é s .  L e s  t a b l e a u x  X X I  e t  X X I I  

(p. 9 8 ) e t ( p . l 0 2 1 r a s s e m b l e n t  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  o b t e n u s .  

IV - ETUDE DE LA STRUCTURE G L Y C A N N I Q U E  

. 
1) D é t e r m i n a t i o n  de l a  c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  e n  

monosaccha r ides  

L e  t a b l e a u  X X I ( ~ .  9 8 ) r a s s e m b l e  l e s  c o m p o s i t i o n s  

m o l a i r e s  en  o s e s  des  g l y c o p e p t i d e s  t o t a u x  d e s  s é r o t r a n s -  

f e r r i n e s  é t u d i é e s .  Dans t o u s  l e s  g l y c o p e p t i d e s ,  on r e t r o u v e  

l e s  mêmes m o n o s a c c h a r i d e s ,  e x c e p t é  l e  f u c o s e  r e t r o u v é  d a n s  

l e s  t r a n s f e r r i n e s  de Boeuf e t  d e  Ra t  ma i s  à des t a u x  f a i -  

bles. L e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  pour  l e s  r é s i d u s  de g a l a c t o s e  

e t  d e  N-acé ty l  g l u c o s a m i n e  s o n t  v o i s i n e s ,  e n  g é n é r a l  p l u s  

f a i b l e s  q u e  ce l les  d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  Humaine ce 

q u i  l a i s s e  s u p p o s e r  q u e  l ' o n  est  e n  p r é s e n c e  d e  g l y c a n n e s  

d e  s t r u c t u r e s  b i a n t e n n é e s .  

Cependan t ,  pou r  les  composés B e t  C de l a  s é r o t r a n s -  

f e r r i n e  de R a t ,  l a  p r é s e n c e  d ' u n  r é s i d u  d ' a c i d e  N-acé ty i  

neu ramin ique  s u p p l é m e n t a i r e ,  est  e n  c o n t r a d i c t i o n  avec  

l a  s t r u c t u r e  c l a s s i q u e  d ' u n  g l y c a n n e  b i a n t e n n é .  



L e s  g 1 , y c o p e p t i d e s  d e s  s é r o t r a n s f e r r i n e s  o n t  é t é  

m é t h y l é s  e t  a n a l y s é s  en  s p e c t r o m é t r i e  de masse.  L e  t a b l e a u  

X X I I ( p . l O 2 ) r a s s e m b l e  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  des d é r i v é s  

m é t h y l é s  o b t e n u s  

a )  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  Mouton 

L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  d e s  d é r i v é s  mé thy lé s  de 

l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  Mouton s o n t  très homogènes. O n  

r e t r o u v e  1 , 5 0  r é s i d u s  d e  ( 2 ,  3 ,  41Me3-Ga1 e t  1 , 6 0  r é s i d ü a  

de ( 4 ,  7 ,  8 ,  9 )  Me4 -NeuAc ce q u i  l a i s s e  s u p p o s e r  que  

l e  g l y c a n n e  e s t  d i s i a l y l é .  La p r é s e n c e  d e  1 , 6 0  r é s i d u s  de  

( 3 ,  4 ,  6 )  Me3 -Man e s t  e n  f a v e u r  d ' u n e  s t r u c t u r e  b l a n t e n n é e  

b )  S é r o t r a n s f e r r i n e  d e  Boeuf 

La p r é s e n c e  de ( 2 ,  3 ,  4 ,  6)Me4 -Ga1 e t  d e  

( 2 ,  3 ,  4 )  Me3 - G a l l  de un d é r i v é  de ( 4 ,  7 ,  8 ,  9)Me4-NeuAc, 

e t  de 1 , 6 0  d é r i v é s  d e ( 3 ,  4 ,  6 )  Me3 -Man es t  e n  f a v e u r  

d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  m o n o s i a l y l é e .  

C )  S é r o t r a n s f e r r i n e  d e  R a t  

- V a ~ i a n z  A 

L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  des  d é r i v é s  m é t h y l é s  

d u  v a r i a n t  A d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  de Ra t  s o n t  t r è s  

v o i s i n s  d e  ceux  o b t e n u s  pour  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  de Mouton 

e t  s o n t  e n  f a v e u r  d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  d i s i a l y l é e .  

On r e t r o u v e  c e p e n d a n t  un peu d e  f u c o s e .  

- V a k i a n t  8 

Dans l e  v a r i a n t  B I  d ' a u t r e s  d é r i v é s  m é t h y l é s  

s o n t  p r é s e n t s  notamment d u  ( 2 ,  4 ,  6)Me3 -Ga1 e t  du 

4Me-GlcNAc Me. C e l a  s i g n i f i e  que l e  v a r i a n t  B posséde  au 



TABLEAU XXII 

Identification et détermination des rapports molaires 

des derivés méthylés des monosaccharides des 

glyeopeptides des sérotransferrines. 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base d'un résidu de 
( 2 , 4 ) ~ e ~ - ~ a n .  

Rat : Variants 

( 2 ,  3, 4)Me3-Fuc 

( 2 ,  3, 4, 6)Me4-Ga1 

1,14 1,86 

1 ( 2 ,  4)Me2-Man * 
( 4 ,  6)Me2-GlcNAcMe 

( 3, 6 )Me P-GlcNAcMe 2,60 P,60 

1 4 Me-GlcNAcMe 

1 (4, 7 .  8. 9)Me4-NeuAc 
I 

O 

1,60 

O 

0,80 

O 0,37 0,64 

1,80 2,75 2,60 



moins un  des a c i d e s  s i a l i q u e s  l i é  en  a - 2 ,  3  s u r  l e  

g a l a c t o s e ,  q u ' u n  r é s i d u  d e  N - a c é t y l  g l u c o s a m i n e  e s t  

s u b s t i t u é  e n  6 e t  que  l ' u n  d e s  2  g a l a c t o s e s  se t r o u v e  

l i é  e n  6 - 1 , 3  s u r  ce r é s i d u  d e  N-acé ty l  g l u c o s a m i n e .  

L e  v a r i a n t  C r e n f e r m e  en  p l u s  d u  ( 2 ,  3 ,  4 )  

Me3 -Fuc e t  de l a  (4 ,6 )Me2  - G l c N A c M e  i n d i q u a n t  Pa p r é s e n c e  

de g a l a c t o s e  l i e  en  R-1 ,3  s u r  un  r é s i d u  de  N - a c é t y l  

g l u c o s a m i n e  non s u b s t i t u é .  On r e t r o u v e  é g a l e m e n t  un peu 

d e  (2, 3 ,  4 ,  6)Me4 -Ga1 ce q u i  i n d i q u e  l a  p r é s e n c e  d e  

r é s i d u s  d e  g a l a c t o s e  non s i a l y l é s .  

~ é s o n a n c e  magné t ique  n u c l é a i r e  

L e s  d i f f é r e n t s  g l y c o p e p t i d e s  des s é r o t r a n s f e r r i n e s  

o n t  é t é  a n a l y s é s  en  r é s o n a n c e  magné t ique  à 400 MHz e t  

500 MHz. L e  t a b l e a u  X ~ I I I ( p . l 0 4 ) n o u s  donne  l e s  v a l e u r s  d e s  

d é p l a c e m e n t s  , c h i m i q u e s  p r é s e n t s  d a n s  les  monosaccha r ides  

- c o n s t i t u a n t s  l e s  g l y c o p e p t i d e s  d e s  composés  A ,  B ,  C de 

l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  de R a t  un iquement .  L e s  g l y c a n n e s  des 

s é r o t r a n s f e r r i n e s  d e  Mouton e t  de Boeuf a n a l y s é s  à 5OOMHz 

à U t r e c h  p a r  l ' é q u i p e  d u  P r o f e s s e u r  V l i e g e n t h a r t  pos sé -  

d e n t  des s t r u c t u r e s  semblables à cel les  d é t e r m i n é e s  p r é -  

cédemment. D e  ce f a i t ,  n o u s  n ' a v o n s  p a s  f a i t  f i g u r e r  l e s  

v a l e u r s  d e s  d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s  n i  l e s  s p e c t r e s  d a n s  

ce mémoire. L e s  F i g .  30fp .105)  e t  3 1 ( p .  1 0 6 ) d o n n e n t  l e s  

s p e c t r e s  d e  r é s o n a n c e  magné t ique  n u c l é a i r e  des v a r i a n t s  

B e t  C d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  R a t .  

 interprétation des d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s  

d e s  p r o t o n s  l e s  p l u s  r e p r é s e n t a t i f s  e s t  e n  a c c o r d  a v e c  

c e l l e  d ' u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  d i s i a l y l é e  e n  a - 2 , 6 .  

Une légère h é t é r o g é n é i t é  est d u e  à l a  p r é s e n c e  de f u c o s e  

l i é  s u r  l ' o s a m i n e  du p o i n t  d ' a t t a c h e  (CH3 d u  Fuc : 1.205  ppm) ,  



' I ' h L ~ l ~ ~ ~ A t J  X X 1 1  1 

Gl issementç m l q ~ i e ç  d e s  p r o t o n s  r e p r  é s e n t a t i  t s d e  La s i r u c t u r e  p r  i n i a i r e  d e s  g l y c o p e p t l d e s  

i s o l é s  de  l a  s é r o t r a n s f e r r l n e  de R a t .  

V a r l a n t  A V r i a n t  B 8 V a r i a n t  C 

3 j 3  tz 7 0 m - e  O - + p x * \ ;  - -  .-.. - .o-ii* ~3*-y\~ -- - 
5.080 
4.614 
4.778 
5.110 
4  -921  
4.585 
4.603 

- 
4.507 

4.526 

4.248 
4.211 
4.118 
1.713 

- 
1.785 
1.787 
2.680 

- 
2.758 
2.758 
4.872 
1.205 
2.006 
2 .009 
2.078 ( 2 . 0 9 3 )  
2.039 
2 .043  
2 .030  
2 .035  
2 . 0 3 0  

p e u v e n t  ê t  r v  i n t e r  v e r t 1 5  

H-1 - - -  01cNAc-1 
C lcNAC- 2  
Man-3 
 an-4 
Man-4 ' 
GlcNAc-F> 
G l c N A c - 5  ' 

4 ~ a l - 6  

3~al-6* 

4 ~ a l - 6  

3 ~ a l - 6 e  
H-2  - - -  Man-3 

Man-4 
Man--4 ' 

H -3  - - -  6NeuAc 
6NeuAc 
3NeuAc 
3NeuAc ' 

H-3 - - -  6NeuAc 
6NeuAc ' 
3NeuAc 
3NeuAc ' 

H-1 - - -  a F u c ( 1 6 )  
CH3 - - -  a F u c ( 1 6 )  
NAc - - -  G ~ c N A c - 1  

G lcNAc-  2  
G lcNAc-5  
G ~ c N A c - 5  " 

-6NeuAc/NeuAc ' 
3NeuAc 
3NeuAc ' 

Pour  l e s  t ? x p l i c à c i o n s  - , -or )< - t3rnr r r i t  l a  n a t u l e  d e s  déplaca.r i ier i ts c h i n i i ~ , i i e s ,  s e  rc'pc>r t e r  a u x  r e v u e s  c l e n é r a l e s  

d e  V l l e g e r b t h a r t  e t  a l . ,  e n  1 9 8 1  et  1903. 

( b )  n . d .  
4.617 ( 4 . 6 8 2  

( b )  n.d-  
5 .130 
4.946 
4.604 
4.604 

4 .442 

- 

4,444 
- 

4,253 
4.196 
4,112 
1.718 
1.718 

- 
- 

2.670 
2.670 

- 
- 

n a d .  
1.205 
2.008 

1 2 . 0 1 1  
2.080 ( 2 . 0 9 3 )  2 .081 ( 2 . 0 9 5 )  
2.069 
2.066 
2.030 
2 .030 

- 

a )  ~ e t e r o g é n é i  t e  d u e  à l a  p a r t i e  p r o t é i q u e  b )  [ > . c l .  : [)on d é t e r ~ i n &  ,-) [ ,es  s i g r , a u > t  



CI a 
C P) 'O ,  
m u ?  
c 
G U 4  
c i  S c 
.al m O 



O a 

1 
ci 
'al 
O 

x 
U 

> Y 
al 'al 

ll Vl C 
a o c  
i O 

w m u  
z C 
E ~ U  

'PI i 
o v t a  
O I V I  
s < P )  

C E  
.m O  

U al 
u  

i ., 
m  
'al 

L. 

J VI 
VI al 

4 

'al 

2 f 
m m 
4J O 
al 
i 'al 

n 
Ci 

4 

P) m 
3 'al 
P L. 
.4 

2 ;  
Y al 
a 
PI al 
a. i 
O u 
U u 
> al 
ci P 
0 rn 

Y 
'al 
e 

Y 
CT 

'al 



(CH3 de GlcNAc : 2.093 ppm). En conclusion, nous pouvons 

attribuer la structure donnée à la Fig. 15(p. 110), structure 

rencontrée dans un grand nombre de protéines. 

Le spectre obtenu révéle toutes les caracté- 

ristiques d'un glycopeptide de type biantenné possédant le 

noyau trimannosyl N-Nt-diacétylchitobiose substitué par des 

N-acétyl glucosamines liéesen B -  1,2 sur les mannoses 
4 et 4'. - - - - 

L'antenne en a - 1,6 est une unité N-acétyllactosamine 
portant un acide sialique lié en a - 2,6 sur le galactose - 6' - 
(NeuAc, H-3ax : 1.718 ppm et H-3éq : 2.675 ppm ; Gai 5 ' ,  - 
H-1 : 4.444 ppm ; GlcNAc i', H-1 : 4.603 ppm et NAc : 2.066ppm - 
Man H-1 : 4.943 ppm) 

Le groupe de données suivantes : Ga1 6 : 4 . 5 0 7  ppm, - 
GlcNAc 5 : 4.'585 ppm et CH3 de l'acétamido : 2.044 ppm est - 
en accord avec les paramètres obtenus lors de l'analyse 

RMN à 500 MHz du glycopeptide isolé de l'hémopexine de Rat 

(Bernard et al., en 19841. Cependant, nous remarquons que 

l'échantillon est plus hétérogéne et ceci est du la pre- 

sence de 25 % de structure fucosylée sur l'osamine du point 

d1attacP.e et également à la présence d'une structure disin- 

lylée classique. Le composé maje~r du variant A est donné 

dans la Fig. 35(p. 110). 

Le spectre obtenu montre une grande analoqie 

avec celui obtenu pour le variant B en particulier au nlveau 

de l'antenne liée en a - 1,3. 
Par contre, l'antenne liée en a- 1,6 n'est pas clas- 

siqce. Le proton anomérique du mannose 4 '  est à 4.921 ppm - - 
ce qui correspond soit à une brarche désialylée soit à une 

branche substituée par de l'acide N-acétyl neuraminique lié 

en a - 2,3. Cette 2ème hypothèse est confirmée par l'e 
H-1 Ga1 6' de 4.526 ppm mais cette valeur n'est pas en accord - - 
avec celle de la littérature. En réalité cette résonance 

provient effectivement d'un galactose substitué en cl- 2 , 3  

par de l'acide sialique mais ce galactose est lié en f3 -1,3 

sur la N-acétyl gluccsamine - 5' (H-1 : 4.603 ppm et - 



Ce r a i s o n n e m e n t  est  appuyé p a r  l e s  r é s u l t a t s  de 

m é t h y l a t i o n  q u i  m e t t e n t  en  é v i d e n c e  d u  ( 4 , 6 ) ~ e  - G l c N A c M e .  2 
Nous pouvons c o n c l u r e  que  l e  v a r i a n t  C p o s s é d e  l a  s t r u c t u r e  

donnée  d a n s  l a  F i g ,  3 ~ ( ~ . 1 1 0 ) ,  s t r u c t u r e  q u i  n ' a  p a s  e n c o r e  

é t é  d é c r i t e  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e .  

Le s p e c t r e  mon t re  néanmoins l a  p r é s e n c e  d e  f u c o s e  ( 1 5  % )  

l i é  en rr - 1 , 6  s u r  l a  g l u c o s a m i n e  d u  p o i n t  d ' a t t a c h e .  Nous 

n e  pouvons p a s  d i r e  d a n s  l ' é t a t  a c t u e l  s i  c e t t e  s t r u c t u r e  

f u c o s y l é e  est  c o n t a m i n a n t e  ou  non. 

4 )  C o n c l u s i o n  

a )  S t r u c t u r e  d e s  g l y c a n n e s  d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

de Mouton 

La f i g .  32(p:109) r e p r é s e n t e  l a  s t r u c t u r e  de 

g l y c a n n e  de  l a  s e r o t r a n s f e r r i n e  d e  Mouton. 

I l  p o s s é d e  une  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  d i s i a l y l é e  i d e n -  

t i q u e  au g l y c a n n e  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  Humaine ( F i g .  3 4  ; 

P  1 O 9). 
8 

b )  S t r u c t u r e  du  ql ?canne  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

de Boeuf 

La F i g .  33(p.1091 mon t re  q u e  l e  g l y c a n n e  de l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  B o v i n e  p o s s é d e  une  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  

m o n o s i a l y l é e  ; l ' a c i d e  N-acé ty l  n e u r a m i n i q u e  é t a n t  s i t u é  

s u r  l a  b r a n c h e  c o m p o r t a n t  du  mannose l i é  en  u - 1 , 3 .  

C )  S t r u c t u r e  d e s  v a r i a n t s  g l y c a n n i q u e s  de l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  de  Ra t  

L e s  s t r u c t u r e s  d e s  g l y c a n n e s  d e s  v a r i a n t s  

A ,  B ,  C d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  de Ra t  s o n t  p r é s e n t é e s  

d a n s  l a  F i g .  35 (p.  110). 



   an (81-4) GlcNAc (61-4) GlcNAc ( fi) ~ s n  / 

FIGURE 32 

St ructure  du glycanne de l a  sé ro t rans fe r r ine  de muton  

FIGURE 33 

s t r u c t u r e  du glycanne de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  de Boeuf 

FIGURE 34 

Structure  du glycanne de la  sé ro t rans fe r r ine  Humaine fSpik e t  a l . ,  

en 1974 e t  1975) 



~euAc(a2-6)~al(Bl-4)~lcN~c(gl-2)~an(al-3~ 

\Mm (61-4) GlcNAc (61-4) GlcNAc (B1)Asn 

Neu~c (a2-6)   al (61-4) G~CNAC (61-2) ~an(Ct1-6) 
/ I 

(FUC (al-6) 1 

Structure du variant transferrinique A 

NeuAc a2 

I 
6 

Neu~c(CY2-3) Ga1 (6 1-3) G ~ C N A C  (B 1-21 Man(a 1-31 

\Man@ 1-4) G~cNAc (6 1-4) GlcNAc (6 1)Asn 

NeuAc(C12-6) Ga1 (B 1-4) GlcNAc (6 1-2) Man (OL 1-6) / (Fuc 1 (al-6) ) 
0.25 

Structure du variant transferrinique B 

NeuAc 012 

l 
6 

Neu~c(a2-3) ~al(B ~ - ~ ) G ~ c N A c ( @  1-2)Man(cl1-3) 

\Mari (B 1-4) GlcNAc (6 l-4) G~CNAC (B 1) Asn 

Neu~c(a2-3) ~al(B1-3)~1c~Ac(B1-2)~an(~bl-6) 
/ (FUC 1 (al-6) 1 

0.15 

Structure du variant transferrinique C 

FIGURE 35 

Structuresdes glycames de trois variants de la sérotransferrine de Rat 



- Le v a k i a n t  A 

majeur posséde un glycanne de structure biantennée 

classique disialylée identique au glycanne de la séro- 

transferrine Humaine et Ovine mais il renferme en plus 

0.2 résidu de fucose lié à l'osamine du point d'attache. 

- Le. v a ~ i a n t  8 

posséde une structure particulière identique au 

glycopeptide de l'hémopexine de Rat (Bernard et al., 

en 1984). Il s'agit d'une structure biantennée trisialylée, 

l'acide sialique supplémentaire étant ii9 en u-2,6 sur 

la N-acétyl glucosamine 5. L'antenne supérieure porte 

un acide N-acétyl neuraminique lié en a-2,3 sur le galac- 

tose. Le 3ème acide sialique est lié en a-2,6 sur le ga- 

lactose. Cependant par rapport à l'hémopexine 0,25 résidu 

de fucose est retrouvé. 

posséde une structure voisine du variant A .  La 

différence se situe au niveau de la liaison de l'acide 

N-acétyl neuraminique de la branche Man ( a  1-61. Il est 

lié en a-2,3 alors que sur le variant A ,  il est lié en 

a-2,6 sur un résidu de galactose substituant l'osamine 

f eri 6 -  1,3. Des traces de Iucose sont également retrouvées. 

d) Discussion 

L'étude comparative de structures çlycanniques de 

sérotransferrines d'espèces animales différentes indique 

que quelque soit leur origine, on retrouve toujours un 

glycanne de structure biantenné classique mono ou disia- 

lylé, majeur, qui représente de 60 à 100 % de la séro- 

transferrine totale. Cependant, chez la plupart des ani- 

maux, il existe sur la glycoprotéine un glycanne possédant 

une structure différente. 



~ e g c  (a2-6) G A ~ ( B ~ - ~ ) G ~ ~ N A C ( @ I - ~ )  Man (-1-3) 
\ - - 

FIGURE 36 

Structuresdu glycanne trianterné de l a  sérotransferrine Humaine 

(Spik e t  a l . ,  en 1974 e t  en 1985) 

Structure du glycanne tétramteni16 de l'asialosérotransferrine Humaine 

(M&z e t  a l . ,  en 1982). La parenthèse indique que cette  branche peut-être ---- 



La s é r o t r a n s f e r r i n e  Humaine  ( F i g .  3 6  e t  3 7  p .  1 1 2 )  e t  l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  d e  P o u l e  ( F i g .  1 8  p .  6 1  ) p r é s e n t e n t  

e n  p l u s  des  g l y c a n n e s  d e  s t r u c t u r e s  b l a n t e n n é e s ,  des  

g l y c a n n e s  d e  s t r u c t u r e s  t r i a n t e n n é e s  e t  p a r f o i s  t é t r a a n t e n -  

n é e s , e t  é g a l e m e n t  d e s  s t r u c t u r e s  S i a n t e n n é e s  r e n f e r m a n t  

d u  f u c o s e .  La s é r o t r a n s f e r r i n e  de Rat  p o s s é d e  d e s  g l y c a n n e s  

a y a n t  u n  a c i d e  N - a c é t y l  n e u r a m i n i q u ê  s u p p l é m e n t a i r e  e t  

p a r f o i s  d c  f u c o s e  ( F i g .  3 5 ; p .  1 1 0 ) .  La s é r o t r a n s f e r r i n e  

d e  C h e v a l  p o s s é d e  d e s  g l y c a n n e s  a y a n t  u n  r é s i d u  d ' a c i d e  

N - a c é t y l  4 - O - a c é t y l  n e u r a n i n i q u e  ( F i g .  2 4 ; p .  7 8 ) .  

C e s  r é s u l t a t s  s e m b l e n t  i n d i q u e r  q u ' u n e  p a r t i e  des 

g l y c a n n e s  e s t  e f  f  ectiverrtc!nt s p é c i f  i q c e  de c h a q u e  e s p é c e  

a n i m a l e  e t  q u e  ces g l y c a n n e s  p o u r r a i e n t  ê t r e  d e s  m a r q u e u r s  

d e  l ' é v o l u t i o n .  

D e  n o m t r e u x  t i s s u s  s o n t  c a p a b l e s  d e  ç y n t h è t i s e r  l a  

t r a n s f e r r i n e  m a i s  l a  p l u s  g r a n d e  p a r t i e  de  l a  t r a n s f e r r i n e  

p l a s m a t i q u e  e s t  p r o d u i t e  p a r  l e  f o i e .  O r  il e x i s t e  des  

s t r u c t u r e s  g l y c a n n i q u e s  d i f f é r e n t e s  p o u r  une s é r o t r a n s -  

f e r r i n e  d o n n é e  ; se p o s e  d o n c  l a  question d e  s a v o i r  s i  

c e s  g l y c o p r o t é i n e s  s o n t  s y n t h è t i s é ê s  p a r  d i f f é r e n t s  t y p e s  

d ' h é p a t o c y t e s  o u  s ' i l  e x i s t e  d ' a c t r e s  c e l l u l e s  q u e  l e s  

h é p a t o c y t e s  q u i  s y n t h è t i s e n t  d e  l a  t r a n s f e r r i n e  q u e  l ' o n  

r e t r o u v e  d a n s  l e  s a n g .  



Etude eompakée de t a  4 t a u c t u k e  de4 g t y c a n n e ~  
d e  t a  l a e x o $ a a n 4 d e k t i n e  de4 t a i t 4  d e  Vache e t  de  ChLufie 

CARACTERLSATION ET FRPrCTIONMYMENT DES GLYCOPEPTIDES 

DE LA LACTOTRANSFERRINE DES LAITS 

DE VACHE ET DE CHEVRE 

Jusqu'à présent, seules les structures des glycannes 

de Pa lactotransferrine Humaine ont été établies (Spik 

et al., en 1982, Matsumoto et al., en 1982). Au Labora- 

toire, nous avons entrepris une étude comparative de 

structures glycanniques de la lactotransferrine Humaine 

avec celles des lactotransferrines de Vache et de Chèvre. 

En outre, nous avons réalisé une étude des variations de 

$a struture des glycannes de la lactotra~sferrine de 

Vache en fonction de la lactation en étudiant la lacto- 

transferrine isolée de trois types différents de secré- * 

tiens : la secrétion sèche, le colostrum et le lait mature. 

I - PREPARATION ET ETUDE DE DIFF~RENTS ECHANTILLONS DE 
.LACTOTRANSFERRINES DE VACHE EN FONCTlON DE LA LACTATlON 

A - Variations du taux de lactotransferrine - dans 

le lactosérum en fonction de la lactation 

La lactotransferrine présente dacs les différents 

types de secrétion est préparée selon le procédé décrit 

p.211. Nous avons isolé en triple exemplaires la lacto- 

transferrine à partir de 15 à 20 1 des trois différents 

types de secrétion. Nos études ont été réalis6es sur des 

quantités de lactotransferrine variant de 0,8 à 2,4 g 

selon le type de secrétion. La pureté des lactotransferrjnes 



est vérifiée par électrophorèse en gel de polyacrylamide. 

La Fig. 38 p.116 nous indique que les lactotransferrines 

sont pures et possédent des masses moléculaires voisines. 

La lactotransferrine isolée du lait de ~hévre semble 

cependant avoir une masse moléculaire plus élevée. La 

comparaison des taux moyens de lactotransferrine dans les 

lactosérums de Vache et de Chévre, (Tableau XXIV;p.l17 ) 

nous révéle que ces protéines existent à l'état de traces 

dans ces lactosérums (quelques mg) alors que des quantités 

de l'ordre de 29 existent dans le lactosérum humain. 

Des variations apparaissent en fonction de la lactation, 

ainsi un taux de lactotransferrine 3 fois plus élevé que 

dans le lait a été mis en évidence dans la secrétion 

sèche. A cet égard, nous devons signaler que des résultats 

analogues ont été décrits dans la littérature. Ainsi en 

1970, Smith et al., ont montré une modification de la 

concentration en lactotransferrine en fonction des diffé- 

rents stades de lactation. En outre, ils ont montré que 

la quantité totale présente dans la secrétion d'une ma- 

melle était constante. En 1971, ils ont dosé la lactotrans- 

ferrine dans la secrétion sèche provenant de différentes 

Vaches ; ils ont trouvé des valeurs allant jusqu'à 3g de 

lactotransferrine par mamelle. D'autre part lors de 

l'analyse électrophorétique des protéines du lactosérum 

à pH 8,9, 30 à 40 % des protéines possédaient une mobilité 
électrophoretique de type " Y  -globuline", elles ont été 

identifiées à de la lactotransferrine. Ce résultat sug- 

gère que la variation de la mobilité électrophorétique 

de la lactotransferrine serait due à la formation d'un 

complexe entre la lactotransferrine et d'autres consti- 

tuants du lactosérum. Signalons que Welty et al.,en 1975 



Figure 38 

Electrophorèse en gel de polyacrylamide des 

différentes préparations de lactotransferrines. 

1 : Lactotransferrine isolée du lait de Femme. 

2 : - d e  la secrétion sèche 
3 : Lactotransferrine de Vache isolée - du colostrum 
4 : - du lait stabilisé 
5 : Lactotransferrine isolée du lait de Chèvre. 



TABLEAU XXIV 

Taux moyen de lactotransferrine présent dans Les 

lactosérums de différentes espèces. 

Taux moyen 

L a i t  
de 

Femme 

. 

de lactotransferrine 

mg/l 

Secrétion 
sèche 
de 
Vache 

160 

Colostrum 
de 

Vache 

lère l6ème 
traite 

Lait de 
Vache 

stabilisé 

Lait 
de 

Chèvre 

80 50  60 

30 l 2 o o G  i 



ont étudié les variations de la concentration de la 

lactotransferrine dans le cas de quinze vaches non 

lactantes pendant la période sèche et ont constaté que 

le taux de toutes les proteines présentes dans ces secré- 

tions variait énormément selon le stade fonctionnel de 

la glande mammaire ainsi la concentration moyenne avant 

l'arrêt de la lactation normale était de 250 mg par litre 

de lait. Puis, elle augmentait chez tous les animaux 

linéairement au cours de la période de non lactation 

pour atteindre une valeur de 20 g par litre de lait de 

secrétion sèche au bout de 24 jours. Un taux record de 

118 g par litre constituant une solution à 11,8 p. cent 

en protéines était obtenu chez une des Vaches au bout 

de ?O jours de non lactation. Cette valeur paraît exces- 

sive mais il faut savoir qu'il existe une variation con- 

sidérable de la concentration en lactotransferrine d'un 

animal à l'autre ; de plus la période sèche peut durer 

de 30 à 200 jours selon la Vache. 

Ensuite cette concentration décroît réqulièrement 

jusqu'au vélage (Fig. 39;p.119 1 .  Selon Smirh et al., 

en 1970, la variation du taux de la lactotransferrine au 

cours de la lactation semble être due à un effet de dilu- 

tion vu que la quantité totale excrétée reste dans l'en- 

semble assez constante. 11 est donc normal que ce taux 

soit très élevé dans la secrétion sèche, un peu moins 

inportant dans le colostrum et faible dans le lait. Bien 

que nous ayons observé comme dans la littérature des 

variations de concentration entre les différents types 

de secrétion, les valeurs dosées n'atteignent jamais dans 

les 3 lots de secrétionséche, des taux en lactotrans- - - - - - - - - 



t r a n s f e r r i n e  

m g l m l  

't' 

P B r i o d e  S é c h e  V é l a g e  

F i g u r e  39 

Variations de la concentration de lactotransferrine 

chez la Vache en fonction de la lactation selon Welty et ai., 



B - Variations de la composition en glucides des 
lactotransferrines de Vache en fonction de 

la lactation 

1) Composition centésimale 

Les compositions centésimales de la lacto- 

transferrine de Vache en fonction de la lactation sont 

données dans le tableau XXV(p. 121). On remarque que la 

lactotransferrine de Vache renferme un taux élevé en 

glucides totaux. Ce taux décroît au cours de la lactation. 

2) Composition molaire 

De grandes variations apparaissent dans les 

compositions molaires en monosaccharides (Tableau XXV; 

p.121). Les taux de fucose, de galactose et d'acide 

N-acétyl neuraminique sont très faibles dans les trois 

types de secrétion;par contre on note la présence de la 

N-accityl galactosamine dans le colostrum et dans le lait. 

Excepté dans le lait, le taux de mannose est élevé dans 

les autres secrétions ce taux décroît au cours de la 

lactation. 

C - Etude comparée de la composition en glucides de 
la lactotransferrine du lait de Vache avec celle 

des lactotransferrines isolées des laits de 

Chèvre et de Femme 

Les composi'tions centésimale et molaire sont 
- -  - - - - - - - - - - -- 

r6sum6es dans le tableau XXVIfp. 122). 
- - - - - - - - - 

- - -Comparées à la lactotransferrine humaine qui renferme--- - - --- 

- deux glycannes et 6 , 4 0  p. centdfoses totaux, les lacto- 



TABLEAU X X V  

Composition centésimale e t  molaire en g luc ides  

des l a c t o t r a n s f e r r i n e s  de Vache i s o l é e s  à d i f f é r e n t s  

s t a d e s  de l a c t a t i o n .  

* Les rappor ts  molaires ont  é t é  c a l c u l é s  s u r  l a  base de deux 

r é s i d u s  de N-acétyl glucosamine. 

Monosaccharides 

Oses neut res  

Osamines 

Acide s i a l i q u e  

TOTAL 

Fuc 

Ga1 

Man 

GalNAc 

GlcNAc * 
NeuAc 

r 

I Composition centésimale des l a e t o t r a n s f e r r i n e s b  
de  Vache i s o l é e s  à p a r t i r  de  

Secré t ion  sèche 

8,30 

4,60 

O 

12,90 

Composition molaire en g luc ides  des  
l a c t o t r a n s f e r r i n e s  de Vache 

=-i 
O 

0,34 

4,90 

O 

2 

0,lO 

L a i t  

5,50 

5,lO 

0,55 

Colostrum 
l è r e  t r a i t e  

7,60 

4,50 

0,25 

12,35 

0,20 - 

0,60 

3,50 

O 

2 

O ,  10 

6ème t r a i t e  

6,50 

4,30 

0,60 

11,40 

O, 10 

0,30 

3,90 

0,20 

2 

O ,  20 

O 

0,40 

3 

0,40 
1 

2 

O ,  20 



TABLEAU X X V I  

Compositions centésimale et molaire en glucides 

des laetotransferrines isolées des laits de Vache, 

de Chèvre et de Femme. 

des laits de 

Oses nzutreç 

Acide sialique 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de 
i deux résidus de N-acétyl glucosamine. 

S L . 2  

+ Les rapports molaires ont été calculés sur la base de 
trois résidus de mannose. 



t r a n s f e r r i n e s  d e s  l a i t s  d e  Vache e t  d e  Chèvre r e n f e r m e n t  

n e t t e m e n t  p l u s  d e  g l u c i d e s .  La c o m p o s i t i o n  en  g l u c i d e s  

d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Chèvre  d e  11 % e s t  t r è s  s e m -  

b l a b l e  à c e l l e  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache. L e  nom- 

b r e  d e  g l y c a n n e s  n ' e s t  p a s  connu.  

L e s  t a u x  d e  f u c o s e , d e  g a l a c t o s e  e t  d ' a c i d e  N-acé ty l  

neu ramin ique  d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  d e  Vache e t  d e  Chèvre  

s o n t  f a i b l e s  comparés  à ceux  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

Humaine ; inve r semen t ,  l e  t a u x  d e  mannose e s t  p l u s  é l e v é  

d a n s  ces deux  l a c t o t r a n s f e r r i n e s ,  e t  on n o t e  l a  p r é s e n c e  

d e  0 , 2  à 0 , 4  r é s i d u  d e  N - a c é t y l  g a l a c t o s a m i n e .  

II - PREPARATION ET ANALYSE DES GLYCOPEPTIDES TOTAUX DES 

LACTOTRANSFERRINES DES LAITS DE VACHE ET DE CHEVRE 

L e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  d e  Vache e t  d e  Chèvre  s o n t  

s o u m i s e s  à une  h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e  s e l o n  l e  p r o c é d é  

d é c r i t  p.216 . L e s  q u a n t i t é s  d e  g l y c o p e p t i d e s  o b t e n u e s  

a p r è s  p u r i f i c a t i o n  s u r  c o l o n n e  d e  BioGel  P2 v a r i e n t  de 

60  à 180 mg. 

L ' a n a l y s e  en  c h r o m a t o g r a p h i e  en  p h a s e  g a z e u s e  a p r è s  

mé thano lyse  d e s  g l y c o p e p t i d e s  nous  donne  l e s  r a p p o r t s  

m o l a i r e s  en  g l u c i d e s  d é c r i t s  d a n s  l e  t a b l e a u  X X V I I ( ~ .  124). 

Les c o m p o s i t i o n s  m o l a i r e s  o b t e n u e s  s o n t  v o i s i n e s  d e  

c e l l e s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  n a t i v e s .  I l  f a u t  c e p e n d a n t  n o t s r  

un t a u x  é l e v é  de r é s i d u s  d e  mannose d a n s  l e s  d i f f é r e n t e s  

p r é p a r a t i o n s  de l a c t o t r a n s f e r r i n e s  d e  Vache e t  d e  Chèvre .  

On n ' o b t i e n t  j a m a i s  un r é s i d u  d e  N - a c é t y l  g a l a c t o s a m i n e ,  

d e  g a l a c t o s e  e t  d e  f u c o s e  ce q u i  l a i s s e  p e n s e r  q u e  les  

s t r u c t u r e s  s o n t  t r è s  h é t é r o g è n e s  e t  i n c o m p l é t e s .  



TABLEAU XXVII 

Composition molaire en glucides des qlycopeptides 

des lactotransferrines de Vache et de Chèvre 

comparée à celle de la lactotransferrine Humaine. 

Monosaccharides 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de 
deux résidus de N-acétyl glucosambne. 

+ Les rapports molaires ont été calculés sur la base de 
trois résidus de mannose. 



III  - FRACTIONNEMENT ET CARACTERISATION DES GLYCOPEPTIDES 

ISOLES DES DIFFERENTES LACTOTRANSFERRINES 

A - F r a c t i o n n e m e n t  e t  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  g lycopep-  

t i d e s  i s o l é s  d e  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Chèvre 

1) F r a c t i o n n e m e n t  s u r  Colonne  d e  ConA - S e ~ h a r o s e  

L e s  g l y c o p e p t i d e s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de 

Chèvre  s o n t  f r a c t i o n n é s  s u r  c o l o n n e  de ConA - S e p h a r o s e  

s e l o n  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t  à l a  p. 220 . C e t t e  chromato-  

g r a p h i e  a  pe rmis  d ' o b t e n i r  q u a t r e  f r a c t i o n s .  L e s  é l u t i o n s  

s ' e f f e c t u e n t  p a r  l e  tampon s a n s  a  - D - méthy l  g l u c o s i d e  

( f r a c t i o n  A )  p u i s  p a r  l e  tampon r e n f e r m a n t  s u c c e s s i v e m e n t  

l O m M  ( f r a c t i o n  BI, 20mM ( f r a c t i o n  C )  e t  200mM i f r a c t i o n  D )  

d '  a -  D - méthyl  g l u c o s i d e .  L e  rendement  des d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  est  donné  d a n s  l e  t a b l e a u  XXVIII(p. 126). On 

remarque  q u ' u n e  f a i b l e  p a r t i e  s e u l e m e n t  d e s  g l y c o p e p t i d e s  

n ' e s t  p a s  r e t e n u e  s u r  c o l o n n e  d e  ConA - S e p b a r o s e  a l o r s  

q u e  l a  m o i t i é  d e  ces g l y c o p e p t i d e s  est t rès  f o r t e m e n t  

r e t e n u e .  

2 )  E tude  de l a  c o m p o s i t i o n  g l u c i d i q u e  des 

d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

 étude d e  l a  c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  d e s  mono- 

s a c c h a r i d e s  d é t e r m i n g e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  phase  

g a z e u s e  a p r è s  m é t h a n o l y s e  a  c o n d u i t  aux  r é s u l t a t s  donnés  

d a n s  l e  t a b l e a u  X X V I I I  (p .  126). 



TABLEAU 

Compos i t i on  m o l a i r e  e n  g l u c i d e s  des g l y c o - p e p t i d e s  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  de  Chèvre ,  c h r o ~ a t o g r a p h i é s  s u r  

c o l o n n e  de c o n c a n a v a l i n e  A 

* L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  o n t  é té  c a l c u l é s  s u r  l a  b a s e  d e  

t r o i s  r é s i d u s  de mannose 

+= L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  o n t  é té  c a l c u l é s  s u r  l a  b a s e  d e  
' 

4 6 )  
deux r é s i d u s  d e  N-acé ty l  g l u c o s a m i n e .  

-& 

P 

L 

- 
Monosaccha r ides  

Fuc 

Ga: 

Man 

G a l N A c  

G l c N A c  

NeuAc 

Fzurcen t . age  d e s  
f r a z t i o n s  

A : f r a c t i o n  non r e t e n u e  s u r  l a  c o l o n n e .  
1 B : f r a c t i o n  d l u é e  p a r  l e  tampon r e n f e r m a n t  l O m M  d e  a - D - 

L a i t  s t a b i l i s é  

Compos i t i on  m o l a i r e  des f r a c t i o n s  

A * B + C + D + 
0 . 2 0  O O O 

2 . 3 0  1 , 3 0  0 , 2 0  O 

3 3 3 , 4 0  5 , 6 0  

0 . 2 0  O O O 

5 , 4 0  2 , 5 0  , 2 2 

0 , 5 0  0 , 5 0  0 , l O  O 

5 25 20 50 

l methyl g l u c o s i d e .  

C : f r a c t i o n  é l u &  p a r  l e  tampon r e n f e r m a n t  20mM de a -  D - 
-- 

méthyl  g l u c o s i d e .  

l D : f r a c t i o n  é l u é e  par Le tampon r e n f e r m a n t  200inM de a -  D - 
méthyl g l u c o s i d e .  



- La & & a c t i o n  A 

non r e t e n u e  d e s  g lycopep t ide s  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  d e  Chèvre e s t  r i c h e  en r é s i d u s  d e  g a l a c t o s e  e t  d e  

N-acétyl glucosamine.  E l l e  renferme 0 , 2 0  r é s i d u  d e  

N-acé ty l  ga l ac to samine ,  t r è s  peu d ' a c i d e  N-acétyl neura-  

minique e t  d e  fucose .  

- La &&acXion B 

renferme 1 , 3 0  r é s i d u s  d e  g a l a c t o s e , p a s  d e  N-acétyl 

ga lac tosamine .  E l l e  posséde d e  l ' a c i d e  N-acétyl  neurami- 

n ique  e t  r e p r é s e n t e  l e  q u a r t  d e s  g lycopep t ide s  t o t a u x .  

e s t  d e  type  ol igomannosidique légèrement contami-  

née par  de s  g lycannes  de  type  N-acé ty l l a c to samin ique .  

- La & & a c t i o n  0 

e s t  d e  t ype  ol igomannosidique e t  renferme 5 . 6  

r é s i d u s  de  mannose. E l l e  est l a  p l u s  impor tan te .  

3 )  Chromatographie en couche mince des  d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  après a c t i o n  de  l ' e n d o g l y c o s i d a s e  H 

L e s  f r a c t i o n s  i s o l é e s  du l a i t  de  Chèvre s o n t  

hydro lysées  p a r  l ' e n d o g l y c o s i d a s e  H s e l o n  l e  p r o t o c o l e  

d é c r i t  p. 219 . Après d é s s a l a g e ,  e l l e s  s o n t  chromatographiées  

s u r  plaque d e  s i l i c a g e l  dans l e  système s o l v a n t  : 

n  Butanol/aci.de acé t i que / eau  ( 2  : 1 : 1 ,  V / V ) .  La Fig.40 

(p.128)montre que l a  f r a c t i o n  A es t  de  t ype  N-acétyl lac-  

tosaminique,  que l a  f r a c t i o n  B c o n t i e n t  à l a  f o i s  d e s g l y c a n n e s  



Figure 40 

Chromatographie sur couche mince des oligosaccharides 

de la lactotransferrine du lait de Chèvre isolés sur colonne 

de ConA - Sepharose, 

T : ~ é m o i n  renfermant de 2 à 9 résidus et de 6 à 8 résidus 

de mannose. 



de t y p e  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e  e t  des g l y c a n n e s  de t y p e  

mannos id ique  l o u r d s ,  q u e  l e s  f r a c t i o n s  C e t  D s o n t  d e  

t y p e  mannos id ique  r e n f e r m a n t  de 9 à 4 r é s i d u s  de mannose 

p o u r  l a  f r a c t i o n  C e t  d e  7 à 9 r é s i d u s  de mannose pour  

l a  f r a c t i o n  D.  

B - F r a c t i o n n e m e n t  e t  c a r a c t é r i s a t i o n  des g l y c o p e p t i -  

des d e  d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  d e  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  d e  Vache 

1) F r a c t i o n n e m e n t  d e s  a l v c o ~ e ~ t i d e s  s u r  c o l o n n e  

d e  ConA - S e p h a r o s e  

L e s  g l y c o p e p t i d e s  des d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  

de l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache s o n t  f r a c t i o n n é s  s u r  c o l o n n e  

de ConA - S e p h a r o s e  de l a  m ê m e  man iè re  q u e  c e u x  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Chèvre .  L e  rendement  des d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  est  donné d a n s  l e  t a b l e a u  X X I X  (p. 130). S e u l s  

les  g l y c o p e p t i d e s  d u  l a i t  s t a b i l i s é  d o n n e n t  une  f r a c t i c n  

non r e t e n u e  s u r  c o l o n n e  d e  ConA -Sepha rose .  C e t t e  f r a c t i o n  

es t  néanmoins t rès  f a i b l e  ( 3  % ) .  L e s  f r a c t i o n s  B f a i b i e -  

ment r e t e n u e s  s o n t  é q u i v a l e n t e s  d a n s  l e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  

isolées à d i f f é r e n t s  s t a d e s  de l a c t a t i o n .  L e  p o u r c e n t a ç e  

des f r a c t i o n s  C e s t  v a r i a b l e .  Majeure  d a n s  l e  l a i t ,  c e t t e  

f r a c t i o n  e s t  f a i b l e  d a n s  l e s  a u t r e s  s e c r é t i o n s .  L a  f r a r -  

t i o n  D du  l a i t  ne  r e p r é s e n t e  q u e  55 %, e l l e  e s t  n e t t e m e n t  

p l u s  i m p o r t a n t e  d a n s  les c o l o s t r u m s  e t  p r é d o m i n a n t e  d a n s  

l a  s e c r é t i o n  s è c h e .  

2 )  Etude  de l a  c o m ~ o s i t i o n  a l u c i d i a u e  des f r a c -  

t i o n s  A à D s é p a r é e s  s u r  c o l o n n e  de ConA - --- 
S é p h a r o s e  

L e  t a b l e a u  ~ ~ 1 ~ ( p . l 3 0 ) m o n t r e  q u e  l e s  r a p p o r t s  



?z 

TABLEAU XXIV 

Composition molaire en glucides des fractions glycopeptidiques da différentes préparations 

de lactotransferrine de Vache après chromatographie sur colonne de ConA - Sepharose. 

O Les rapports molaires ont été calculés sur la base de deux résidus de galactose 

Lait 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de trois résidus de mannose. 
+ Les rapports molaires ont été calculés sur la base de deux résidus de N-acétyl glucosamine. 

Colostrum lère et 6ème traite 

A : omM (2  -D-méthyl glucoside 

Secrétion sèche 

C : 20mM tu-D-rnéthyl glucoside 

- 

B : lOmM a-D-méthyl gluccside D : 200mM --D-méthyl glucoside 

Monosaccharides 

Fuc 

Ga1 

Man 

GalNAc 

GlcNAc 

NeuAc 

Pourcentage des 
fractions 

Composition molaire des fractions 

Ao B* C* D+ 

O 1 0,70 O 

2 2,50 1,40 0,5 

0,50 3 3 3,20 

1 0,30 0,70 O 

1,30 3,80 3,30 2 

1,80 0,50 0,60 O 

3 10 32 55 

B* C + D+ 

O O O 

0,60 0,50 O 

3 4,40 7,20 

0,40 O O 

2,70 2 2 

O O O 

5;60 7,lO 87,30 

B* C* D+ 

1,20 0,70 O 

2,60 1,40 O 

3 3 4 

0,30 0,90 O 

4 3,50 2 

0,80 0,30 O 

10,80 7,20 82 

B* C *  D+ 

1,20 0,80 O 

3 1,60 O 

3 3 4,20 

0,60 0,90 O 

4,30 3,20 2 

0,50 0,40 O 

11,5'0 8,2080,39 



m o l a i r e s  des g l u c i d e s  d e  c h a q u e  f r a c t i o n  i s o l é e  à p a r t i r  

d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  d e s  d i f f é r e n t s  t y p e s  d e  s e c r é t i o n  

p r é s e n t e n t  d e s  v a r i a t i o n s  t rès i m p o r t a n t e s .  

3 )  Etude  de l a  f r a c t i o n  A i s o l é e  à p a r t i r  d e  l a  -- 
l a c t o t r a n s f e r r i n e  du  l a i t  s t a b i l i s é  

C e t t e  f r a c t i o n  non r e t e n u e  s u r  c o l o n n e  d e  

ConA - S e p h a r o s e  ne  r e p r é s e n t e  q u e  3 % du  mélange t o t a l  

d e s  g l y c o p e p t i d e s  e t  ne se r e t r o u v e  q u e  d a n s  l e  l a i t  

s t a b i l i s é .  L e  c a l c u l  d e  s a  c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  b a s é e  s u r  

2  r é s i d u s  de g a l a c t o s e  nous  a  mon t ré  q u ' e l l e  ne  r e n f e r m e  

p r e s q u e  p a s  d e  mannose mais  é t a i t  r i c h e  en  N - a c é t y l  

g a l a c t o s a m i n e  e t  e n  a c i d e  N - a c é t y l  neu ramin ique .  E l l e  

r e n f e r m e  é g a l e m e n t  du g l u c o s e .  Une h y d r o l y s e  a l c a l i n e  

e n  m i l i e u  r é d u c t e u r  (NaOH 0 , l N  BH K 1 M  à 3 7 "  4 8  h . )  4 
ne  m o d i f i e  p a s  s a  c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  ce q u i  i n d i q u e  q u e  

l a  f r a c t i o n  A n e  r e n f e r m e  p a s  de g l y c a n n e s  l i é s  O-glyco- 

s i d i q u e m e n t .  

4 )  E tude  d e s  f r a c t i o n s  B i s o l é e s  du l a i t  s t a b i -  

l i sé \  e t  des c o l o s t r u m s  

a )  Nouve l l e  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  ConA-Sepharose 

L e s  f r a c t i o n s  B du  l a i t  e t  des c o l o s t r u m s  

r e p r é s e n t a n t  10  % des g l y c o p e p t i d e s  t o t a u x  s o n t  é l u é e s  

p a r  1' a -  D - méthy l  g l u c o s i d e  1 0  m M .  

L e u r s  c o m p o s i t i o n s  m o l a i r e s  s o n t  r e l a t i v e m e n t  cons -  

t a n t e s  ce q u i  nous  a  amené à é t u d i e r  uniquement  l a  f r a c -  

t i o n  B i s o l é e  du  l a i t .  E l l e  r e n f e r m e  un r é s i d u  de f u c o s e ,  

2 , s  r é s i d u s  de g a l a c t o s e , t r è s  peu de N-acé ty l  g a l a c t o s a m i n e  



et peu d'acide N-acétyl neuraminique. 

La fraction B de la secrétion sèche bien qu'ayant 

une composition molaire différente des autres fractions 

B n'a pas été etudiée, les quantités obtenues étant 

faibles. En outre MaPiet et Plantey en 1977 ont isolé un 

glycopeptide de composition molaire très proche (Fig. 50; 

p. 156 1. 

La fraction B isolée du lait est rechromatographiée 

sur colonne de ConA - ~e~h&ose afin d'éliminer les con- 
taminant~ oligomannosidiques restants. La fraction B 1 
est éluée par l' ci - D - méthyl glucoside 10mM. 

5) Etude des fractions C isolées du lait sta- 

bilisé et des eolostrums 

a) Nouvelle chromatographie sur ConA-Sepharose 

Par chromatographie sur colonne de ConA - 
Sepharose une fraction plus fortement retenue est éluée 

par le tampon renfermant de 1' a -  D - méthyl glucoside 
20 mM. Seules les fractions C du lait et des colostrums 

sont étudiées dans ce chapitre. En effet, la fraction C 

de la secrétion sgche étant essentiellement de type oligo- 

mannosidique, elle est étudiée avec les fractions D isolées 

des différentes secrétions. Les fractions C du lait et 

des colostrums ont des rapports molaires en monosaccharides 

très voisins ce qui nous a amené à étudier en détail 

la fraction C isolée du lait ; la quantité obtenue étant 

plus importante, Cette fraction renferme un taux de 

N-acétyl galactosamine plus élevé que les fractions B 

et un taux de galactose plus faible. Elle renferme égale- 

ment 0,6 résidu d'acide N-acétyl neuraminique. La fraction 

C du lait est rechromatographiée sur colonne de ConA - 
Sepharose afin d'éliminer les contaminants oligomannosidiques. 



La f r a c t i o n  Clobtenue  e s t  é l u é e  de l a  c o l o n n e  p a r  l e  

tampon r e n f e r m a n t  de l ' a  - D - m é t h y l  g l u c o p y r a n n o s i d e  

6) Etude  des f r a c t i o n s  D i s o l é e s  à p a r t i r  d e s  

d i f f é r e n t e s  ~ r é ~ a r a t i o n s  d e  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  

L e s  f r a c t i o n s  D des d i f f é r e n t s  t y p e s  d e  secré- 

t i o n  f o r t e m e n t  r e t e n u e s  s u r  l a  c o l o n n e  d e  Co2A-Sepharose 

s o n t  é l u é e s  p a r  1 '  a - D - m é t h y l  g l u c o s i d e  200mM. 

E l l e s  s o n t  t o u t e s d e  t y p e  mannos id ique .  La f r a c t i o n  D 

du  l a i t  r e n f e r m e  un t a u x  de mannose peu é l e v é .  E l l e  r e p r é -  

s e n t e  55 % des g l y c o p e p t i d e s  t o t a u x  ce q u i  e s t  f a i b l e  

comparé a u  p o u r c e n t a g e  d e  l a  f r a c t i o n  D d e s  a u t r e s  secré- 

t i o n s .  L e s  f r a c t i o n s  D des c o l o s t r u m s  s o n t  d e  s t r u c t u r e  

v o i s i n e  à ce l l e  d u  l a i t  mais  e l l e s  e x i s t e n t  en  q u a n t i t é  

p l u s  i m p o r t a n t e  ( 8 0  76). E l l e s  o n t  une  c o m p o s i t i o n  v o i s i n e  

de l a  f r a c t i o n  C de l a  s e c r é t i o n  s è c h e .  C e t t e  f r a c t i o n  C 

s e r a  donc  f r a c t i o n n é e  e n  m ê m e  temps q u e  l e s  f r a c t i o n s  D .  

La f r a c t i o n  D de l a  s e c r é t i o n  s è c h e  r e n f e r m e  l e  taux de 

mannose l e  p l u s  é l e v é .  E l l e  e s t  éga l emen t  l a  p l a s  impor- 

t a n t e  ( 8 7 % ) .  

L e s  o l i g o m a n n o s i d e s  p r é s e n t s  d a n s  l e s  f r a c t i o n s  D o n t  

é t é  l i b é r é s  p a r  h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  e t  s é p û r é s  p a r  HPLC 

e t  p a r  c o u c h e  mince.  

a )  ~ i b é r a t i o n  des o l i g o m a n n o s i d e s  

a )  Ac t ion  de l ' e n d o q l y c o s i d a s e  H e t  chroma- ------------------ ..................... 
t o q r s h i e  en  couche  mince des o l igoman-  -- - ........................... ----- 
n o s i d e s  d e s  d i f f é r e n t e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  .......................................... 

L e s  f r a c t i o n s  D de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

Bov ine  i s o l é e s  à d i f f é r e n t s  s t a d e s  de l a c t a t i o n  s o n t  



hydrolysées par une endoglycosidase H selon le protocole 

décrit à la p.219. Après déssalage, elles sont chromato- 

graphiées sur plaque de silicagel. La migration s'effectue 

dans le système solvant decrit par Tsai et a%., en 1984. 

Après sèchage, le chromatographe est révélé par pulvéri- 

sation d'orcinol sulfurique (Fig. 41; p.135). 

Cette figure confirme que la secrétion sèche renferme 

des oligomannosides lourds à savoir 8 et 9 résidus de man- 

nose donc un peu plus lourds que la valeur de 7 trouvée en 

méthanolyse. On constate peu de différence entre les deux 

colostsums étudiés. Le lait contient essentiellement des 

glycannes ~Pigsmannosidbques renfermant de 3 à 6 résidus 

de mannose. 

En conclusion, la secrétion sèche posséde un taux de 

glycannes mannosidiques beaucoup plus important que dans 

les autres secr6tions. Ce taux de glycannes immatures 

diminue un peu dans le colostrum et très nettement dans 

le lait. On arrive dans ce cas à un rapport de 1 : 1 

entre les glycannes de type N-acétyl lactosaminique et 

les glycannes de type mannosidique. 

13 ) Action de l'endo-N-acétvl- 6 - D 
,,--------i--------------------- 

glucosaminidase - . --------------- 

Nous avons mélangé les 4 fractions D des 

différentes secrétions ainsi que la fraction C de la 

secrétion sèche afin d'hydrolyser l'ensemble des glycopep- 

tides mannosidiques. L'hydrolyse est réalisée par l'endo- 

N-acétyl - 13- D glucosaminidase de Basidiomycète inso- 

lubilisé selon le protocole décrit p.217 . Une cinétique 
d'hydrolyse nous a permis de déterminer que 4 jours de 



Figure 41 

Chromatographie sur couche mince des oligomannosides 

de la lactotransferrine de Vache différents 

stades de lactation. 

T : Témoins renfermant de 4 à 9 résidus de mannose et 7 à 9 résidus 

de mannose. 

1 : Oligomannosides de secrétion sèche 

2 : Oligomannosides de colostrum lère traite 

3 : Oligornannosides de colostrum 6ème traite 

4 : Oligomannosides de lait stabilisé. 



recyclage sur la colonne à température ambiante étaient 

nécessairespour hydrolyser les glycopeptides mannosidiques 

de la lactotransferrine de vache. 

La chromatographie sur couche mince en solvant : 

n butanol/acide acétique/eau ( 2  : 1 : 1, V/V) d'un aliquote 

de llhydrolysat nous permet d'observer la présence de 5 

taches. 

Ces constituants possédent une vitesse de migration 

voisine de celle des oligosaccharides témoins renfermant 

de 4 à 9 résidus de mannose. 

b) .Séparation des sligomannosides par chromato- 

graphie liquide en haute pression (HPLC) 

Après hydrolyse, le melange d'oligosaccharides 

est réduit par le borshydrure de potassium. Les oligosac- 

charides réduits sont chromatographiés en haute pression 

sur colonne Amin0 AS-SA. Nous injectons des quantités de 

l'ordre du mg. La réssbution se fait par un gradient 

ac6tonitrile/H20 selon le protocole décrit à la p.221 a 

Dix pl du témoin contenant en mélange des glycannes 

de 4 à 9 residus de mannose sont injectés préalablement 

afin d'étalonner l'appareil et d'identifier les pics 

obtenus avec ceux des oligosaccharides de la lactotransfer- 

rine de Vache. La chromatographie en haute pression des 

oligomannosides de la lactotransferrine de Vache permet 

de séparer 6 pics majeurs (Fig. 42;p. 1 3 7 ) .  

Dix u1 de chacun des pics ainsi que des témoins 

oligsmannosidiques sont déposés en chromatographie en 

couche mince en solvant : n butanol/acide acétique/eau 

(2 : 1 : 1, V/V). Ces oligomannosides se sont révélés 

être homogènes en couche mince (Fig. 43;p. 137). 



Figure 42 

séparation des oligomannosides de la lactotransferrine de 

Vache en chromatographie liquide en haute pression sur 

Amino AS - 5 A  

Figure 43 

Chromatographie sur couche mince des oligomannosides de la lacto- 

transferrine de Vache séparés par chromatoqraphie en haute pression 

T : Témoins renfermant de 7 à 9 résidus et de 2 à 4 résidus de 

mannose. 



C) Etude de la composition glucidique des diffé- 

rents oligomannosides 

Ces fractions sont analysées en chromatographie 

en phase gazeuse après méthanolyse. Les résultats donnes 

dans le tableau XXX(p.139) montrent la présence de glycannes 

de 4 à 9 résidus de mannose. Cependant nous n'observons 

pas un nombre entier de résidus de mannose ce qui laisse 

supposer que ces fractions ne sont pas homogènes. 

La Fig. 44(p.l40)résume le schéma de fraction- 

nement utilisé pour l'étude des glycopeptldes des lacto- 

transferrines de Vache isoPés à différents stades de lac- 

tation. 

Le tableau ~~~1(p.l41) résume %es variations de la 

composition en glyeannes de la lactotransferrine de Vache en 

fonction de Pa lactation comparées aux compositions glycannl- 

ques des, lactotsansSerrines des laits de Chèvre e t  le6 Femme. 

Les glycannes de type oligomannosidique décroissent 

en fonction de la iactatioi. On arrive a un rapport égal 

entre les glycannes de type oligomannosidique et les 

glycannes de type N-acétyP1actosaminique dans la laeto- 

transferrine du lait de Vache. Ce résultat est retrouvé 

pour le lait de Chèvre. Le lait Humain est totalement 

dépourvu de structures glycanniques de type oligomanno- 

sidique. Chaque fraction isolée a été méthylee et analysée 

en résonance magnétique nucléaire. Ces résultats font 

l'objet du chapitre suivant. 



TABLEAU X X X  

Composition molaire en monosaccharides des oligomannosides 

de lactotranskerrine de Vache séparés par HPLC 

Man 1 3.60 5,30 5,70 6,40 7,80 8.50 1 

Monosaccharides 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base d'un 
résidu de N-acétyl glucosaminitol. 

Composition molaire des fractions 
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TABLEAU X X X I  

Variations de la composition en glycannes en fonction de la 

lactation dans la lactotransferrine de Vache 

comparées aux compositions en qlycannes de la lactotransferrine 

des laits de Chèvre et de Femme 

Glycannes 

Type N-acétyllac- 
tosaminique % 

Type oligomanno- 
sidique % 

Lait 
de 

Chèvre 

50 

Lait 

Humain 

100 

5 0  

' Lait 
de 

Vache 

Secrétion 
sèche 

de Vache 

6 

9 4  

CoLostrum 
. de Vache 
lère 
traite 

6ème 
traite 

18 

82 

20 1 45 
1 
1 
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STRUCTURE DES GLYCANN&S DES LàfXQTRAMsFERRf~ 

1 - STRUCTURE DES GLYCANNES DE LA LACTOTRANSFERRINE 
DE CHEVRE 

A - Méthylation des fractions A ,  B. C, D séparées 
sur colonne de ConA - Sepharose 

Les fractions ont été méthylées selon le proto- 

cole décrit p.224 . D'après les rapports molaires donnés 
dans le tableau XXXII(~. 143), les structures glycanniques 

qui ont été proposées sont les suivantes : 

est de type N-acétyllactosamlnique biantennée.pluç CU 

moins sialylée, légèrement fucosylée. 

est de type N-acétyllactosaminique. Cependant, elle 

renferme un peu de permethyl mannose et est souillée 

par des oligomannosides. 

est de type oligomannosidique. Elle doit renfermer un 

mélange de glycannes oligomannosidiques. 

est également de type oligomannosidique mais avec un 

nombre de résidus de mannose supérieur. 

B - Résonance magnétique nucleaire 

Les composés A ,  B, C, D ont été analysés en 

résonance magnétique nucléaire à 400 MHz. Le tableau 

XXXIII(p.1451 donne les valeurs des déplacements chimi- 

ques présents dans les monosaccharides constituant les 

glycopeptides de-la lactotransferrine de Chèvre. Les 

Fig. 45 (p. 146), 46 (p. 147) et 47 (p. 148) donnent les spec- 

tres de résonance magnétique nucléaire à 400 MHz des 

fractions. A ,  C et D. 



TABLEAU XXXII 

Identification et détermination des rapports molaires 

des dérivés méthylés des monosaccharides des 

glycopeptides de la lactotransferrine de Chèvre 

séparés sur colonne d e  ConA - sépharose. 

w Les rapports ont été calculés sur la hase d'un résidu de 
(2,4)Me2-Man. 

+ Les rapports ont été calculés sur la base de deux résidus 
de (2,4)Me2-Man. 



F&aetionb A e t  8 
L'interprétation des spectres est facile et est 

en faveur de structures biantennées de type N-acétyllac- 

tosaminique plus ou moins sialylées et fucosylées. 

Les valeurs des déplacements chimiques des protons les 

plus représentatifs nous montre qu'il s'agit de structures 

classiques dont l'argumentation ne nécessite pas d'être 

développée. La fraction A est constituée d'un glycopeptide 

biantenné sialylé et plus ou moins fucosyfé alors que le 

glycopeptide de la fraction B posséde cette même structure 

mais non fucosylée et won sialylée sur le galactose 5 '  - 
Ces structures sont données à la FPg. 48(p. 150). 

Cette fraction est de type oligomannosidique puisque 

l'on ne voit pas les résonances des groupements acétarn~do 

de N-acétyl glucosamines 4 et S mais elle est très héréro- - - 
géne puisque l'on met en évidence tous les isomères pos- 

sibles de Man 4 à Man 9.  i interprétation du spectre 

(Fig. 46 p. 147) est en faveur d'un oligomannoside possé- 

dant quatre résidus de mannose. Nous mettons en évidence 

le noyau trimannosido -N-N' diacétyl-chitoblose. Il 

existe égalemenb un mannose 3 monosubstitué par un niannose - 
4' (H-lMan3 = 4,769 ppm). La valeur H-1Man 4' = 4,369 ppm - - - - - - 
est caractéristique d'un mannose substitué, ici par ur; 

mannose B (H-f = 4.906 ppm) ; mais la valeur H-l = 5.093ppm 

peut-être également attribuée à un doublet du proton 

anornérique d'un mannose A confirmé par H-2 = 4,063 ppm. 

En conclusion, les 2 produits majeurs de la fraction C 

possédent les structures données à la Fig. 48(p. 150). 

Nous pouvons caractérisé la même structure sans Man - 4 - 
et (H-1Man 3 = 4.769 ppm) et tous les isomères possibles - 
jusqu'à Mang Glc NAc Asn (H-1 ManA = 5.398 ppm, 2 - - 
H-l Mang = 5.140 ppm, H-l ManC = 5.300 ppm). On retrouve - - - 
également les différents mannoses il&, 02 et D3 en position -- -- -- -- 
terminale non réductrice. 
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Praction C : structure majeure 

Protons anom6riques Protons H 2 , -1. CH3Acétamido 

4term 4 t sub Y rA  R t e m  i- - , 

Figure 46 

Spectre de résonance magnétiqce nGcl6aire à 400 MHz de la 

fraction glycope~tidiqce C de la lactotranrderrjne de C h è v r e  

obtenue sur colonne de ConA-Sépharose. Le spectre est réalise 

d a n s  les conc; l  tiofis de mesure dc.nnées dans la iéqer.de de l a  

F i q  4 5  





Les glycopeptides composants l a  fraction D sont 

de type oligomannosidique mais comparés à la fraction C, 

ils sont de taille plus importante. Le dépouillement du 

spectre (Fig. 47;p.148) permet de reconnaitre immédiatement 

le noyau trimannosido - N, N' di-acétyl chitobiose subs- 
titué par plusieurs résidus de mannose. La présence des 

mannoses ïi, - 8, - 2 substitués démontre sans ambiguité la 
structuze Mang GlcNAc2Asn. Par contre l'existence des 

mannoses 4 et C terminaux ( H-1 = 5.088 ppm, H-1 = 5.057ppm - - 
respectivement) mais jamais de mannose g - terminal 
(H-1 4.90 ppm) prouve que la plus petite structure pré- 

sente est Man7GlcNAc2Asn. En conclusion, nous pouvons 

dire que la fraction D est composée de quatre glycopep- 

tides dont les structures sont résumées dans la Fig. 48 

(p. 150). 

Commentaires 

Les structures des différents glycannes présents 

dans la lactotransferrine de Chèvre sont données à la 

Fig. 48 (p. 150). 

est de type N-acétyllactosaminique et possede une 

structure biantennée plus ou moins fucosylée, et sialy- 

lée sur les 2 branches. On ne retrouve pas de struc- 

tures renfermant de La N-acétyl galactosamine. 

est également de type N-acétyllactosaminique mais non 

fucosylée monosialylée . Elle est contaminée par des 
structures oligomannosidiques~ 

est de type oligomannosidique. Le glycanne majeur ren- 

ferme 4 résidus de mannose et correspond à un produit 

du catabolisme des glycannes. La Fig. 40(p. 128) montre 

cependant que cette fraction contient d'autres oligo- 

mannosides plus lourds. 



Neu~c ((32-6)   al (61-4) G~CNAC (fi-2) Man (al-3) 

\Mao (6 1-4) C~CNAC (6 1-4) GiCNAC (6 1) ASn 

Neu~c ((22-6) Gal(B 1-4) G ~ N A C  (u-2) ~an(a1-6) / Fuc 1 (a 1-61 

Fraction A 

~eu~c(a2-6)~aL(61-4)6%~Ac(Bl-2)~an(al-3) 

\~ant61-4) GlcNAc(61-41 GlcNAc (81)Asn 

Ca%(Bi-4)GlcN~c(Bl-2)Man(al-6) / 
Fraction B 

Fraction C : structure majeure 

(Man (al-2) ) Man (al-2) Man (al-3) 
O. 50 

(Man (al-2) Man (al-3) \Man(Ql-4) GlcNXctB1-4)GIcNAc(Bl)nw 
0.60 

Man (al-6) 

Man (al-2) Man (al-6) / 

Fraction D 

FIGURE 48 

Structuresdes glycannes de la lactotransferrine de Chèvre isolés 

par chromatographie sur colonne de ConA - Sépharose. 



- La ~aaeaian O 
est également de type oligomannosidique. Elle renferme 

essentiellement des glycannes à78 et 9 résidus de man- 

nose. 

II - STRUCTURE DES GLYCANNES DE LA LACTOTRANSFERRINE 
DE VACHE 

A - Etude de la fraction A 

La fraction A ne se retrouve que dans le lait de 

Vache. Elle est non retenue sur Colonne de ConA - 
Sepharose . Pour faciliter l'étude de sa structure, la 
partle peptidique est hydrolysée selon le protocole rnls 

au point par Lee et Scocca décrit p.220. Elle est ensuite 

méthylée. Les rapports molaires obtenus sont présentés 

dans le tableau XXXIV(p. 152). La méthylation indique que 

cette fraction est très hétérogène. On retrouve de nom- 

breux dérivés méthylés notamment du galactose et du glu- 

cose. Cette méthylation ne permet pas cependant de déduire 

la structure de cette fraction très complexe. De plus. 

les quantités obtenues sont très faibles et n'ont pas 

permis de déterminer la structure par résonance magné- 

tique nucléaire. A l'avenir, nous allons essayer de 

réisoler cette fraction afin de préciser sa structure. 

B - Etude des glycannes de la fraction B1 

Méthylation 

La fraction B1 des glycopeptides de la lacto- 

transferrine du lait est obtenue par un Sème fraction- 

nement sur colonne de ConA - Sepharose. Elle est eluée 
par 1' a- D méthyl glucoside 1SmM. Cette fraction a été 

méthylée et analysée en spectrométrie de masse. Les 

, rapports molaires obtenus sont présentés dans le tableau 

X X X I V f p .  152). Le glycanne posséde 1 résidu de fucose lié 

en a -  1,6 donc au point d'attache. On retrouve un 

type de dérivés tri Me - Ga1 ce qui signifie que le 
résidu d'acide N-acétyl neuraminique est branché an 

( Y -  2 , 6 .  



TABLEAU XXXIV 

Identification et détermination des rapports molaires 

des dérivés méthylés des monosaccha~ides 

des fractions A et Bl 
f 

Dérivés mhthylés 

( 2 .  3. 4)Me3- Fuc 

(2. 3. 4. 6)Me4-Gal 

( 2 ,  3, 4, 6)Me4-Glc 

(2. 4. 6)Me3-Gal 

( 3 .  4, 6)Ma3-Man 

( 3 ,  6)Me2-GlcNAcMe 

+- Les rapports molaires ont été calculés sur la base de 

un résidu de (2, 3 .  4. 61Me4-Gal. 

Les rapports molaires ont été calculés sur la base de 

un dérivé de (2.4)Me2-Man. 



2) Résonance magnétique nucléaire 

Le tableau XXXV(p.154)donne les valeurs des 

déplacements chimiques présents dans les monosaccharides 

constituant cette fraction B, . 

Précisons immédiatement que la fraction B est 1 
souillée par la fraction Cl et sera discutée dans le cha- 

pitre suivant. L'interprétation du spectre est assez diffi- 

cile à cause de la complexité du mélange et de la présence 

d'une partie peptidique importante qui perturbe les signaux 

Cependant, l'analyse est en faveur d'une structure de type 

N-acétyllactosaminique biantennée, plus ou moins sialylée 

et fucosylée. En effet, on retrouve le groupe des paramètres 

caractéristiques du noyau trimannosido - NIN'-diacétyl 
chitobiose. (H-2 = 4.250 ppm, H-2 = 4.192 et H-2 = 4.110 ppm 

pour les mannoses 3, 4 et 4' respectivement). Le noyau est - - - - 
substitué par deux résidus de N-acétyl lactosamine liés en 

Q- 1,2 sur les mannoses - 4 et 4'. L'antenne liée sur le - - - 
mannose - 4 est substituée par un résidu d'acide N-acétyl - 
neuraminique lié en a - 2,6 sur le galactose (H-1Man4 - = 

5.135 ppm, H-1~lcNAc 3 =4.606 ppm et H-1 Ga16 = 4.445 ppm). - - 
L'antenne portée par le mannose - 4' est de type asialo - 
(H-1 Man4' - = 4,928 ppm, H-1GlcNAc 5' = 4.581 pp et - - - 
H-1 Ga16' - = 4.472 ppm). Cette structure est compliquée par - 
le fait qu'elle est plus ou moins fucosylée en a - 1,6 
sur la N-acétyl glucosamine du point d'attache 

(H-1 = 4.878 ppm et CH3 = 1.210 ppm). L'influence de cette 

substitution est surtout visible pour la GlcNAc - - 2 
(H-1 = 4.682 ppm et NAc = 2.095 ppm en présence de fucose 

H-1 = 4.616 ppm et NAc = 2.080 ppm en l'absence de fucose). 

 intégration des signaux relatifs aux groupements acéta- 

mido deGlcNAc - 2 permet de préciser qu'il y a 40 % de struc- - 
tures fucosylées. En conclusion, le glycopeptide composant 

la fraction B1 posséde la structure donnée à la Fig. 49 

(p. 155). 



-- - 

TABLEAU X X X V  
-- - 
. .  - 

Gl i s sements  ckimiques  400 MHz des protons  r e p r é s e n t a t i f s  d e  l a  

s t r u c t u r e  pr imaire  de l a  f r a c t i o n  BI i s o l é e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

de  Vache 

F r a c t i o n  B1 

H-1 . . .  GlcNAc - 1  
G l c  N A c - 2  
Man - 3 
Man - 4 
Man - 4 '  
GlCNAc - 5 
G l c N A c  - 5 '  
Ga1 - 6  
Ga1 - 6 '  

H - 2  . . .  Man - 3 
Man - 4 
Man - 4 '  

H-3ax.. NeuAc ( a  - 2 , 6 )  

H-3éq..  NeuAc ( a  - 2 , 6 )  

H-1 . . :  Fuc ( a - 1 , 6 )  

CH3 . . .  Fuc ( a - 1 , 6 )  

N A c  . . . G ~ c N A c  - 1  
G l c N A c  - 2  
G l c N A c  - 5 
GIcNAc - 5' 
NeuAc ( a - 2 , 6  

- 

due à l a  par t i e  p e p t l d i q u e .  
- --- 
- ppp 



3 )  S t r u c t u r e  

La F i g .  49 (p .156 )donne  l a  s t r u c t u r e  d e  l a  

f r a c t i o n  B1 d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache'. E l l e  

p o s s é d e  une  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  f u c o s y l é e  p o s s é d a n t  un 

a c i d e  N-acé ty l  n e u r a m i n i q u e  s u r  l a  b r a n c h e  l i é e  e n  a 1 , 6 .  

M a l i e t  e t  P l a n t e y  e n  1977  o n t  é g a l e m e n t  a n a l y s é  des 

d é r i v é s  m é t h y l é s  des g l y c o p e p t i d e s  t r y p s i q u e s  d e  t y p e  

N - a c é t y l ~ a c t o s a m i n i q u e .  Deux s t r u c t u r e s  o n t  é t é  p r o p o s é e s .  

Une s t r u c t u r e  c l a s s i q u e  b i a n t e n n é e  r e n f e r m a n t  z é r o  à un 

r é s i d u  d ' a c i d e  N-acé ty l  n e u r a m i n i q u e  e t  une  s t r u c t u r e  

i n c o m p l è t e  p o s s é d a n t  une  a n t e n n e  s i a l y l é e  ou non ( F i g .  5 0 ;  

p. 1 5 6 ) .  

C - E t u d e  d e s  g l y c a n n e s  d e  l a  f r a c t i o n  C 
1 

S e u l e  c e t t e  f r a c t i o n  r e n f e r m e  de l a  N-acé ty l  

g a l a c t o s a m i n e  e t  l e  problème q u i  s ' e s t  p o s é  a  é t é  d e  

d é f i n i r  l a  p o s i t i o n  de l a  N - a c é t y l  g a l a c t o s a m i n e  d a n s  l e  

g l y c a n n e .  

1). L o c a 1 i s a t i o n . d ~  r é s i d u  d e  N-acé ty l  g a l a c t o s a m i n e  

La f r a c t i o n  Cl  es t  o b t e n u e  p a r  r e c h r o m a t o g r a -  

p h i e  d e  l a  f r a c t i o n  C s u r  l a  c o l o n n e  d e  ConA - S e p h a r o s e .  

E l l e  e s t  &-luge p a r  1' a -  D-méthyl g l u c o s i d e  15mM. C e t t e  

f r a c t i o n  r e n f e r m e  0,7 r é s i d u  d e  N-acé ty l  g a l a c t o s a m i n e .  

E l l e  p o s s é d e  moins  de g a l a c t o s e  q u e  l a  f r a c t i o n  B 1 ' 
Af in  d e p o s i t i o n n e r  l e  r é s i d u  d e  N-acé ty l  g a l a c t o s a m i n e ,  

d i f f é r e n t e s  h y d r o l y s e s  e n z y m a t i q u e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  

a v a n t  d ' é t u d i e r  l a  s t r u c t u r e  p a r  m é t h y l a t i o n  e t  r é s o n a n c e  

magné t ique  n u c l é a i r e .  

a )  H y d r o l y s e s  e n z y m a t i q u e s  

La F i g .  5 1 ( p . l 5 7 ) s c h é m a t i s e  l e s  d i f f é r e n t e s  

é t a p e s  s u i v i e s  p o u r  l o c a l i s e r  l e  r é s i d u  d e  N - a c é t y l  

g a l a c t o s a m i n e .  



FIGURE 49 

Sfpructue de la fraction Bi N-acBtyl1actosaminique isolée de la 

bactotransferrine de Vache. 

eal ((3b-4)Gla~c( $1-2) ~an(a1-3) 

\Man (81-4) ClcNAc 1 BI-4) ClcNAc ((31) Asn 

(Neus (a2-6) ) ea% (BI-4) =CNAC ($1-2) ~an(a1-6) 

FIGURE 50 

Structures des glyccpept-ides de type N-ac6tyllacto~aminique 

selon Maliet et Plantey en 1997. 



FRACTION C I 
éluée par 

15 mM a- D - méthyl glucoside de la colonne de ConA 

Action de la neuraminidase 

FRACTION Cl désialylée 

- - - - - - A  

6 - D  galactosidase 

peptidique par N-acétylation 

dégalactosylée 

~ndo-N-acétyl 
6 - D  glucosaminidase 
colonne de BioGel P 2  

- 
FRqCTIoN 1 

exclue de 13 colonne retardée 

Réduction Hydrolyse 

I par H C 1  
I 

renfermant du N-acétyl 
glucosaminitol + Glc NAc 

Figure 51 

Schèma de fractionnement de la fraction C N-acétyllac- 

tosaminique de la lactotransferrine de Vache. 



a )Rechercke demN-acétyl galactosamine située ------------------------------------------ 
du côté de-la chaîne peptidique ------------------------------- 
Dans un premier temps, nous avons cherché si 

le résidu de N-acétyl galactosan~ine était situé près de 

la chalne peptidique. ' 

Cette fraction Cl est désialylée par action d'une 

neuraminidase soluble en tampon acétate de sodium 0,lM 

pH6 pendant une nuit 37" C. Elle est ensuite purifiée 

sur colonne de Dowex 1 x 2. La désialylation est vérifiée 

par méthanolyse et analyse en phase gazeuse. (Tableau; 

XXXVX p. 161). 

La ehaine peptidique du giycopeptide a été N-acéty- 

lée avec de l'anhydride acétique C 1 4 .  *près déssalage, 

le produit marqué est hyarslyse par L'ends-N-acétyl 

- 6  - D - glueosaminidase en tanpon citrate-phosphate 
pendact 20 h. à 37". Par purificatlcn sur colonne de 

BiaGel Pz, deux pics sont obtenus : 

- Le premier pis (1) au volume d'exciusion de la colonne 
ayant donc une masse molheulaire plus importante est très 

faiblement marqué. 11 est repér4 pas dépôt sur plaque de 

silicagel et révèlé à llorcinsl sulfurique. 

- Le deuxième pic retarde (II) ayant une masse moléculaire 
plus faible est fortement marqué. Il est repéré par comp- 

tage de la radioactivité. L'analyse de ces deux pics 

indique que le premier pic contient 90 % d'oligosaccha- 

rides et PO % de glycopeptides marques non hydrclysés. 

Le deuxième pic correspanc? à la partle peptidique à 

laquelle est rattaché le résidu d'osamine n : 1. 

Ce pic fortement marqué est chromatographié sur 

feuille de papier Watman 3 en présence d'un témoin 

Asn - GlcNAc an solvant pyridine/acétate dtéthyle/acide 
acétique/H20, ( 5  : 5 : 1 : 3, V/V), une nuit à température 

ambiante. Par comparaiscn de migration, on constate qu'Tl 



migre un peu moins haut que le témoin. Afin d'analyser 

son contenu, on le soumet à une hydrolyse par HC1 4 N, 

4 h. à 105" C. Après neutralisation sous exicateur de 

soude, l'hydrolysat est repris par 100 pl de méthanol, 

déposé sur plaque de silicagel et chromatographié en 

solvant : n butanol/éthanol/eau/acide acétique/pyridine, 

(10 : 100 : 30 : 3 : 10, V / V )  en présence de témoins 

d'acides aminés différents, de galactosamine et de glu- 

cosamine. Par révélation à la ninhydrine, on constate 

la présence dans ce deuxième pic de résidus de sérine 

d ' a c i ~ e  aspartique et de glucosamine (Fig. 52;p.160 1 .  

Le résidu d'osamine lié au point d'attache est 

donc de la N-acétyl glucosamine. 

Le pic obtenu à l'exclusion de la colonne et non 

marqué est réduit par le borohydrure de potassium afin 

de stabiliser le résidu dg-osamine terminal. o près dés- 

salage sur colonne de BioGel Pz, il est méthanolysé et 

analysé en phase gazeuse (Tableau X X X V 1 ; p .  161). Après 

réduction, on constate l'apparition de N-acétyl gluco- 

saminitol ; le taux de N-acétyl galactosamine reste voi- 

sin de celui du produit de départ. 

De cette série d'expériences on peut conclure que 

le résidu de N-acétyl galactosamine ne correspond pas 

aux residus d'osamine n : 1 et 2 situésdu côté de la 

chaîne peptidique. Sa localisation externe reste donc à 

prouver. 



Thr ~ s p  Ser ~ i c   ai AI, A,, 
NH2 NH2 1 

Figure 52 

Chromatographie en couche mince du pic II obtenu 

après hydrolyses enzymatique et chimique. 



TABLEAU .XXXVI 

Composition molaire en glucides des glycopeptides 

N-acétyllac~osaminiquesde la fraction C 1 non 

hydrolysés et hydrolysés par l'endo-N-acétyl 

8 - D qlucosaminidase 

GlcNAc itol 

TABLEAU XXXVII 

Composition molaire en glucides des dérivés polyols 

péracétates de la fraction Cl désialyiée. dégalactosylée. 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de trois 
résidus de mannose. 



0 R e c h e r c h e  d e  N - a c é t y l  g a l a c t o s a m i n e  s i t u é e  er. --------------------------------------------- 
p o s i t i o n  n  : 5  o u  5 '  .................... 

Le r é s i d u  de N - a c é t y l  g a l a c t o s a r n l n e  é t a n t  p r a -  

b a b l e m e c t  s i t u é  d u  c ô t é  e x t e r n e ,  o n  p e u t  p e n s e r  q u ' i l  

s u b s t i t u e  un r é s i d u  d e  N - a c é t y l  g l u c o s a m i n e  ou de  g a l a e -  

t o s e  p a r  r a p r ~ o r t  à u n e  s t r u c t u r e  b i a n t e n n é e  c l a s s i q u e .  

Pour  u n e  m e i l l e u r e  mise e n  é v i d e n c e  des d e u x  s o r t e s  

d ' o a a m i n e s ,  l e  r & s i d u  de g a l a c t o s e  p r é s e n t  d a n s  l a  f r a c -  

t i o n  C1 est h y d r o l y s h .  

Une a u t r e  p a r t i e  de Ra f r a c t i o n  N - a c é t y l l a c t c s a m i -  

n i q u e  C d é s i a l y l é e ,  e s t  d é g a i a c t o s y l é e  p a r  l ' a c t i o n  de 1 
8 g a 1 a c t o s i d a s e  d e  Yack Bean e n  t ampon  p h o s p h a t e / c i t r a t e  

0,2M/O,PM p e n d a n t  48 h .  % 37" C .  L ' a b s e n c e  de  g a l a c t o s e  

est v é r i f i é e  p c r  m é t h a n o l y ç e  p u i s  u n e  a n a l y s e  d e s  mono- 

s a c c h a r i d e s  s o u s  f o r m e  de p o l y o l s  p e r a c é t a t e s  e s t  r e a -  

l is& q u i  p e r m e t  u n e  m e i l l e u r e  s é p a r a t i o n  des osaminets .  

L e s  c c m p o s i t i o n s  m o l a i r e s  s o n t  d c n n é e s  d a n s  l e  

t a b l e a u  X X X V I I  (p .  161). On c o n s t a t e  q u ' i l  r e s t e  0 , 2  rési-  

du d e  g a l a c t o s e .  

L e s  d é r i v é s  m é t h y l 4 s  dg l a  f r a c t i o n  C s o n t  a n a -  
1 

l y s é s  e n  s p e c t r o m è t r i e  de masse. L e  d iagramme d e s  d é r i -  

v é s  m é t h y l é s  e s t  d o n n é  d a n s  % a  F i a .  5 3 ( p .  163). L e  t a -  

b l e a u  X X X V I I I  p .  1 6 3  p r é s e n t e  l e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  des  

d i f f é r e n t s  d é r i v é s  m é t h y l e s .  L a  p r é s e n c e  de 0 , 4  r é s i d u  

d e  ( 2 ,  3 ,  4)Me3 - Fuc  i n d i q u e  q u ' u n  r é s i d u  de f u c o s e  

es t  l i é  e n  a - 1 , 6  s u r  l e  r é s i d u  d e  N - a c é t y l  g l u c o s a m i n c :  

n  : 1. 

L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  des d é r i v é s  ( 2 ,  3 ,  4 ,  61Me4 - 
Ga1 e t  ( 2 ,  3 ,  4)Me3-Ga1 e t  ( 4 ,  7 ,  8 ,  91Me4 - NeuAc M e  i n -  

d i q u e n t  q u e  nous  sommes e n  p r é s e n c e  d ' u n  g l y c a n n e  



Figure 53 

Séparation des dérivés méthylés des monosaccharides présents 

dans la fraction Cl par chromatographie gazeuse. 

L '  identification des dérivés est donnée. dans 2.9 tableau 

ci-dessous 
TABLEAU XXXVIII 

Identification et détermination des rapports molaires des dérivés 

metnylés des monosaccharides de la fraction N-acétyllactosaminique Cl 

pic 2 (2.3,4,6)Me4- ai 
pic 3 (3,4,6)Me3-Man 

pic 4 (2,3,4)Me3-Ga1 

pic 5 (3,4,6)Me3-GalNAcMe 

pic 6 (2,4)Me2-Man* 

pic 7 (3,6)Me2-~lcNAcMe 

* Les rapports molaires ont été calculés sur' la base d'un 
résidu de (2,4)Me2-Man. 



- - - - - - - - - - . _ _ . __ _ _ _ . _ _ _ - -  
- 

-. .. monosialylé à 80 p. cent. Il est bien de type biantenné 
- - . - - - - - - 

car nous avons un résidu de ( 2 ,  41Me2 - Man et deux 
résidus de ( 3 ,  4, 61Me3 - Man. La présence de 2, 15 
résidus de ( 3 ,  6)Me2 - GlcNAcMe pour 0,8 résidu de 
( 3 ,  4, 61Me3-GalNAsMe nous permet d'affirmer qu'un 

résidu de N-acétyl galacéosamine se trouve en position 

externe et laisse supposer que le résidu remplace soit 

un résidu de N-acétyl glucosamine, soit qu'il est lié 

à un résidu de N-acétyl gZucosamine et remplace dans ce 

cas un résidu de galaetcoé. La méthylation seule ne nous 

permet pas de positionner le résidu de N-acétyl galacto- 

samine. 

3 )  ~pectrométria Ge masse en mode d'ionisation par 

bombardement daatomes accélérés (F.A.B.n.s.1 

Une partie de la fraction C méthylée mais non 
1 

méthanolysée est analysée en F.A.B.* Cette technique 

d'ionisation par bombardement d'atomes accélérés permet 

la caractérisation en masse et en séquence dloligo et de 

glycopeptides. Elle consiste à soumettre la molécule à 

analyser à un bombardement d'électrons d'énergie 70-100ev 

et ceci en phase gazeuse et sous vide.-L'ionisation de la 

molécule en radicaux moléculaires permet la formation de 

fragments d'ions significatifs de la structure selon 

l'équation suivante : 

tee ions ml&culaires pratan4s au tatkonis4s srené gbndra- 



La Fig. 54fp. 166'1 donne le spectre F.A.B. de l'oligosac- 

charide alditol C . On observe de nombreux ions pseudomo- + léculaires M + Na correspondants aux antennes suivantes 

numérotées de 1 à 5 

1) NeuAc - Hex-HexNAc (m/e825-->793)\ 
2 Hex-HexNAc (m/e464-->432) 

3) Hex - Hex-HexNAc (m/e 668) 
4) NeuAc -HexNac-HexNac (m/e 866) 

5 H~xNAc-H~xNAc r mie 105 / A-f ragment 
Ces antennes sont liées au core Man -GlcNAc-GlcNAc-01 3 
qui renferme ou non un résidu de fucose. Une évaluation 

des différentes espèces moléculaires présentes dans la 

fraction Cl peut être faite à partir d 'ions moléculaires 
+ M+Na . Le tableau ci-dessous résume les structures retrouvées. 

Les ions aux valeurs m/e 2446 et 2620 sont les plus intenses. 

- 

En résumé, on constate que la fraction C est très 1 
hétérogène. Lors de la méthylation, nous n'avons pas mis 

en évidence la présence de ( 3 ,  4)Me3-GalNAcMe c'est-à-dire 

d'une osamine substituée par un résidu d'acide N-acétyl 

Type de l'antenne 

1+2 

1+3 

2+4 

1+4 

1+1 

1+5 

neuraminique, ni la présence de dérivés tri Me-Ga1 diffé- 

rents du (2, 3, 4) Me3- Ga1 laissant supposer la substitu- 

tion d'un résidu de galactose par un autre résidu de galac- 

Valeurs m/e+ 
M+N~' M+Na A-fragment 
avec Fuc sans Fuc 

2446 2620 2131 

2650 2824 2335 

2661 

3022 

2807 2981 

2661 

tose. L'analyse en résonance magnétique nucléaire permettra 

" 
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de compléter et de confirmer les résultats obtenus en 

méthylation et en F.A.B. 

4) ~ésonance magnétique nucléaire 

La fraction Cl a été analysée en résonance magné- 

tique nucléaire à 400MHz. Le tableau ~ ~ ~ 1 ~ ( ~ . 1 6 8 ) d o n n e  

la valeur des déplacements chimiques des monosaccharides 

présents dans les oligosaccharides réduits de cette 

fraction C L'analyse a été réalisée sur les oligosac- 1' 
charides obtenus par hydrolyse alcaline afin d'éliminer 

l'interférence due aux peptides. La Fig. 55(p.169) donne 

le spectre de résonance magnétique nucléaire à 400MHz 

du composé C sialylé et désialylé. 
1 

Fkactian CI 

A cause de problèmes de relaxation trop rapide, la 

fraction Cl a été analysée sous forme d'oligosaccharides 

alditols.  interprétation du spectre met immédiatement en 

évidence l'existence du noyau trimannosido - NI Nt diacétyl 
chitobiose démontrée par les glissements H-2 des mannoses 

3, 4 et 4' (H-2 = 4.254 ppm, H-2 = 4.191 ppm et H-2 = 4.111 - - - - - - 
ppm respectivement). Ces déplacements sont aussi en faveur 

de structures de type N-c :étyllactosaminique, biantennées 

mais l'originalité des structures provient de la mise en 

évidence de trois types différents d'antennes ce qui mal- 

heureusement complique énormément le dépauillement du spectre 

Cette complexité est de plus accrue par la présence de 

fucose lié en a - 1,6 sur la N-acétyl glucosamine - 1 - 
(H-1 Fuc = 4.896 ppm, CH3 = 1.221 ppm). Nous pouvons quan- 

tifier que le mélange global renferme environ 35 à 40 % 

de structures fucosylées. 

La première antenne est de type classique avec un 

résidu de N-acétyllactosamine lié en - 1,2 sur les mannoses 
4 et 4 ' ,  substitué ou non par de l'acide N-acétyl neuraminique - - - 
lié en a -2,6 sur les galactoses - 6 et g ' ,  ceci est démontré - - 
par les résonances spécifiques des protons anomériques des 



TABLEAU XXX I X  

Glissements chimiques des protons représentatifs de  la structure primaire 

H 1 . . . .  GlcNAc-2 
Man - 3 
Man - 4 
Man - 4' 

NAc .... GlcNAc-101 
G~cNAc-2 

H-2 . . . . Man - 3 
Man - 4 
Man - 4 "  

CH3 . . . . Fuc ( a  -1,6) 

H-4 . . . . Gal-6 ou 6' 
H-4 ....  al ( a - l , 3 )  
H-5 ....   al ( a  -1,3) 
H-3ax.. . NeuAc ( a-2,6) 
H-3'éq.. NeuAc (' c i -2 ,6)  
NAc .,.. GlcNAc-5 ou 5 

GalNAc-6 ou6 " 
NeuAc (a-2,6) 

de la fraction C isolée de la Lactotransferrine de Vache 1 

Fraction C l  sialylee 

w-- Go+--- Wb - -  
616'515 6 l 6 ' s l ~ ' 6 1 d 6 1 5 '  - - 

(a) O = GalNAc ( B -1,41 ; B = Ga1 ( u-1,3) 

Fraction C désialylée 
1 - -  - 

w- -  m-- -  , S n - - -  

6/ga15. 616'515' -. 

I 
siSsr5' 

( b )  en améliorant la résolution bar la transformation de Lorentz-Gauss, on observe un dedoublement 
du doublet 

n.d. = non déterminé. 
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différents monosaccharides constitutifs : H-1Man - 4 = - 
5.136 ppm, H-1 GlcNAc - 5 = 4.605 ppm et H-1 Ga16 = 4.445 ppm - - - 
quand l'antenne est sialylée et H-l Man - 4' = 4.928 ppm, 

H-l GlcNAc 5 '  = 4.581 ppm, H-l Ga1 6' = 4.471 pprn quand - - - 
la branche est asialo. Les autres valeurs viennent confir- 

mer que les structures b et 5 données à la Fig. 56(p. ln) 
sont présentes dans la fraction Cl. 

Mous mettons également en évidence une très faible 

proportion de cette structure sialylée en a -  2,6 sur la 

galactose - 6' ( H - l  Man 4' = 4.946 ppm). -" 
Le deuxkeme type d'antenne est déjà beaucoup plus 

original mais a déjà &té mis en évidence dans le thymus 

de veau (Van Halbeak et al., en 1983). Il s'agit d'un résidu 

de N-acétyllaetoçaaine substitué par un résidu de galactose 

lié en a- 1,3 sur le galactose en position terminale non 

réductrice, Ce galdctose supplémentaire est démontré par 
C 

les déplacements chimiques- suivants (H-1 = 5.145 ppm, 

H-4 = 4.020 pprn et H-5 = 4.206 ppm). Il donne le mêxe effet 

que celui introduit par la substitution par un résidu de 

NeuAc a-2,3 puisque le proton anomérique du galactose porteur 

est déplacé 2 champ faible (H-1Gal - 6 ou 5 '  = 4.543 ppm). - - 
Cette substitution a peu d'effet sur la N-acétyl glucosamine 

5 ou 2' (H-à identique à 4.581 pprn mais UAc = 2.066 ppm, Pe - - - 
groupement acétarnido et déplacé à champ faible) et elle ne 

perturbe aucunement le mannose 4 ou 4' (H-1 = 5.123 ppm ou - - - 
H-1 = 4.928 ppm respectivement), La structure 2 présentée 

à la Fig. 56(p. 1?3)renferme l'antenne décrite précédemment. 

Enfin le dernier type d'antenne est démontré comme 

étant un chaînon renfermant de la N-acétyl galactosamine 

à la place de galactose déjà mis en évidence dans la partie 

glycannique d'une hormone hypophysaire de Vache (Green 

et al., en 19851, mais très peu de paramètres RMN du proton 

y sont donnés. En regardant le s~ectre de la fraction c i .  
nous avions des doublets de protons anomériques dont les 

valeurs n'étaient pas dans la littérature et que nous ne 

pouvions pas attribuer. L'analyse en RMN à 400 MHz de cette 

même fraction désialylée par une neuraminidase nous a 



apporté de nombreux renseignements(voir comparaiscn des 

deux spectres donnés à la Fig. 55;p. 169). 

Le doublet à 4.498 ppm est passé à 4.514 ppm et nous 

l'attribuons au proton anomérique de la N-acétyl galacto- 

samine ; la sialylation par un résidu d'acide N-acétyl 

neuraminique en a- 2,6 a un effet de blindage puisque 

A 5 = -0,016 ppm. Un autre proton représentatif de la 

galactosamine est son groupement acétamido, mais vu la 

complexité du mélange, nous émettons qcelques réserves 

(NAc = 2.070 ppm lorsqu'elle est substituée et NAc = 2.047ppm 

lorsqu'elle est en position terminale non réductrice). 

De plus, ce type de branche a peu d'effet sur les mannoseç 

4 ou 4' puisque nous ne trouvons pas de valeurs différentes - - - 
pour les protons anomériques et H-2, aussi bien dans les 

structures sialylées que asialo. En conclusion, le trcisième 

type d'antenne est présent dans les structures 3, 4, 6 

données dans la Fig. 56(p.173). Ces différents résultats 

sont en accord avec ceux obtenus par le Professeur H. Egge 

qui a analysé la fraction Cl en F.A.B. et a mis en évidence 

ces trois types d'antennes. 

En conclusion, la fraction Cl est un mélange très 

complexe de glycopeptides plus ou moins sialylés en 

a-2,6 et fucosylés au point d'attache. 

Ils possédent tous le noyau trimannosido - NI NI- 
diacétyl chitobiose mais l'hétérogénéité provient de la 

substitution des mennoses 4 et 4 '  par l'un ou l'autre des - - 
types d'antennes décrits précédemment. 

De nombreuses combinaisons sont possibles ( 9  au total 

avec les antennes sialylées), mais personnellement nous 

pensons qce l'antenne portée par le mannose 4 est classique - 
et que l'hétérogénéité est portée uniquement par le mz.nnose 

En résumé, les structures probables retrouvées dans 

la fraction Cl sont présentées à la Fig. 56(p.173). Afin 

de mieux préciser les paramètres des déplacenients chimiques 

des différentes structures, nous aurqns à faire les analyses 

en résonacce magnétique nucléaire du proton à 400 MHz des 



fractions beaucoup plue homogènes car il est difficile 

de dépouiller et d'interpréter les spectres de mélanges 

complexes. 

5 1 Structures 

Les structures déterminées par méthylation, 

F.A.B. et résonance magnétique nucléaire sont présentées à 

la Fiq. 56(p. 173) . La fraction Cl est très hétérogène mais 
intéressante par le type de structures qu'elle renferme . 
En effet deux nouvelles structures ont été mises en évidence : 

l'une recfermant un résidu de N-aeétyl galactosamine lié 

à un résidu de N-acétyl glucosamine, l'autre renfermant le 

ekaansn G a 1  1 fil-3) Ga1 ; on retrouve également la structure 

du composé 21. Les anslyses en F.A.B. ont permis de donner 

une idée des différentes combinaisons possibles entre ces 

structures ; six d'entre elles sont décrites à la Fig.56 

(p. 173) mais il est pr~bable que d'autres structures soient 

présentes dans la fraction Cl par association des cinq types 

d'antennes mis en évidence. A l'avenir nous essayerons de 

séparer ces csmposés par utilisation de techniques telles 

que 1'HPLC au les colonnes de lectines. 

D - ETUBE DES GLYCANKES DES FRACTIONS D 

Quatre des six fractions oligomannosrd~ques 

obtenues par EPLC sont rnéthylées et analysées en s p e c t r o -  

metrie de masse. Les rapports molaires des différents 

dérivés rh&thyiés sont donnés dans le tableau XL(P. 174)  . 

a) Etude de la structure de l'oligosaccharld~ 

Les différents résultats nous montrent 

que l'oligosaccharide 1 contient 3,6 résidus de mannose 

pour 1 résidu de N-aeétyl glucosaminitol. L'analyse des 

dérivés rnéthy1é.s montre l'absence de résidu ( 2 , 4 ) M e 2  -Man 

ce qui signifie l'absence du résidu de mannose disubsti- 

tué du core commun donc que le qlycanne est peut-être 

linéaire. De plus nous ne retrouvons que 1,l résidus 

de (2, 3, 4, 6)Me4 - Man. La présence de 1,6 résidus de 
( 3 ,  4, 61Me3 - Man nous indique que 2 résidus de mannose 
sont substitués en a - 1.2. 



NeuAc (a2-6) Gai (BI-4) GlckAc (B1-2)Man(al-3) 

1) \Man (81-41 GlcNAc (81-4) GlcNAc( 61) Asn 

Ga1 ($1-4) GlcNAc ($1-2)   an (al-6) 
/ (FUC 1 (al-6) 

NeuAc(a2-6)~ai(B1-4)Gld~c(~)~an(al-3) 

\MW (61-4) GldJAC (81-4) GlcNAc ($1) Asn 

Gal(a1-3) ~al($1-4)~lct~~c(61-2) Man(al-6) 
/ (Fuc 1 (al-6) 

Gèl (BI-4) G ~ c N A c ( B ~ - ~ ) M ~ ~  ((31-3) 

3 1 \Man (61-4) GlcNAc (BI-4) GlcNAc (61) Asn 

N e u ~ c  ((32-6) ~ a i r ~ ~ c  (fi-4) GlcNAc ($1-2) Man (al-6) 
/ (FUC 1 (al-6) 

NeuAc (a2-6)  al (61-4) G~CNAC (01-2)   an (a-3) 

5) \Ma (61-4) GlcNAc($l-4) GlcNAc (81) ASn 

~ e m c  (a2-6) Gai ($1-4) G~CNAC ( f i -2)  Man (al-6) 
/ (FUC I (al-6) 

FIGURE 56 

Structures de la fraction Cl N-acétyllactosaminique isolée de la 

lactotransferrine de Vache. 



TABLEAU XL 

Identification et rappor- molaires des monosaccharides 

et des dérivés rnéthylés des oliqomannosides de la 

lactotransferrine de Vache séparés par chromatographie 

en HPLC 

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

résidu de i 2 .  4. 6)Me3-Man. 

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de 

deux résidus de ( 2 .  4)Me2-Man. 



b) Etude de la structure de l'oligosaccharide 2 

L1ol,i,gosaccharide 2 contient 5,3 résidus de 

mannose pour 1 résidu de N-acétyl glucosamin~tol. L'ana- 

lyse des dérivés méthylés indique la présence de 3 résidus 

de (2, 3, 4, 61Me4 -Man donc de résidus de mannose exter- 

nes pour' 2 résidus de (2,4)Me2 - Man donc de résidus de 
mannose trisubstitués. Nous n'avons donc pas de résidus 

de mannose branchés ena - 1,2. @ 

c) Etude de la structure de l'oligosaccharide 3 

L'oligosaccharide 3 renferme 5,7 résidus de 

mannose pour 1 résidu de N-acétyl glucosaminitol. L'exa- 

men des dérivés méthylés montre la présence de 2 résidus 

de (2,4)Me2 - Man et de 3 résidus de (2, 3, 4, 6)Me4 - Man 
comme précédemment. 

d) Etude de la structure de l'oligosaccharide 4 

L'oligosaccharide 4 renferme 6,4 résidus de 

mannose pour un résidu de N-acétyl glucosaminitol. Les 

résultats de méthylati~nindi~uentla présence de 2 résidus 

de (2,4)Me2 - Man, de 2 résidus de (3, 4, 6)Me3 - Man 
et de 3 résidus de (2, 3, 4, 6)Me4 - Man. Nous avons donc 
dans ce cas 2 résidus de mannose branchés en a - 1,2. 
L'augmentation du nombre de dérivés (3, 4, 6)Me3 - Man 
s'explique par le fait que lors de la biosynthèse des 

oligomannosides de plus de 5 résidus de mannose, il y a 

Uniquement addition de résidus de mannose liés en a - 1,2. 

Les deux oligosaccharides 5 et 6 renfermant respec- 

tivement 7,8 et 8,s résidus de mannose pour 1 rés'idu de 



-. . -. 

- 

1 - -- - - -. -- - - - - - a - . -. -. - - - - - 
- 

-- - N-acétyl gluco8aminitol n'ont pas été analyses par 

méthylation. En effet, la structure d'un mélange de deux 

glycopeptides renfermant 8,6 résidus de mannose pour 2 

résidus de N-acétyl glucosamine a déjà été déterminée 

par résonance magnétique nucléaire à 5OOMHz (Van Halbeek 

et al en 1981) (Fig. 59;p. 182 ) Maliet et Plantey en -- ' 
19'77 ont également étudié deux glycopeptides de type 

oligomannosidique renfermant respectivement 7 et 8 rési- 

dus de mannose. 

2) Résonance magnétique nucléaire 

Trois des quatre oligosaccharides précédents 

(2, 3, 4 )  ont ét6 analysés en résonance magnétique nucléaire 

à SOO MHz par le groupe du Professeur Vliegenthart à Utrech i 

le quatrième (1) a été analysé à 400 MHz à Lille. Les 

déplacements chimiques des différents groupements monosac- 

charidiques constituants ces oligosaccharides sont donnés 

dans le tableau XLI (p. 177) . La Fig. (57 p. 178) donne le 
spectre de résonance magnétique nucléaire à 400 MHz de 

l'oligomannoside 1. 

te apectre nous montre qu'il s'agit d'un oligomannoside 

qui ne posséde plus le résidu N, Ng-diacétyl chitobiose 

mais porte uniquement la N-aeétyl glucosamine 2 sous ses 
formes a et 0 comme le prouvent les glissements chimiques 

suivants : H-1 a = 5.205 ppm, H-1 B r 4.71 pprn, 

NAc a = 2.042 ppm et NAc $ = 2.040 ppm. Le dédoublemect 

des signaux du à l'anomérisation ne se manifeste que sur 

G l N A c -  - 2 et Man - 3 (H-2 a =p 4.221 ppm et H-2 0 = 4.208 ppm). - - 
Les résidus de mannose $,de mannose g substitués et de - .- -- 

mannose gr sont m i s  en évidence par les déplacements chimi- 

ques de leurs protons anomériques et gr,otons H-2 qui sont 

tout à fait en accord avec ceux de la litterature 
(Vliegenthert et al., en 1981). En conclusion, la fraetion 

analysée qui est d'ailleurs trbs homogéne posséde la ' 

structure pr&sentde la Pig. 58(p. 181) . 



TABLEAU XLI 

G l i s s e m e n t s  c h i m i q u e s  à 400 e t  à 5 0 0  MHz d ~ s  p r o t o n s  
r e p r é s e n t a t i f s  de l a  structure p r i m a i r e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

i so l é s  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  B o v i n e  

. . . Man-3 ( a ,  8 1 
Man-4 ( a  , 8 ) 

Man-4 '  ( a  ,6 1 
Man-A a 
Man-A B 
Man-B a , 8 ) 
Man-C ( a ,  8 ) 
Man-Dl ( a ,  ,!3 1 
Man-D2 ( a .  B ) 
Man-D3 (a, B ) 

Man-4 ( a .  6 
  an-4' (a, 6 
Man-A ( a ,  ) 
Man-B ( a.,8 ) 
Man-C ( cf 6 ) 
Man-D ( #8  ) 

O1 i g o m a n -  
n o s i d e  1 

---+. 

O l i g o m a n -  
n o s i d e  2 

Y- 
O 1  i g o m a n -  

n o s i d e  3 
. O l i g o r n a n -  

n o s i d e  4 

n.d .  : n o n  d é t e r m i p h  

P o u r  l e s  e x p l i c a t i o n s  c o n c e r n a n t  l a  n a t u r e  des  d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s  
se r e p o r t e r - a u x  r e v u e s  g é n é r a l e s  de  V l i e g e n t h a r t  ë t  a l . ,  e n  1 9 8 1  e t  
1 9 8 3 .  





Comme l e  t a b l e a u  ~ ~ 1 ( ~ . 1 7 7 )  nous  l ' i n d i q u e ,  on c o n s -  

t a t e  l a  p r é s e n c e  d e  r é s i d u s  d e  mannose & e t  mannose 3 - - 
( H - 1  a = 5 .078 ,  H-16 = 5 .105 ,  H - 1  ( a ,  B = 4.907 ,  

H-2 ( a , B . )  = 4.048 ,  H-2 ( or, B )  = 3 . 9 8 ) .  Comme précédemment ,  

l e  composé n e  r e n f e r m e  q u e  l a  N-acé ty l  g l u c o s a m i n e  - 2  - 
s o u s  ses f o r m e s  a e t  f3 . En c o n c l u s i o n ,  l a  f r a c t i o n  

a n a l y s é e  r en fe rme  5 r é s i d u s  d e  mannose e t  e s t  homogène. 

S a  s t r u c t u r e  e s t  donnée  à l a  F i g .  ~ 8 ( ~ . 1 9 l )  . 
Otioomannaeide 3 

L e  t a b l e a u  X L I ( ~ . ~ T ~ )  nous  mon t r e  q u e  ce t  o l igoman-  

n o s i d e  e s t  p l u s  c o m p l e t  q u e  l e  p r é c é d e n t .  L e s  r é s i d u s  d e  

mannose - 4 e t  4 ' ,  d e  mannose A e t  d e  mannose 3 s u b s t i t u é s  - - - - - - - 
e t  d e  mannose D2 -- e t  D3 s o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  p a r  l es  d é p l a -  - .- -- -- 
c e m e n t s  c h i m i q u e s  de l e u r s  p r o t o n s  anomér iques  e t  p r o t o n s  

H-2. E n v i r o n  20 % d e  mannose - A s o n t  s u b s t i t u é s  p a r  un - 
mannose D2 -- e t  30 % d e  mannose s o n t  s u b s t i t u é s  p a r  un -- - 
mannose 0 3 .  La f r a c t i o n  3 est donc  moins homogène, s a  -- 
s t r u c t u r e  est  donnée  à l a  F i g .  58 ( p .  181) - 

L e s  g l i s s e m e n t s  c h i m i q u e s  d e s  p r o t o n s  anomér iques  

e t  p r o t o n s  H-2 d e  t o c s  les  mannoses s o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  

c e l a  s i g n i f i e  q u e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  r e n f e r m e  a u  maximum 

neu f  r é s i d u s  d e  mannose.  C e p e n d a n t ,  l e s  mannoses -J -- 
t -- 

QI n e  s o n t  p a s  t o u j o u r s  p r é s e n t s  ; On r e t r o u v e  r e s p e c t i -  -- 
vement 3 0 ,  70 e t  70 % d e  ces r é s i d u s .  L ' o l i q o m a n n o s i d e 4  

es t  p l u s  h é t é r o g è n e  q u e  les  p r é c é d e n t s .  Sa s t r u c t u r e  e s t  

d o n n é e  à l a  F i g .  5 8 ( ~ .  1.82) . 



3 )  Structures 

Les structures résultant de ce tableau sont 

données à la Fig. 58 (p. 181 et 182). 

Ltotigomanno4ide f renferme 4 résidus de mannose 

pour 1 résidu de N-acétyl glucosamine. Sa structure 

linéaire est inattendue. Ce type de glycanne résulte du 

catabolisme des oligomannosides. 

b10t;igomavino4ide 2 renferme effectivement 5 résidus 

de aannose pour 1 résidu de N-acétyl glucosamine. 

b'~tigoaianna4ide 3 contient en mélange de 6 à 8 

résidus de mannoie pour 1 résidu de N-acétyl glucosamine 

avec cependant une forte proportion d'oligomannoside à 

6 résidus de mannose. 

b'~tigomavnno6ide 4 renferme en melange de 7 à 9 

résidus de mannose pour 1 résidu de N-acétyl glucosamine. 

Mais c'est la proportion de mannose lié en a-1,2 sur 

chacune des branches qui varie. De ce fait, l'oligosac- 

charide majeur renferme probablement 7 résidus de mannose. 

4 )  Conclusion 

L'étude comparative de la structure des 

glycannes des lactotransferrines nous amène à distinguer 

deux groupes de glycoprotéines : 

- d'une part celui renfermant des lactotransferrines 
possédant &*la fois des glycannes de type N-acétyllac- 

tosaminique et de type mannosidique (lactotransferrines 

de Vache et de Chèvre). 



Oligomannoside 1 

Mm (al-3) 

Man (al-3) \Man (BI-4) GldIAc (61-4) GlcNAc (61) Asn 

(01-6) / 
Man (al-6)  

/ 

Oligomannoside 2 

Man (a l -2)  Man (al-3) 
\ 

(Man(a1-2) ) Mm (al-3)  

\ 
'Man(61-4) G~CNAC (BI-4) Glc~~c(61)  AS^ 

2 0  % 
Man (al-6)  
/ 
/ 

(Man (al-2)  Man (a l -6)  
/ 

3 0  % 

Oligomannoside 3 

FIGURE 58 

Structures desoligomannosides de la lactotransferrine de Vache 

isolés par chromatographie en haute pression. 



(~m(Ci1-2) ) Man(Ci1-2) M= (al--3) 
7 0  % 

(Man ((31-2) ) Man (Cil-3) \Man(81-4)GlcNAc(81-4) GfcNAc(81)Asn 
30 % \ 

Man (al-6) / 
/ 

Ofigomannoside 4 

FIGURE 58 

Structuresdes  oligomannosides de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache 

i s o l é s  p a r  chromatographie en haute pression.  

FIGURE 59 

Structure  du mélange de glycopeptides de type oligomannosidique 

analysé en résonance magnétique nucléa i re  selon Van Halbeek e t  a l . ,  

en 1981. 



- d ' a u t r e  p a r t  c e l u i  r e n f e r m a n t  d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  

p o s s é d a n t  un iquement  d e s  g l y c a n n e s  d e  t y p e  N - a c é t y l -  

l a c t o s a m i n i q u e  ( l a c t o t r a n s f e r r i n e  Humaine) .  

En ce q u i  c o n c e r n e  les  s t r u c t u r e s  d e  t y p e  o l i g o -  

m a n n o s i d i q u e ,  nous  r e t r o u v o n s  des g l y c a n n e s  de 4 à 9 

r é s i d u s  de mannose. 

En ce q u i  c o n c e r n e  les  s t r u c t u r e s  d e  t y p e  N - a c é t y l -  

l a c t o s a m i n i q u e ,  n o u s  r e t r o u v o n s  pour  t o u t e s  l e s  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e s ,  l a  s t r u c t u r e  c l a s s i q u e  b i a n t e n n é e  p l u s  

o u  moins s i a l y l é e  s u r  l a q u e l l e  se g r e f f e n t  d e  O à deux  

r é s i d u s  d e  f u c o s e  p o u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  Humaine 

( F i g .  6 0 ; ~ .  1 8 4  ) .  

En p l u s  d e  c e t t e  s t r u c t u r e ,  on  r e t r o u v e  pou r  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache i s o l é e  d u  l a i t ,  un g l y c a n n e  

p a r t i c u l i e r  r i c h e  e n  r é s i d u s  de g a l a c t o s e , d e  N - a c é t y l  

g a l a c t o s a m i n e  e t  d ' a c i d e  N-acé ty l  n e u r a m i n i q u e .  Cepen- 

d a n t  s a  s t r u c t u r e  n ' a  p a s  é t é  d é t e r m i n é e  e t  l a  q u e s t i o n  

se pose  de s a v o i r  s i  ce g l y c a n n e  a p p a r t i e n t  e f f e c t i v e m e n t  

à l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache ou s i  c ' e s t  un g l y c o p e p -  

t i d e  d u  l a i t .  

On r e t r o u v e  é g a l e m e n t  un g l y c a n n e  p o s s é d a n t  d e  l a  

N-acé ty l  g a l a c t o s a m i n e  l i é e  à un r é s i d u  de  N-acé ty l  

g l u c o s a m i n e .  

J u s q u ' à  p r é s e n t  aucun  r é s i d u  de N-acé ty l  g a l a c t o -  

s a m i n e  n ' a v a i t  é t é  mise e n  é v i d e n c e  d a n s  l e s  t r a n s -  

f e r r i n e s  d e  s e c r é t i o n s  d i v e r s e s .  Cependant  d a n s  c e r t a i n e s  

g l y c o p r o t é i n e s  comme les hormones,  un r é s i d u  d e  N-acé ty l  

g a l a c t o s a m i n e  e s t  l i é  à un r é s i d u  de N - a c é t y l  g l u c o s a m i n e  

Green  e t  a l . ,  e n  1985  o n t  é t a b l i  l a  s t r u c t u r e  d e  t r o i s  

t y p e s  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  s u l f a t é s  de l a  l u t r o p i n e  d e  



 euA Ac (a-6) -1 ( 01-4) G~CNAC (81-2) Man (al-3) 

\Maa(fi1-4)Glc~Ac(fi1-4)GlcNAc(@1IAsn 

~al($1-4)~lc~~c(B1-2)~an(a1-6) / I 
FUC (al-6) 
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- - I - - 

-(al-6) 
- - 

- -- - - -  

L . . - -  . --- ~uctal-3) - - - %  

- -- -- -- 
- - - 

- L. - - - - - - - - . - - - - 

- 
- - - - . - - - . . 

. - -. - -a 

- - 

2, .. . *  
Cf E- . . . . .  . . - - - - - - - - - - - - - 

- - - FIGUIIE 62 - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - 
- 

Structure des glycannes de type poly N - a ~ é t y l l a ~ t O ~ ~ i n i q ~ e  présents 
- . Y .  

.. dans la lactotransferxine humaine selon Matsumoto et al., en 1982. 
- - - - 

h w 1 

FIGURE 60 

Structure des glycannes de la lactotzansferrine humaine selon 

Spik et al., en 1974, Montreuil et Spik en 1975, Spik et Mazurier 

en 1977, Spik, Fournet et al., en 1979, Spik et: al., en 1982. - 



Vache (LH) r e n f e r m a n t  un ou deux  r é s i d u s  d e  N-acé ty l  

g a l a c t o s a m i n e  s u b s t i t u é s  aux r é s i d u s  de N-acé ty l  g l u c o -  

samine  ( F i g .  61 ;p .  186 ) .  

. Ils o n t  mont ré  que  s i  l a  s u l f a t a t i o n  é t a i t  i n d é p e n -  

d a n t e  d e  l a  c o n f o r m a t i o n  du  p e p t i d e ,  l e  r é s i d u  d e  N - a c é t y l  

g a l a c t o s a m i n e  d e v a i t  ê t r e  p r é s e n t  pour  q u e  cel le-ci  se  

f a s s e  ; C e  q u i  l a i s s e  s u g g é r e r  q u e  l ' a d d i t i o n  d ' u n  r é s i d u  

d e  N-acé ty l  g a l a c t o s a m i n e  sert d e  r é g u l a t e u r  s p é c i f i q u e  

d e  l ' h o r m o n e  d e  l ' h y p o p h y s e .  En ce q u i  c o n c e r n e ,  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache, l e s  d o s a g e s  d e s  i o n s  s u l -  

f a t e s  du g l y c a n n e  r e n f e r m a n t  l a  N - a c é t y l  g a l a c t o s a m i n e  

se s o n t  r é v é l é s  n é g a t i f s .  On e s t  e n  p r é s e n c e  d ' u n e  s t r u c -  

t u r e  non s u l f a t é e .  

Dans l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine ,  d e s  s t r u c t u r e s  

p a r t i c u l i è r e s  d e  t y p e  p o l y  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e  o n t  

éga l emen t  é t é  i s o l é e s  p a r  Matsumoto e t  a l . ,  en  1982 

( F i g .  6 2  ;p.. 184 ) .  

III - DISCUSSION 

C e t t e  é t u d e  d e s  v a r i a t i o n s  g l y c a n n i q u e s  d e s  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e s  en  f o n c t i o n  de l ' e s p è c e  a n i m a l e  nous amène 

à nous r e p o s e r  l a  q u e s t i o n  d e  l ' e x i s t e n c e  de s i t e s  de 

g l y c o s y l a t i o n  d i f f é r e n t s  d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  pour  un 

m ê m e  t i s s u  à s a v o i r  l a  g l a n d e  mammaire. 

D ' a u t r e  p a r t ,  l a  m o d i f i c a t i o n  d e s  r a p p o r t s  e n t r e  

les  s t r u c t u r e s  d e  t y p e  o l i g o m a n n o s i d i q u e  e t  N-acé ty l -  

l a c t o s a m i n i q u e ,  e t  p a r f o i s  l a  m o d i f i c a t i o n  d e  l a  s t r u c -  

t u r e  d e s  g l y c a n n e s  d a n s  les  l a c t a t r a n s f e r r i n e s  d e  Vache 

i s o l é e s  à d i f f é r e n t s  s t a d e s  ae l a c t a t i o n  nous  l a i s s e  

s u p p o s e r  q u e  l e  c o n t r ô l e  hormonal  e s t  t r è s  i m p o r t a n t .  

Nous s a v o n s  q u e  l e  p r é c u r s e u r  d e s  s t r u c t u r e s  



S disulfaté 2 

50413 ou 4)Gal~Ac (61-4)~lcN~c(Bb-2)Man(al-3) 
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FIGURE 61 

Structure des oligosaccharides sulfatés de la lutropine bovine 

(Green et al., en 1985) 



glycanniques est un polymannoside à 9 résidus de 

mannose ; en période de non lactation, on peut donc 

penser que la lactotransferrine est peut-être plus 

riche en glycannes immatures donc polymannosidiques 

que ne l'est la lactotransferrine présente dans le 

lait. Cependant, les oligomannosides à 4 résidus de 

mannose essentiellement retrouvés dans la lacto- 

transferrine isolée du lait, correspondent à des pro- 

duits du catabolisme des glycannes. Sommes-nous en 

présence de glycannes en partie catabolisés ? 

Enfin, la présence en plus grande quantité d'un 

type de glycanne dans l'une ou l'autre des secrétions 

joue peut-être un rôle particulier dans la défense de 

la glande mammaire lors d'infections. Toutes ces ques- 

tions sont enccre à résoudre d'autant que l'on ne con- 

nait pas bien le mécanisme de synthèse,de dégradation 

et d'action des différents glycannes des lactotransfer- 

rines. 



CONCLUSION GENERALE 

Une étude comparée de la structure des glycannes 

des transferrines a été entreprise afin de répondre aux 

trois questions suivantes : 

1 - Quels sont les facteurs responsables de l'hétérogénéité 
de la structure des glycannes des glycoprotéines ? 

2 - Les glycannes peuvent-ils être considérés comme des 
marqueurs de l'évolution ? 

3 - Quel est le rôle des glycannes des transferrines dans 
les dif£érentes activités biologiques des transferrines ? 

Dans le cadre de cette étude, les structures des 

glycannes de cinq sérotransferrines (poule, Cheval, Boeuf, 

Mouton et Rat), de l'ovotransferrine de Dinde et des lac- 

totransferrines de Vache et de chèvre ont été comparées 

aux structures des glycannes de la sérotransferrine Humaine 

et de Lapin, de l'ovotransferrine de Poule et de la lacto- 

transferrine Humaine précédemment déterminées. 

La détermination des différentes struc2ures a été 

réalisée grâce à l'application des techniques classiques 

suivantes : méthanolyse, méthylation couplée à la spectro- 

mètrie de masse, en collaboration avec A. Honvault et 

Y. Leroy appartenant à"1'~telier National de Méthodologie 

des Glucides libres et conjugués~,d'hydrolyses enzymatiques 

en collaboration avec le Professeur S. Bouquelet, de frag- 

mentomètrie de masse en collaboration avec le Professeur 

H. Egge à Bonn et de résonance magnétique nucléaire en 

collaboration avec le groupe du Professeur J.F.G. Vliegenthart 

à Utrecht et J.M. Wieruszeski au Laboratoire de Chimie à 

Lille. Les différentes structures obtenues ont été rassem- 

blées dans la Fig. 63 (p. 190 191 192 193). 

Les remarques que nous pouvons faire à propos de ces 

structures sont les suivantes : 
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Oligomannoside 1 

Oligomannoside 3 

Oliqomannoside 4 

Structuresdes oliqomannosides de la lactotrnnsferrine de Vochc 

isol~s par chromatographie en haute pressron. 

Figure 63 

Récapitulatif des différentes structures glycanniques présentes 

dans les sérotransferrines de Cheval, Rat, Poule, Boeuf et Mouton, 

dans l'ovotransferrine de Dinde et les lactotransferrines de Chèvre 

et de Vache. 



1) LES SEROTRANSFERRINES contiennent uniquement des 

glycannes de type ~~acétyllactosaminique dépourvus de 

N-acétyl glucosamine intercalaire. La structure biantennée 

classique caractérisée pour la première fois dans la séro- 

transferrine Humaine en 1974 est présente plus su moins 

siaPy$ée et parfois fucosylée dans toutes les transferrines 

étudiées jusqu'à présent. Néanmoins à côté de cette struc- 

ture biantennée, il existe des structures qui semblent être 

plus spécifiques de l'espéce animale étudiée. 

a )  S é a o t a s n s d e ~ ~ a i n e  d e  Cheval 

En collaboration avec le Docteur Stratil qui 

a isolé trois variants glycanniques de la sérotransferrine 

de Cheval, nous avons déterminé la structure et le nombre 

de glycannes présents dans ces trois variants A ,  B et C. 

Les variantç A et C renferment deux glycannes alors 

qu'un seul glycanne est lié à la chaîne polypeptidique du 

variant B. Les glycannes presents dans les variants A et B 

se différencient de ceux du variant C par le remplacement 

d'un résidu d'acide N-acétyf neuraminique par un résidu 

d'acide N-aeétyl 4-O-acétyl neuraminique (Fig. 6 3 ; p .  190 1 .  

Bien que nous ne. possédions à l'heure actuelle que peu d'in- 

formations concernant la structure primaire de la chaîne 

protéique des trois variants de la sérotransferrrne de 

Cheval, il semble que des différences au niveau de l'en- 

chaînement peptidique des trois variants transferriniques 

expliqueraient la variation du nombre de glycannes. 

S é a o t t a n ~  d e u i n e  d e  Rat 

En collaboration avec le Docteur Regoeczi qui 

a isolé deux variants glycanniques de la sérotransferrnne 

à partir du sérum de Rat, nous avons déterminé la struc- 

ture des gàycannes de ces deux variants. Elle se caractérise 

par la présence de trois résidus d'acide N-acétyl neuramini- 

que liés à un glycanne biantenné de type N-acétyllactosa- 

minique. 



Dans le variant glycannique B, deux résidus d'acide 

N-acétyl neuraminique sont liés en a - 2,6, l'un sur le 
galactose, l'autre sur la N-acétyl glucosamine alors que 

le 3ème résidu d'acide N-acétyl neuraminique est lié en 

O. - 2, 3 sur le galactose. 
Dans le variant glycanniquec, deux résidus d'acide 

N-acétyl neuraminique sont liés en a - 2, 3 sur le galactose 
alors que le 3ème résidu d'acide N-acétyl neuraminique sur 

la N-acétyl glucosamine reste lié en cl-2, 6. 

La structure du glycanne C est une structure non 

identifiée jusqu'à présent alors que la structure du gly- 

canne B a été caractérisée dans l'hémopexine de Rat. 

(Fig. 63;p. 191 1 .  

 étude de la structure des glycannes de la 
sérotransferrine de Poule nous a révélé à côté de l'exis- 

tence de glycannes biantennés plus ou moins sialylés, la 

présence d'une structure glycannique triantennée (Fig. 63. 
1 

P. 190 1 .  
 é étude comparative de la structure des glycannes de 

la sérotransferrine de Poule avec celle de l'ovotransfer- 

rine de Poule, c'est-à-dire avec celle fi'une protéine 

synthètisée par un gène identique mais dans une cellule 

différente en l'occurence l'oviducte, a révélé que des 

glycannes de structure différente peuvent être greffés sur 

une chaîne protéique identique. Dans ce cas particulier, 

la glycosylation dépend essentiellement de l'équipement 

en glycosyl-transférases des cellules responsables de la 

biosynthèse de la protéine. 

d )  Sé&otaanhde&aineb de Mouton e t  de goeu6 

La sérotransferrine de Mouton renferme un 

glycanne de structure biantennée identique à ceux de la 

sérotransferrine Humaine et de Lapin alors que la séro- 

transferrine de Boeuf posséde ce même glycanne monosialylé 

(Fig. 63;p. lgl 1 .  



2 )  LES O V O T R A N ~ F E R R I N E S  d e  P o u l e  e t  de D i n d e  n e  s o n t  

p a s  s i a l y l é e s  e t  n e  c o n t i e n n e n t  p a s  d e  g l y c a n n e s  d e  t y p e  

o l i g o m a n n o s i d i q u e  . E l l e s  s o n t  c a r a c t é r i s é e s  p a r  l a  p r é -  

s e n c e  d ' u n  r é s i d u  de N - a c é t y l  g l u c o s a m i n e  i n t e r c a l a i r e .  

t ' o v o t r a n s f e r r i n e  de P o u l e  n '  e s t  p a s  g a l a c t o s y l e e  a l o r s  

q u e  ce l le  d e  D i n d e  r e n f e r m e  un  s u  d e u x  r é s i d u s  de N - a e é t y l  

l a e t o s a m i n e  ( F i g .  63; p. 191 1 .  

3 )  LES LACTOTRANSFERRINES - L e s  g l y c a n n e s  d e s  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e s  d e  Vache e t  d e  C h è v r e  c o m p a r é s  à c e u x  d e  l a  

P a c t o t r a n s f e r r i n e  Humaine  d o n t  l a  s t r u c t u r e  a  é t é  déterrni- 

n 6 e  de 1974 à 1 9 8 2 ,  s o n t  b e a u c o u p  p l u s  h é t é r o g è n e s .  

O u t r e  l a  p r é s e n c e  de g l y c a n n e s  b i a n t e n n é s  p l u s  ou m o i n s  

c o m p l e t s ,  l es  1 a c t o t r a n a f e r r i n e s  d e  Vache e t  d e  C h è v r e  

r e n f e r m e n t  des g l y c a n n e s  de t y p e  o l i g o m a n n o s i d i q u e  p o s s é -  

d a n t  de q u a t r e  à neuf r é s i d u s  de  mannose  d o n t  l a  s t r u c t u r e  

a  & té  d é t e r m i n é e  ( F i g .  6 3  ;p.192 193.) 

D ' a u t r e  p a r t ,  u n e  é t u d e  c o m p a r a t i v e  de l a  c o m p s s a t i o n  

e t  de l a  s t r u c t u r e  d e s  g l y c a n n e s  d e  l a  P a c t o t r a n s f e r r i n e  

d e  Vache e n  f o n c t i o n  de l a  l a c t a t i o n  a  p e r m i s  d e  mettre 

e n  é v i d e n c e  u n e  d i m i n u t i o n  d u  t a u x  d e s  g l y c a n n e s  de  t y p e  

o l i g o m a n n o s i d i q u e  d a n s  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  i s o l é e  à p a r t i r  

d u  c o l o s t r u m  e t  d u  l a i t  s t a b i l i s é  p a r  r a p p o r t  à l a  l a c t o -  

t r a n s f e r f i n e  i s o l é e  à p a r t i r  d e  l a  s é c r é t i o n  s è c h e .  

En o u t r e ,  u n e  s t r u c t u r e  g l y c a n n i q u e  b i a n t e n n é e  p a r t i -  

c u l i è r e  d a n s  l a q u e l l e  n o u s  a v o n s  m i s  e n  é v i d e n c e  l e  c h a î n o n  

NeuAe ( a 2-61 G a l N A c  ( f3 1-41 G l c N A c  - R e t  1 ' e x i s t e n c e  

p o s s i b l e  d u  c h a î n o n  G a 1  ( a l - 3 )  Ga1 ( B 1-41 G l c N A c  - R 

a  é t é  c a r a c t é r i s é e  u n i q u e m e n t  d a n s  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

d e  Vache i s o l é e  d u  l a i t  e t  d u  c o l o s t r u m  ( F i g .  63;P.192 1 .  

Ce t y p e  d e  s t r u c t u r e  r e n f e r m a n t  d e  l a  N - a c é t y l  g a l a c t o s a -  

mine  a  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  d a n s  les  h o r m o n e s  de  l u t e i n i s a t i o n  

d e  l a  Vache p a r  Green  e t  a l . ,  e n  1 9 8 5 .  C e p e n d a n t  l e s  d e u x  

a n t e n n e s  du g l y c a n n e  p o s s é d e n t  de l a  N - a c é t y l  g a l a c t o s a m i n e  

e t  cel le-c i  es t  t o u j o u r s  s u l f a t é e  d o n c  n o n  s i a l y l é e .  



La diminution du taux de lactotransferrine dans le 

lait stabilisé. et le colostrum par rapport à la secrétion 

séche ainsi que la modification des structures glycanniques 

dans les lactotransferrines isolées de ces trois types de 

secrétion laissent entrevoir un contrôle hormonal de la 

biosynthèse de la protéine et de la glycosylation. 

L'ensemble des résultats obtenus nous permet de con- 

clure que l'hétérogénéité de la structure des glycannes est 

due à différents facteurs parmi lesquels nous pouvons 

citer la structure primaire et la conformation de la pro- 

téine, l'équipement en glycosyl transférases des cellules 

responsables de la biosynthèse de la protéine et des fac- 

teurs hormonaux dont la nature reste à préciser. 

En outre, comme la structure des glycannes est varia- 

ble d'une famille de transferrine à l'autre et d'une espèce 

animale à l'autre, il nous semble possible de considérer la 

structure des glycannes comme un marqueur de l'évolution. 

L'ensemble des recherches que nous avons effectué 

nous a permis de franchir une étape concernant la détermi- 

nation de la structure des glycannes des transferrines et 

la mise en évidence de certains facteurs responsables de 

l'hétérogénéité de la structure glycannique, sur la base- 

de la connaissance de cette hétérogénéité, il est possible 

d'aborder la dernière étape qui consiste à préciser le rôle 

des glycannes des transferrines dans la reconnaissance 

spécifique des récepteurs membranaires. 
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APPENDICE TECHNIQUE 

1 - PREPARATION DES LACTOTRANSFERRINES tij.;;,w.. v- .7y+-* : ', F--l??y:,?z J ;  , -'-' .'5! 
A - Préparation de~-~ac%~~érums 
1) Provenance des laits 

Pour étudier la variation de structure glucidique de 

la lactotransferrine de Vache en fonction de la lactation, 

nos études ont porté sur les lactotransferrines isolées de 

3 types de secrétion 

- de t a  becit4Zion deche  .: environ six semaines avant 
la mise bas, on arrête de traire la Vache mais il est encore 

possible de recueillir durant cette période de faibles quantités 

de lait appelé secrétion séche. 

- du ~0t04Zitum recueilli après le vélage et ceci pendant 
cinq à six traites. 

Ces différents laits nous ont été fournis par les fermes 

de Mesdames Hennette et Merlio de Mons en Pévéle que nous 

remercions vivement. 

2) ~élipidation et décaseination aes lalts 

Pour préparer les lactotransferrines à partir des 

3 types de secrétions, nous avons appliqué la méthode mise au 

point par Chéron en 1977. 

Le lait est délipidé par centrifugation a 2000 t/mn a 

4" C pendant 30 mn. Il est ensuite décaseiné par précipitation 

de la caséine à pH 4,6 avec de 1'HCl 3 N. Après dialyse 

trois jours contre de l'eau permutée, le précipité est éliminé 

par centrifugation à 3500 t/mn à 4" C pendant 20 mn. 

B - Fractionnement des lactosérums 
Le surnageant obtenu, ajusté à pH 7 avec NH40H 3N est 

chromatographié sur colonne de SP - Séphadex ci50 (3Ox7cm) 
équilibrée dans l'acétate de sodium 0,22 M. Après lavage de 

la colonne par l'acétate 0,35 M, la lactotransferrine retenue 

par cet échangeur de cations est éluée par l'acétate de sodium 

1M. 
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= pendant trois jours, puis lyophilisée. Cependant, cette glyco- 

protéine contient encor* des impuretés protéiques, de ce fait 
elle est de nouveau chromatographihe sur colonne de SP - 
~éphadex C - 5 0  1 3  x 3 0  cm) stabilisée dans l'acétate de sodium 

0 , 2 2  M. ~'élution se fait par un gradient discontinu en acétate 

de sodFum 0 , 2 6  M et 0 , 4  M afin d*éliminer les impuretés restantes, 

la lactotransferrine est éluée par 1Jacétate de s ~ d i u m  0,6 M 

et 1 M. Le dernier éluat est dialyse contre de l'eau permutée 

trois jours, puis lyophilisé, 

Cl Préparation de lactotransferrinas réduites et alkylées 

La réaction de réduction et d'alkylation des ponts disul- 

fures permet une action plus efficace de la pronase lors de la pré- 
paration des glycopept~iders . La lactotransferrine est réduite 
selon le procédé de Crestfield et al., en 1963 en présence de 

tampon pH 8 , 2 ,  contenant de 1'E.D.T.A. (Ethyléne Diamine 

Tétracétate de sodium) 0 , 0 3  M, de l'urde 8 M ,  du tris 1,s M 

et du 0 - mercapto - Qthano10,~ M 3 tempirature ambiante et à 

l'obscurité pendant 18 h. Elle est ensuite alkylée par addition 

de iodoacétamide 0,4 M. La réaction est terminée, quand le 

réactif au nitroprussiate vire au jaune. 

L'ensemble est dialysé contre de l'eau permutée pendant 

trois jours. 

,, PREPARATION DES SEROTRANSFERRINES 

Les sérotransferrines sont  réparées ,à _D.art.ir des yerums. 
. .- -12: A'% :::.:.esfi.:: + x:. =?.i XL.. LU.k. 
-.d.~- .,- ,., - -- , - .,.: .. ., -7.- =.- --,. 

de differents animaux. ~37~$gP&;,.*+$;~&=.i;2gg1g~$~~, 

Deux methodes sont essentiellement utilisées : 

- soit la pr6cipitation du sérum _ r le 

- soit la précipitation du sérum par le sulfate d'ammonium 
Mais leg deux précipitations-peuvent - - -  être realisées - - sur - - 



La purification des transferrines s'effectue ensuite par 

chromatographie d'échange d'ions. 

A - Préparation de la sérotransferrine de Poulet 

La méthodeutiliséeest une modification de la méthode 

mise au point par Williams en 1962. 

Après une dialyse de 48 h. du sérum contre de l'eau permutée, 

celui-ci est précipité par du rivano1 en présence de tampon Tris 

( H C ~  pH8,8 selon la technique de Roop et Putman en 1967. Le sur- 

nageant filtré puis dialysé est précipité à 55% puis à 70% de 

saturation en sulfate d'ammonium.'Le deuxième précipité obtenu 

est purifié sur colonne de D E A E - Séphadex stabilisée dans un 
tampon Tris I H C ~  0,05 M pH 8.6 renfermant du NaCl 0,05 M. L'élution 

de la transferrine se fait par un gradient de NaCl 0,05 M à 0,2M 

dans le tampon Tris I H C ~  0,05 M. 
On obtient trois pics. Le second pic élué par une concentra- 

tion de 0.1 M renferme la sérotransferrine. Sa pureté est vérifiée 

par immunoélectrophorése et électrophorése en gel dePolyacrylamide, 

B - Préparation de la sérotransferrine de Mouton 

La sérotransferrine de Mouton nous a été fournie par le 

Professeur G. Guérin de l'Institut de la Recherche Agronomique de 

Jouy-en-Josas. Elle est préparée selon la méthode décrite par 

~uérin et al., en 1976. Le-procédé utilisé consiste à préclpiter 

le sérum par le sulfate d'ammonium entre 50 à 60% de saturation. 

Le précipité dialysé est purifié sur colonne de CM - cellulose, 
puis sur D E A E-Séphadex A-50 équilibrée dans le tampon imidazol 

I H C ~  0,05 M pH7. La sérotransferrine est éluée par un gradient 
en NaCl 0,l à 0,3 M. Deux pics sont obtenus : le pic 1 correspond 

à la transferrine lente ou slow (TF - S )  et le pic II correspond 

à la transferrine rapide ou fast (TF - F I .  

C - Préparation de la sérotransferrine de Rat 
La sérotransferrine de Rat nous a été fournie par 

le Professeur E. Regoeczi du Département de Pathologie de 
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1~UniversiteS d'Hamilton (Ontario - Canada). Elle est prhparée 

selon la méthode décrite par C h a r l w u d  et al., an 1976. 

Liz s4rum est precigite par le s u l f a t a  d'awmonAum a - 6 0 %  de 

saruration. Le pr&cipit& obtenu est d i a l y s &  puis purifié sur 
colonne d8Arnberlite 1 R C - 50. Une dernibre purification a lieu 
sur colonne de D E A E - Séphadex A 50 équilibrde dans le tampon 
~ r i s l ~ c l  0,05 M ,  NaCl 0,05 M ,  pH 8 , 6 .  La sérotransferrine est 

élu6e par un gradient en NaCl 0,l à 0,3 M. 

Deux pics sont également obtenus : le pic correspondant à la 

transferrine lente ou slow (TF - S )  et le pic II correspondant à 

la transferrine rapide ou fast (TF - FI. 
D - Préparation de la sérotransferrine de Boeuf 

La sérotransferrine de Boeuf nous a été fournie par le 

Professeur J.H. Brock de l'Institut de Biochimie de Nutrition a 

Zaragoza (Espagne). Elle est préparée selon ie procédé décrit 

par Stratil et Spooner en 1971. 

Le sérum de Boeuf est précipité au rivanol en présence de 

tampon ~ r i s l ~ ~ l  pH 8 , 8 .  Le surnageant obtenu est précipité à 7 0 %  

de saturation en sulfate d'ammonium ; 

Le précipité renfermant la transferrine est purifié sur 

colonne de D E A E - Séphadex A 50 équilibrée dans le tampon 

~ r i s l ~ ~ l  0,05 M pH 7 , 6 ,  NaCl 0,05 M. L'élution s'effectue par 

un gradient en NaCl 0,05 à 0,2 M. Souvent la transferrine obtenue 

renferme, un contaminant présumé être de 18hémopexine. E1l.e est 

donc repurifiée sur colonne de SP - Séphadex C 50 équilibrée dans 

le tampon citrate de sodium 0,02 M pH 5,l. La transferrine est ' 

éluée à pH 5 , s .  

E - Préparation de la sérotransferrine de Cheval 

La sérotransferrine de Cheval nous a &té donnée par le 

Professeur A. Stratil de l'Institut de physiologie et de 

Génétique Animales de Libechov (~chécoslova~uie). 
- - - . - - - - - - -- - - -- - -. - - - - - - - - - - - - --- A - - - - . - 

Elle est préparée selon la méthode décrite par-Srratil 



Le sérum est précipité au rivanol en présence de tampon 

~ r i s l ~ ~ l  pH 8,8. Le précipité renférmant la transferrine est 

fractionné par gel filtration sur colonne de ~éphadex G-100. La 

sérotransferrine est alors dessalée sur Séphadex G.25 en présence 

d'ammoniaque 6,9 m M. 

Les variants de la sérotransferrine sont obtenus sur.colonne 

de D E A E - Séphadex A-50 équilibrée dans le tampon ~ r i s l ~ c l  
0,05 pH8. Ils sont élués de la colonne par une gradient linéaire 

de O à 0;15 M en NaCl dans le tampon ~ r i s l ~ c l .  Les variants obtenus 

sont repurifiés par chromatographie sur colonne de SP - Séphadex 
équilibrée dans le tampon citrate de sodium 0,01 M pH 5, llélution 

se fait par un gradient linéaire de 0,01 à 0,025 M en citrate de 

sodium pH 6 (Stratil et al.,en 1984). 

III - PREPARATION DE L'OVOTRANSFERRINE DE DINDE 

L'ovotransferrine de Dinde est commercialisée par la firme 

SIGMA sous le nom de Conalbumine C 3890. La méthode couramment 

utilisée pour la préparation de l'ovotransferrine a été mise au 

point par Azari et Baugh en 1966. Le blanc de l'oeuf homogénéisé 

est acidifié à pH 4,7 puis chromatographié sur colonne de CM - 
Cellulose. L'ovotransferrine est éluée par le tampon ( N H ~ ) ~  So4 

0,3 M pH 8,5 puis précipitéepar le sulfate d'ammonium à 65% de 

saturation. Elle est ensuite purifiée par des cristallisations 

successives. 

IV - DESATURATION EN 

A - ~ésaturation en fer des lactotransferrines 

La désaturation est réalisée selon le protocole aecrit 

pour la lactotransferrine humaine par Mazurier et Spik en 1980. 

La lactotransferrine est dissoute dans un tampon phosphate de 

sodium 0,s M / Na OH 2 M (4/1 : v / v )  ajusté à pH 4,2 avec de 

l'acide formique. On laisse reposer cette solution une nuit à 

température ambiante puis on la dialyse contre une solution 

dlE.D.T.A. à 1% puis trois jours contre de l'eau permutée. 

B - Désaturation en fer des sérotransferrines 

La désaturation se fait en tampon citrate/acide citrique 

0,l M pH4. La sérotransferrine est alors dialysée 48 h.à 4" C 

contre de l'eau permutée puis lyophilisée. 



TRANSFERRINES 

E l s e t ~ ~ h o r h s e  sn gel de polyacrylamtde en présence 

L'électrophorèse en gel d e  polyacrylamide en présence 

de S D S est réalbée d'après la méthode de Davis en 1964, 

l'appareillage et la méthodologie utilisés sont ceux décrits 

par Kerckaert en 1978. Le gel infdrieur est constitué par un 

gel de gradient de réticulation,S à 20 %. Le gel suparieur est 

un gel réticulation 5 %. ~'6lectrophorbse est réalisée dans un 

tampon Tris 0,025 M ,  Gly O,l8 M ,  SDS (1% v : v )  pH 8 , 6  à raison 
de 8v/cm pendant 4 h. 

B - Etude immunoélectrophorétique 
1) Immunodiffusion radiale 

La technique utilisée a été décrite par Mancini et -- al., 

en 1965. Un gel doagarose contenant de l'anti-sérum antitrans- 

ferrine est coulé sur une plaque de verre. Les produits ana- 

lyser sont déposés dans des puits pratiqués dans 1°agarose. 

\près 48 h.de diffusion en chambre humide, la plaque est lavée 

séchée et coloree au réactif à 1'Amidoschwartz. 

2 )  ~mmunoélectrophorèse mono et bidimentlonnelle 

La méthode a été décrite par Scheidegger en 1955. 

Les solutions protéiques à analyser sont déposées dans des 

puits rdalisés dans l'agar noble. Aprés lh30 de migration à 

30 volts, l'antisérum est introduit dans des gouttières prati- 

quées dans le gel.   près diffusion en chambre humide 48 ho, 

la plaque est lavée, séchée et colorée au réactif à l1Amido - 
schwarta. 

r*r 

VI - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES A FARTIR OES TRANSFERRINES 

hydxoly6e pronasique des glycoprotéines dtagr%s les procédes 

56csits par Spik et Montreuil en .1969 et Spik et al., an 1974 



Ils sont purifiés par gel filtration sur colonne de BioGel P2. 

Les glycopeptides qont marqués au 14 C par l'anhydride 

acétique (~ctivité totale 0,l m Ci, ~ctivité spécifique 7mCi/ 

mmole) en solution dans le bicarbonate de sodium saturé. La 

réaction s'effectue par contact 2 h. à température ambiante puis 

l'ensemble est purifié sur colonne de BioGel P2 équilibree dans 

l'acide acétique 1 %. 

Le repérage s'effectue par comptage de la radioactivité au . 
compteur Beckman LS 9000. 

VI1 - HYDROLYSES ENZYMATIQUES DES GLYCOPEPTIDES 

A - Hydrolyse par l'endo-N-acétyl- B -  D glucosaminidase de 
Basidiomycés 

L'endo-N-acétyl - 6 - D glucosaminidase* (e c 3-2-1-6) 
isolé d'un moût de fermentation de Basidiomycéte (Bouquelet et al., 

en 1980) est capable d'hydrolyser des asialo ou monosialo glyco- 

 asparagine.^, glycopeptides et glycoprotéines renfermant des struc- 

tures de type N-acétyllactosaminique ou de type oligomannosidique. 

La coupure se fait entre les deux résidus de N-acétyl glucosamine 

du di N-acétyl-chitobiose lié à la chaîne peptidique. On obtient 

des oligosaccharides avec un résidu de N-acétyl glucosamine en 

position terminale réductrice. 

L'endo ~-acétyl - B - D ulucosaminidase posséde une masse 
moléculaire située entre 50 000 et 100 000 et son pH optimum varie 

de 4,s à 5,5 en tampon de Mac - Ilvaine (1921) (Jayssonen 1980) 
Pour plus de commodité d'utilisation, l'enzyme est immobilisé sur 

Sepharose - 4 B (1,61 m u d'activité oligomannosidique et 1,l m u 

d'activité N - acétyllactosaminique/25 ml de'sepharose 4 B) 
(Kol en 1983). 

Cet enzyme ne renferme ni activité - ___ protéasique '. activité 
exoglycosidasique. 

* L'enzymeinsolubilisé nous a été fourni par le Professeur 
S. Bouquelet que nous remercions. 
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Les glycopeptides aligomannosidiques sont hydrolysés en 

it fermé sur l a i  colonne d*endo-N-iac6tyl - 0  -D glucosaniinl~ 

dass inroXubi lisé, stabi i i r h  dans le tampon phosphatefcitrate 

0,02 M /0,01 M pH 5 pendant 96 h.h tempirature ambiante. 

L'hydrolyse des glycannes est verifide par chromatographie 

en couche mince sur plaque de silicagel G-60 ( ~ e r c k )  en solvant : 

N butanol/acide ac6tique/eau ( 2  : 1 : 1, v/v) en effectuant 

quatre.migrations successives (Palo.et Savolainen en 1972). 

Les oligosaccharides sont rdvilés par le réactif B l'orcinol 
sulfurique, Leur migration est comparée à celle d'oligosaccha- 

rides mannosidiques* isolés d'urines de patients atteints de 

mannosidose (Strecker et Montreuil en 1979). Les oligosaccharideç 

sont ensuite rdduits par le borohydrure de potassium 1 M pendant 

24 h,à l'obscurité. La réiaction est arrêt6e par l'addition de 

Dowex 50 x 8 (20 - 50 Mesh). La solution est filtrée sur laine 

de verre, ivapor6e à sec et lavee cinq fois par un mélange da 

méthanol/acide acitique(99/1 : v/u). Le produit réduit est 
ddssalé sur colonne de BioGel P2 . Cette &tape permet de stabi- 

liser la N-acétyl glucosamine terminale en milieu alcalin'lors 

de réactions ultérieures 

* N O U  rcsmtsrcj is G reckerr : J Mieh r qul 
nuus* Q R ~  fourni Les tdmoins oligoaannosidiqutas. 



B - Hydrolyse par l'endo-N-acétyl-B - D glucosaminidase* 

L' endoglycosidase H isolé de Streptomycés Griseus 

(Ac : 30 u/mg protéine) coupe comme précédemment entre les deux 

résidus de N-acétyl glucosamine ; cependant cet enzyme hydrolyse 

uniquement des glycopeptides de type oligomannosidique. 

Un mg de glycopeptides est hydrolysé par 20 mu d'enzyme en 

présence'de tampon phosphate/citrate 0,2 M/0,1 pH 5 pendant 48 h. 

à 37" C. Les oligomannosides obtenus sont deSsalés sur colonne 

de BioGel P2 et déposés sur couche mince ( Silicagel G-60). La 

migration s'effectue dans le solvant propanol/nitromethane/~20 

5 : 2 : 3, (v/v) Tsai et al., en 1984). 

C - Hydrolyse par la neuraminidase 

Les glycopeptides sont désialylés par action d'une neura- 

minidase soluble isolée de clostriduim Perfringens* (1,25 n/ml 

d'enzyme en présence de tampon acétate de sodium 0,l M pH 6 une 

nuit à 37" C. L'acide N-acétyl neuraminique et les sels sont 

éliminés par gel filtration sur Dowex 1 x 2 (200 - 400 Mesh) 
équilibrée dans l'eau. 

D - Hydrolyse par la B - D  galactosidase 

Les glycopeptides désialylés sont dégalactosylés par 

action d'une !3 - D galactosidase de Jack bean* (1,14 u/300 ~1 

de solution enzymatique) en présence de tampon phosphate/citrafe 

0,2M/0,1M pH 3 , s  pendant 48 h.à 37" C. ~pr@s purification sur 

colonne de BioGel P2, le produit obtenu est lyophilisé. 

* L'endoglycosidase H est commercialisé par la firme Seikagaku 

Koggo Co (Japon). 

* La neuraminidase hous a été fournie par le Professeur R. Schauer 
que nous remercions. 

* La - D galactosidase nous a été fournie par le,Professeur S. 
Bouquelet que nous remercions. 
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Les oligosaccharides sont praparés suivant la méthode de 

Lee et Scocea en 1972 dont le principe est fond6 sur l'hydrolyse 

des liaisons amides en milieu alcalin réducteur et à chaud. 

Deux mg de glycopsptides sont dissous dans 300 pl d'une 

solution 'de NaOH 1 N, BH4K 1 M et chauffés au bain marie durant 

6 h. La réaction s'effectue dans un petit ballon auquel est 

adapté un réfrigérant. Elle est alors arrêtée, à 4" C, par l'addi- 

tion goutte 3 goutte d'acide acétique concentré jusqu'à l'obtention 
d'un pH voisin de 4. Le melange est déssa16 sur BioGel P2 Gquili- 

brée dans H20.   prés repérage à l9orcinol sulfurique des fractions 

glueidiques, cellesci sont concentrées à sec puis M-réacétylées 

en présence de bicarbonate de sodium satur& (300 pl)et d a  anhydride 

acétique ajouté progressivement 5 fois 20 pl toutes les 20 mn . 
Un nouveau déssalage sur BioGel PZ est effectue. Les fractions 

dbligosaccharides sont lyophylisées. 
1 

IX - FRACTIONNEMENT DES GLYCOPROTEINES, DES GLYCOPEPTIDES ET 
DES OLIGOSACCHARIDES 

A - Chromatographie d'affinité sur colonne de Concanavaline A 
Sepharose 4 B (Con A )  des glycoprotéines et des qlyco- 

peptides 

Les glycoprotéines et les glycopeptides sont chromato-. 

graphies sur colonne de Con A (10 m g  de Con A/ml de gel ; 

pharmacia)équilibrée dans le tampon acdtate de sodium 5 m M 

MnC12 lmM, CaC12 lmM, MgC12 lmM, NaCl 0,l M pH 6,s et selon le 

protocole décrit par Krusius et al., en 1976 pour la shrotransfer- 

rine Humaine. L'élution des glycoprotéines et des glycopeptides 

est réalisée par le passage du tampon precédent renfermant de 

l'a-D-mhthyl-glucopyrannoside SmM, lOmM, kSmM, SOmM, 50mM et'200mM 

selon le %ype de trangfegrine étudié, tes_fractApng plycopratdi- - - - - -  

niques sont visualisées à 280 nm. Les fractions glycopeptidiques 

sont repéraes par dépôt sur plaque de silicagel G-60 (Msrck) 



et révélation à l'orcinol (solution dlorcinol à 0,2 % dans H2So4 

20%) Les fractions glycopeptidiques éluées par le tampon contenant 

de l'a -D-méthylglucoside sont repérées par chromatographie en 

couche mince (Silicagel G-60) en utilisant le solvant : 

n butanol/éthanol/eau/acide acétique/pyridine (10 : 100 : 30 : 10 : 

(v/v) Bayard et al., en 1979). Chaque fraction est dessalée par 

gel filtration sur colonne de BioGel P2. 

B - Chromatographie liquide en haute pression (H.P.L.C.) des 

glycopeptides et des oligosaccharides 

LIH.P.L.C. permet la séparation des produits d'un échan- 

tillon grâce à la distribution compétitive entre deux phases : 

une phase mobile liquide et une phase stationnaire. L'appareil 

utilisé est un "Spectraphysics". Il est équipé d'une colonne 

Amino AS-SA (30 cm x 4mm). 

1) .Séparation sur colonne Amino AS-SA 

L1élution ,- des glycopeptides et des oligosaccharides 

est réalisée par le gradient acétonitrile/~20 suivant : 60/35 

(v/v) pendant 40 mn, 60/40 (v/v) pendant 20 m n  et 50/50 (v/v) 

pendant 30 mn (Turco en 1981). L'addition d'acide acétique dans 

l'eau dans les proportions de 0,s ml pour 1800 ml d'eau permet de 

garder une ligne de base régulière. 

Le débit de la pompe est de un ml/mn. Les pics recueillis 

sont concentrés à l'évaporateur rotatif et purifiés sur colonne 

de BioGel PZ. 

X - ETUDE DE LA STRUCTURE PEPTIDIQUE 

La composition en acidesaminés des glycopeptides est déter- 

minée à l'autoanalyseur "Beckman Multichrom" S 120 B, après 

hydrolyse acide selon la méthode décrite par Spackrnan et al. 

en 1958 et modifiée par Charet et al., en 1973. 



L'hydrolyse acide @'effectue en tubas scellds sous vide par 

en présence d'un t6moin interne Xe notleucino. 

XI - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES 
r 

A - ~Btermination de la composition centésimale en monosaccha- 
rides 

Les compositions centésimales sont déterminées selon les 

protocoles expérimentaux préconisés par Montreuil et Spik en 1963. 

La méthode utilisée pour le dosage des oses neutres est celle 

à l'orcinol sulfurique de Tillmans et Philippi en 1929. 

La méthode utilisée pour le dosage des osamines est celle 

dlElson et Morgan en 1933 et modifiée par Belcher et al., en 1954. 

Les osamines sont libérées au préalable par hydrolyse à l'acide 

chlorhydrique 4 N redistillé 4 h,à 100° C. La méthode utilisée 

pour le dosage de l'acide N-acétyl neuraminique est celle à la 

diphénylamine de Niazi et State en 1948 modifiée par Werner et 

Odin en 1952- $ .; 
+t : .) 

-- :.-:$;,;,t 
:):il. 2 + .- -'$* 

B - Déterrn~nat~ofï de la composition molaire en monosaccharides 
1) Chromatographie en phase gazeuse sur colonne remplre OV 210 

La composition molaire en monosaccharides a été déter- 

minée par chromatographie en phase gazeuse après méthanolyse et 

trifluoroacétylation suivant la méthode décrite par Zanetta et al., 

en 1972. 

A 1 mg de glycoprotéine ou 100 pg de glycopeptides sont 

ajoutés 10 pg d'une solution de mésoinosrtol (témoin interne) à 

100 pg/mi. 

Après lyophilisation, le produit est désseché sous P205 

a 50" C. La méthanolyse est réalisée dans un tube hermétiquement 

fermé, par un ml der C H ~ O H / H C ~  0 , s  N pendant 24 h. à 80' C. S'il 

s'agit d'une glycoprotéine, il est nécessaire de centrifuger afYn 

d'éliminer le culat ,  puis de déligider à l'heptane avant dlPva- 

porer 1s CH30H/HC1 sous azote. 

Le residu sac est repris par 50 pl de dichlorom&thane et 

SOpl'dlanhydride trifluoroacbtique, chauffe 5 mn à 150' C .  

Le produit ainsi m6thanolyai se conserve à -20' C. 



Les monosaccharides trifluoroacétylés sont analysés en 

chromatographie en phase gazeuse. La colonne utilisée est une 

colonne de verre (0,3 x 300 cm) remplie de silicone OV 210 

à 5 % sur Varaport 30, mesh 80-100. 

La température est programmée de 100" à 220" C à . 

raison de 2" c/mn. Le débit du gaz vecteur (N2) est de 10 ml/mn 

et la pression d'entrée de 0,4 bars. 

2) Chromatographie en phase gazeuse sur colonne capil- 

laire OV 201 

La composition molaire en monosaccharides à également 

été déterminée par chromatographie en phase gazeuse après métha- 

nolyse et triméthylsilylation suivant la méthode décrite par 

Kamerling et al., en 1975. Cette technique permet de doser des 

quantités de l'ordre de 1 à 5 pg de monosaccharides. 

Aux échantillons à doser est ajoutélpgd'une solution 

de mésoinositol (témoin interne) à lpg/ml.  prés lyophilisation, 

la méthanolyse est réalisée dans un tube hermétiquement fermé. 

par 250 y1 de CH30H/HC1 0.5 N pendant 24 h.à 80" C. La solution 

est ensuite neutralisée par du-carbonate d'argent ajouté grain 

par grain, puis ~réacétylée par 10 pl d'anhydride acétique. 

Apres une nuit de repos à température ambiante et à l'obscurité 

le tube est centrifugé. Le surnageant introduit dans une pipette 

pasteur scellée à une extrémité, ost délipidé 3 fois par 200 y 1  

d'heptane puis évaporé sous N2. Le résidu sec est repris par 25 pl 

de pyridine et 25 pl de B.S.T.F.A. (Bis Silyl Trifluoro ~cétamide). 

Après 3 h.de reaction à température ambiante, les monosaccharides 

silylés sont analysés en chromatographie en phase gazeuse sur 

colonne capillaire (0,2 mm x 25 m) remplie de silicone OV 201. 

La température est programmée de 120" à 240" C à raison de 2"c/mn. 

Le débit du gaz vecteur (He) est de 1 ml, la pression d'entrée 

étant de 0.6 bars. 

C - Analyse desnonosaccharides sous forme de polyols..ac~tates 

Les fractions glycopeptidiques (200 pg) sont additiori- 

nées de ribitol (témoin interne) et l'hydrolyse est réallsée par 

150 pl d'acide trifluoroacétique 4 N pendant 4 h'.à 100" C. 

L'acide est éliminé par séchage de la solution sou~~~cicateur de 

soude puis lavaae Dar le méthanol distillé. 



- - - L ~ ~ ~ & R F P  y-- estrdcbrtrpar- &5B-)3-b-d " + m a - s s f - w t i d e  -- ---- . - 
boronydrure de potassium à Z m g / m l ,  en milieu alcalin (pH91 pendarq 

2 h à température ambiante. La seaction est arrates par addition 
de quelques gouttas dlacfde rc4tiqur 20X,  puis llhydrolysat 

reduit est séché à l'évaporateur rotatif. L'acide borique est éli- 

min4 en prhsence de méthanol sous forme de méthylborate apFks 

plusieurs-codistillations. La solution séchée sous N2 est reprise 

par une quantité déterminéede dichlorométhaneet analysée en chro- 

matographie en phase gazeuse sur colonne ECNSSM (0,30 cm x 150 cm) 

avec programmation de température de 80' a 220' C à raison de 4" C/mn 
Le débit du gaz vecteur (N2 )  est de 20 ml/mn. 

D - Identification des acides sialiques 
Les acides neuraminiques sont libérés selon la méthode 

mise au pornt par Schauer en 1978. La solution de qlycoprotéine 

dans HZ0 (lmg/300 p l )  est ajustée h pN2,2 avec de l'acide formlque 
dilué et hydrolyséel h.à 80' en tube hermétiquement fermé. P.près 

Lyophilisation l'hydrolysat est silylo suivant la méthode de 

Kamerling et al., en 1975. Dans un premier temps, on précipite 

la protéine par addition de 400 pl de pyridine et 400 pl de BSTFA. 

Les acides neuraminiques sont solubles. Aprés une nuit de réaction 

à température ambiante, on centrifuge la solution. Le surnageant 

est évapora sous N2, Le résidu sec e s t  repris par 20 pl de pyridine 

et 20 pl de BSTFA et analysé en spectrométrie de masse. 

Microméthylation 

Certaines précautions éiihentaires sont à prendre : 

- La vaisselle doit être rigoureusement propre et séche 
- Le produit à méthyler doit être sec 

- Lors des extractions, il faut utiliser de l'eau milli u 
La méthylation est réalis6e selon le protocole décrit 

par Pinne et al., en 1980, et adaptée au. Laboratosre par Fourner 

et al en 1981. -- 
Le produit B mbthylet (100 ug de glycopeptides ou d'oligo- 

sous azote 100 pl de diaathyl sulfoxxdê et la aolution est soniquae 

pendant 30 mn. On ajoute alors sous N2,50 pl de base de mithyfatron 



(méthyl sulfinyl potassium carbanion ou lithium méthyl sulfinyl 

carbanion) (Paz Parenté et al., en 1985) préalablement chauffée 

à 37" C. Le tube hermétiquement bouché est soumis aux ultra-sons 

pendant 1 h ,  puis congelé. L'axcés de base est éliminé en ajoutant 

100 pl d' iodure de méthyle et l'ensemble est .de nouveau soumis aux 

ultra-sons pendant 1 h. 

Les extractions sont réalisées par l'addition dans un 

premier temm de 500 pl d'eau milli Q froide, de un à deux 

cristaux de thiosulfate de sodium et de 300 pl de chlorofiorme 

distillé: La phase chloroformique inférieure est prélevée tandis 

que la phase aqueuse est conservée pour deux nouvelles extractions 

par 500 pl de chloroforme distillé. 

Les phases chloroformiques sont lavées cinq fois par un 

ml d'eau milliQ. L'addition de sulfate de sodium permet d'ab- 

sorber l'excés d'eau, La solution filtrée sur laine de verre 

est évaporée sous azote, puis lyophilisée pour éliminer le 

diméthyl sulfoxide. 

Les composés méthylés sont méthanolysés par l'addition de 

500 pl de CH3OH/HCl/O,S N pendant 24 h.2 80' C.   près évapor*& 

tion à sec, la peracétylation est effectuée par l'addition de 

10 y1 de pyridine et 50 pl d'anhydride acétique pendant une nuit 

à 37" C. te produit méthylé, méthanolysé est enfin évaporé sous 

azote et repris par une quantité déterminée de méthanol distillé 

Les produits sont préalablement séparés par chromatographie 

en phase gazeuse sur colonne capillaire. 

La température du-four est programmée de 120' à 240" C 

à raison de 2" C/mn puis on a un palier à 240" C pendant 30 mn 

Les glycanneç méthylés sont alors analysés en spectrométrie de 

masse. Les analyses ont été effectuées sur appareil RIBER 

Mag GCMS R 10-10 à filtre quadripolaire. 

F - Résonance magnétique nucléaire 

Les analyses en résonance magnétique nucléaire du proton 

à 500 M H z  ou 400 MHz des~composés ont été réalisées par l'.équipe 

du Professeur Vliegenthart à Utrech et par Wieruszeski au 

Laboratoire de Chimie à Lille. 

La résonance magnétique nucléaire du proton est réalisée 

sur les glycopeptides préalablement traités à l'eau lourde ( ~ 2 0 )  



- 3 - - W - C  &a marrikte -à obtenir -un- &)lltn$~e cbe hydz~ghes w b i L a , -  - 

L e s  ana lyses  sont ef fectudss  sur un appareil ~ r u c k ~ z  WX SOQ 

à 500 su h 400 MHZ ~ p d r a n t  en trarrsfor11tiiia d a  Fourier. 

t a o  ddtails expbkisentaux sont dacrits dans fas ravu9s 
de  liag gent hart e t  aL, en 1981 et 1983. 



B IBLIOGRAPH IE APPENDICE TECHNIQUE 

1 - A Z A R I  P . ,  BAUGH R .  F. ,  A r ,  B iochem.  B i o p h y s . ,  

( 1 9 6 7 )  138-144  ( 5 )  

2  - BAYARD B . ,  KERKAERT J . P . ,  ROUX D . ,  STRECKER G . ,  

" I n  p r o t i d e s  of B i o l o g i c a l  F l u i d s " ,  Pergamon P r e s s ,  

- BELCHER R . ,  NUTTEN A . J . ,  SAMBROOK C.M., A n a l y s t . ,  

S . ,  STRECKER G . ,  MONTREUIL J . ,  SPIK G . ,  

B i o c h i m i e  - 6 2  ( 1 9 8 0 )  43 ( 7 )  

5 - CHARET P . ,  TETAERT D., H A N K  P . ,  MONTREUIL J., C.R. 

Acad.  S c i . ,  - 2 7 6  ( 1 9 7 3 )  1629-1630  (11) 

6 - CHARLWOOD P.A. ,  HATTON M.W.C., REGOEGZI E . ,  B i o c h i m .  

B i o p h y s .  A c t a ,  453 ( 1 9 7 6 )  81-92  ( 4 )  

7 - CHERON A., C.R. Acad.  S c i . ,  284, . ( 1 9 7 7 )  5 8 5  (1) 

8 - CRESTFIELS A . M . ,  MOORE S . ,  STEIN W . H . ,  J .Bi .01.  Chem., 

238 ( 1 9 6 3 )  5 2 2  ( 2 )  - 
9 - DAVIS B . ,  Apn. N . Y .  Acad. S c i . ,  121 ( 1 9 6 4 )  404-427 ( 1 6 )  

10'- ELSON L.A.,  MORGAN W.T.J. ,  Biochem.  J . ,  27 ( 1 9 3 3 )  1 8 2 4  ( 1 2 )  

11 - FINNE J . ,  KRUSIUS T . ,  RAUVALA H., C a r b .  R e s e a r c h . ,  

8 0  ( 1 9 8 0 )  336-339 ( 1 4 )  - 
1 2  - FOURNET B . ,  STRECKER G . ,  LEROY Y . ,  MONTREUIL J . ,  

A n a l .  B iochem. ,  116 ( 1 9 8 1 )  489-502 ( 1 4 )  

1 3  - GUERIN G . ,  VREEMAN H . J . ,  N GUYEN T . C . ,  E u r .  J. 

Biochem. ,  67 ( 1 9 7 6 )  433-445 ( 3 )  

1 4  - JAYSSON M.O., T h è s e  I n g é n i e u r  ( 1 9 8 0 )  L i l l e  ( 7 )  

15 - KAMERLING J . P . ,  GERWIG G . J . ,  VLIEGENTHART J . F . G . ,  

CLAMPS J . R . , B i o c h e m .  J . ,  ( 1 9 7 5 )  491-495 ( 1 3 - 1 4 )  
. - - KERKAERT J . P . ,  A n a l .  Biochem.  J., 84 ( 1 9 7 8 )  354-360 ' " '  
1 7  - KOL O. ,  T h è s e  3ème c y c l e  ( 1 9 8 3 )  L i l l e  40 



y 

KRUSIUS Te-, FINME J~., RAUVALA Ho, f & B S - l ~ t t . ,  7f Li-g . . . . . . . . . * - 
L-:a- ;* Y- 

( 1 9 7 6 )  117-120 ( 1 0 )  

1 9  - LEE Y.C., SCOCCA J.R., J.  B i o l .  Cham., 247 ( 1 9 7 2 )  

( 5 7 3 3 - 5 7 5 8 )  ( 1 0 )  

20 - MAC-ILVAINE J . C . ,  J. B i o l .  Chem., 49 ( 1 9 2 1 )  1 8 3 - 1 8 6  (7) 

MANCINI Ge, CARBONARA A.O., HEREMANS J . F . ,  Immuno- 

c h e m i s t r y ,  2 ( 1 9 6 5 )  235 ( 1 6 )  

MAZURIER J . ,  S P L K  G. ,  B i o c b i m .  B i o p h y s .  A c t a ,  6 2 9  

( 1 9 8 0 )  399-408 ( 5 1  

MONTREUIL J . ,  SPIK G . ,  Microdosage des g l u c i d e s  

m o n o g r a p h i e  n a  1, ( 1 9 6 3 )  L i l l e  ( 1 2 )  

N I A Z I  S e ,  STRATE D., C a n c e r  R e s e a r c h ,  8 ( 1 9 4 8 )  6 5 3  ( 1 2 )  

PAL0 J . ,  SAVOLAINEN H . ,  J. c h r o m a t o g . ,  ( 1 9 7 2 )  

447-450 ( 1 8 )  

PAZPARENTE J., CARDON P . ,  LEROY Y . ,  MONTREUIL J . ,  

FOURNET"B., RICARD G . ,  C a r b .  R e s e a r c h ,  141, ( 1 9 8 5 )  

41-47 ( 1 5 )  

ROOP W.E., PUTMAN F.W.,J.Biol. Chem., 242 ( 1 9 6 7 )  

2507-2513 ( 3 )  

SCHEIDEGGER J .J . ,  I n t e r n .  A r c h .  A l l e r g y .  A p p l .  

Immunol . ,  2 ( 1 9 6 5 )  1 0 3  ( 6 )  

SCHAUER R . ,  .Methods  i n  Enkymology.  50 C ( 1 9 7 8 )  6 4 - 8 9 ( 1 4 )  

SPACKMAN P.H., STEIN W . W . ,  MOORE S . ,  Anal. Chem., 

30 ( 1 9 5 8 )  490 (11) - 
SPIK G . ,  F0URNE.T B. ,  BAYARD B. ,  VANDERSYPPE R .  

STRECKER G . ,  BOUQUELET S.,CHARCT P . ,  MONTREUIL J . ,  

Arch .  I n t e r n .  P h y s i o l .  B i o c h i m . ,  82 ( 1 9 7 4 )  7 9 1  ( 6 )  

SPIK G., MONTREUIL J . ,  B u l l .  S o c .  Chim. B i o l . ,  2 
< 19681  1271-1285  ( 6 )  - 

- STRATIL A . ,  GLASNAK V., Anim. B l o o d  Grps Biochem.  
. . 

G e n e t . ,  1 ( 1 9 8 1 )  f i? -122 .( 4 1 

CLAMPS J . R . ,  A n i m .  Biooà Grps B i a i  nm. G e n e t . .  



35 - STRATIL A . ,  SPOONER R . L . ,  B i o c h e m .  G e n e t .  

(1971) 347-365 ( 4 )  

36 - STRECKER G., MONTREUIL J . ,  B i o c h i m i e ,  - 61 (1979) 

1199-1246 ( 8  

215 (1929) 36 (12 37 - TILLMANS J . ,  P H I L I P P I  K . ,  B i o c h e m .  J . ,  - 
38 - T S A I  P . K . ,  FREUER T . ,  BALLOU C . E . ,  J. B i o l .  C h e m . ,  2 5 6  

( 1  984 3805-3811 (9 
39 - TURCO s .J. ,  Anal.  B i o c h e m . ,  118 (1981) 278 (11) 

40 - VERNER I., ODIN L . ,  Acta S o c ,  Med, U p s a l i e n s i s ,  

57 (1952) 230 (12) - 
41 - VLIEGENTHART J .F .G . ,  DORLAND L., V A N  HALBEEK !3,,,- , I  * 

c + ::--*$:);- 
Adv. Carb. Chem.  B i o c h e m . ,  41 (1983) 209 (16)7s=~~;;'r 

i Z . - -  
4 2  - VLIEGENTHART J . F . G . ,  VAN HALBEEK H. , COi'ILAND L. ,- ' 

Pure Appl. C h e m . ,  53 (1981) 45 (16) 
43 - WILLIAMS J . ,  B i o c h e m .  J . ,  83 (1962) 355-368 ( 3 )  

44 - ZANETTA J.C., BRECKENRIDGE W.C., VINCENDON G., 

J. C h r o m a t o g , ,  - 69. (1972) 291-304 (12) 



YE3LXbi -.-.-- 
Lk2 : .-Jr.?cpl.rincr ccrizt i t t x n ~  ÿIie ?rr!P3X~ h.x,iq&nz d a  ~Lycoprotrlin:s c;;i rmpre& i - s  si-- 

s-~r.Ff~~~+nf-_ <$TT;, !?rt;re:tt~s 'Iw!i kt: su$ Ce i c w  Izc vartcLr?4s, les >~3.~$ri&ey1f%:z 
r ~:az;.lri:she~ c3:ir. Le j*.! t It? id pl~part Ce% Nnndtif  &ras.  e t  1% c w t r a n 5 i ? ? ~ E i ~ ~ ~ ~  'i . t * * c  . l  

i~ ;I:%s 6%: s as, crtc.aüT (?(0ifeau,, 1,;s f;kaa$w ?o2ypz.çt.idSquct de ces tro", $?groupes de trant- 
',-~r-.r.ep ,-&q:::-+!r f l .2  &r:aincr s.2~1b1.ahie3, &mt elircüu. j t  s2bGbi ur. site U%! f i~.irtibf, eu 

jdf  3 - i ~  ~ ~ g s a : , ~ ~ t  N 2 45 5 , j * i l0r . \3 .~~~ies,  Po? <.:c*.i,r~, !.#* w~smtr~ tf. l a  sCihw;:bra dei  gTy- 
i,:;t"rtt@~'-:r :&+*ob?.l:iri?s%vr ri* 8-t 'rko g,"r-~&uicr vcarzrab!Jit& qui a.: t'a:i:tia". c.o S'rtgzcx %ninele, 
$ 5  .kerpt-;??.i-,e f3$sulai8*u . iq ;a ~..&khPtirfncl et $43 ~0+1Ctir i~\r ,s ? & ~ s ~ o l ~ j L : f t + ~  C ç  l ' ~ r ; a t i & * e -  
t'hzwjt! C ~ ~ a r * t  t*+ (4% La ~tPr?cu:  c? Ut:: gIyCIIn3fS r&t;.i âéi? Su: 12; 6 ZYr' ' H C W Z ,  .%dl*, Che* 

-.ts.tt ,"en&' */ibjri.*;rg., sur kiff 2 2- (%%Zr::  ~ r i M ? & l  et J72X Z9.r 3 S.:% i1ei':s I?t 
Qkev,-@ sr <set.?.$: n a 4  i. \.;es&lit BILi( rcserts:ian& 3t t v ~ . ' i C ~ i  : 
.&- 7 , r _ ~  &d~$$~l~~~fg,~&f$i wr+t+iesnz»t ~ n ; ( l i ~ E B l t ~ t  g fyc-w.r,c~ &e ~ . i  ù O N + & . t $ t ~  tdbi;=t ~ ~ % t ~ d . l i ‘ ~  kt,-1.. 

a a g t = 2 . ~ ü i :  ; t e 4 w P & r  C& f t ~ c r ?  it , . 1 C ~ ~ ~ r v u r '  $9 ~6I.rzcit.h .Th: i*-si:-t;4$. ~~czds l? . - tu  ?nter~ -&r r is~ ,  
t Q ~ k c  'LW %.Juf :YS marr,alcs titt&i&u&, Lcb 31 yc&~~t!ctr c;.%t t k&$.rtc . t . :w'-  . ~ ~ J h n w l r ~ . i > ,  .% c$:é 

?* ct.l-& Bt;1IriCUE? eià&~$que. %$ste?i.& Z':mieicl-€ia gui i%7J=iuFi; ~ ipLcf~ iq t2ks  &C ? ' t i & f e  
znfrqqa, ;.Ssts5, chez f a H ~ m , .  on t r a t r r e  :> k $0 "n e= plyçrmtr qt t:*pe Frlicrizacnrt, c9ot 
$t x p . t ,  & 33 $ 6% gLyf.w,r@ttL b 5 & 3 l m & 6  ronfslr*a:*c ,arc J&#s fC3:11b d*&Citle Il4c&IW',i*e~;u- 
r . ~ ~ ~ ~ - + &  & "eggi-prt +An ~ 4 ~ ' r ~ %  8W3 29 % sfC 2 X ' s p - ~ s ~  - 3 i  ix&îr~e~.s@ ; r:rlrtlk2tnt tp. '+ti.&A&~ . - 
r: +lïs+$ir st.sa@etyi 44ins-éiyL~r.rur &tL;siqttar* 

2- rab qei,$.-;a~fm>~$sL 3 e b u k e  cr r k  .3in<ire st s',q 9i.u 4 dit7): +a, : l i e :  f%;ur*,t-%tl t &*.xi . 
:*;yax*si 6$ ~ y p e  F $ f ~ * . < ~ & 0  05&sr'r lk~~  rr? rJ;;ir.k ?le :i-c?:+tr*>q;iucirtr~fa;e :nret;sizirr, $'fifW 
i*, >&~;y>02 ~'e2.4:. j%% ga.b!ir:tus$-t.%&, rqa4tn Cu@ cc3.Jc dc b h - r r - i  tdxr;~  % tu 3 tCsiZ.vir Cr 
A-~@t~'J.r%icW:ru;!b~f N?: 

'a:. .f;à# giyFGfia-h, 60% Qc;Q+bb&~+. ~~~ ICI E p b : ~  .Pd<& +&R.::+. b.i'li$.&, CZVK &@ 1;- L'r;? 
+*tizli &@;Y; &e ay"p ~++p~d"t;e~? %-P. 5 t i . ~ ~ ~ ~ ~ ~ + , & m y ' f h ~  .?5 b 2% ,:;: jl.fl~~atlw da$ 

' Je 3: %CI.* i i p  Z%!.vt-$ &$ILI. jt tppk S . Z X . ~ J X , M U S P A . Z ~ E ~ Q Z ~  )U.~TCL f t:c'.fi.iLt')($b [,c/:<j 3~ 
1 $".1:1c1c,se slù,pç.â armrc t:% et '+4ni&r r i t  * - % ~ & ~ & g ~ T l & x V ~ t ~ ? r ~ t  ~ ? - ~ i + q a $ ' t t  i~ (~&it~,-?.ut%? j, W 

jq;pt E Q ~ Y C Z S F . ~ ~ ~  m+i\kt da sypc 0~a.gi.li3mxwifi<~'jlp: >ESZ&LT~. .%p: t b Y rQ?%Cus i*.~ M**~LMCQB, AC 

ze*x;-k fa  ?-gr ya t ;.;*y., l a  pmp~.st'~;r? 4-r cls3 &L'~sIE &rjr.w:J.*ii 63t iw?t%w.n t Ci'fatfmt4r, i a ~ 5 ~ 4 , q ~ . 8 P  
s<:~X c-r&:.;<,z* :H:~~x*"I:. flrp ' 1 3  B'hsa:nZh€?%.t CC$ gkg@3@S?crWZ&',~cs, 
En *:wr~:~t~4i-w, ;.:!rr ii:&r+mtc, prt.r. aa-sthn t des szmcbrrec prFjt4:5 e~ pl; SQZ;: sp+c<? iqtws $6  

- 

- 
- : 




