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INTRODUCTION

Ces derniéres années de nombreuses études ont été réalisées
sur la structure primaire et le métabolisme des glycoprotéines
des transferrines, en particulier.

Les transferrines appartiennent & une classe de protéines
fixant réversiblement deux ions ferriques et dans laquelle la
sérotransferrine et la lactotransferrine humaines auxquelles
s'ajoute l'ovotransferrine de Poule, sont les mieux connues.

Ces transferrines possédent des activités biologigues
différentes et reconnaissent des récepteurs membranaires spé-
cifiques : réticulocytes pour les sérotransferrines, entérocytes
et macrophages pour les lactotransferrines, cellules embryon-
naires pour les ovotransferrines. Afin de prévoir la nature
des déterminants glycanniques et/ou protéiques responsables
de la spécificité de reconnaissance membranaire, une étude
comparée de la structure des chaines polypeptidiques et gly-
canniques a été entreprise.

Les résultats obtenus ont révélé, d'une part, que les sé-
quences peptidiques des trois transferrines présentaient 49 a
59 % d'homologies alors que leurs glycannes manifestaient des
différences trés marquées. D'autre part, il a été démontré que
les glycannes des sérotransferrines ne possédaient aucun rdle
dans les mécanismes de reconnaissance des réticulocytes, au
contraire ceux de la lactotransferrine humaine pourraient in-
tervenir dans la reconnaissance des récepteurs de la bordure
en brosse de l'intestin de Souris et du macrophage alvéolaire
humain. Dans le travail gue nous avons entrepris, nous avons
étendu 1l'étude comparative de la structure des glycannes des
ovo- séro-et lactotransferrines tout en essayant de préciser
l'influence de différents facteurs sur la glycosylation tels que :

- La structure de la protéine

Le site de biosynthese

L'influence des conditions physiologiques
- L'influence des variations phylogénétiques

L'influence de la structure de la protéine sur la glycosylation



a été réalisée en comparant d'une part la structure du glycanne
présent dans l'ovotransferrine de Poule et dans la sérotransfer-
rine de Poule dont la protéine posséde la méme structure mais
dont la synthése est réalisée dans des sites cellulaires dif-
férents. D'autre part, nous avons déterminé le nombre ‘de gly-
cannes et la structure des glycannes présents dans trois variants

de la sérotransferrine de Cheval.

L'influence des conditions physiologiques sur la glycosy-
lation et en particulier les variations de la structure des
glycannes de la lactotransferrine en fonction de la lactation
a été réalisée en déterminant la structure des glycannes de
la lactotransferrine de Vache isolée soit & partir de la secrétion

che, soit du colostrum, soit du lait mature.

(1S

S
Enfin, les variations de la structure des glycannes des
ransferrines en fonction de l'espéce animale ont été précisées

en effectuant 1l'étude comparée

~ des ovotransferrines de Poule et de Dinde,

- des sérotransferrines de Mouton, de Boeuf, de Rat et de

l'Homme.

- des lactotransferrines du lait de la Vache, de Chévre

et de Femme.

Cette étude comparative avait pour but de répondre i une
question posée dans la littérature : << Les glycannes sont-ils
des marqueurs de l'évolution ? >>.

Les transferrines représentent a cet égard un modéle de
cholix pour ce genre d'exploratién. L'ensemble de 1'étude com-
parative des structures glycanniques des différentes transfer-

rines est décrit dans notre présent mémoire.



GENERALITES

ETUDES STRUCTURALES ET CONFORMATIONNELLES DES TRANSFERRINES

I - MISE EN EVIDENCE ET ISOLEMENT DES TRANSFERRINES

Les transferrines sont une famille de glycoprotéines homo-
logues présentes dans les liquides biologiques des vertébrés et
de guelques invertébrés véhiculant 0,1 % du fer total de l'orga-
nisme, elles assurent la répartition du métal entre les formes
actives comme l'hémoglobine, la myoglobine, les cytochromes et
les protéines fer-soufre d'une part, et les formes de réserve,
comme la ferritine et 1l'hémosidérine d'autre part.

Le groupe des transferrines de Vertébrés comprend les séro-
transferrines (STF), les lactotransferrines (LTF) et les ovo-
transferrines (OTF) qui sont les mieux connues actuellement.

- LES SEROTRANSFERRINES sont présentes dans le sang. En 1927,
Barkan, puis en 1933, Starkenstein et Harwalid avaient remarqué
que le fer était fixé par une protéine. Mais ce n'est gu'en
1946 que Schade et Caroline, puis Laurell en 1947 et 1952
établissent l'existence d'un transporteur protéique spécifique
du fer.

Depuis la sérotransferrine Humaine a été largement étudiée.
Le nombre de procédés de purification de la sérotransferrine
est trés important. Une méthode couramment utilisée consiste
a précipiter le sérum par une solution de rivancl a 0,4 %,‘
selon les techniques de Kistler et al., en 1960, Nagler et al.,
en 1962 et Rdop et Putman en 1967. Cette technique est suilvie

de chromatographies sur colonnes d'échange d'ions.

-~ LES LACTOTRANSFERRINES (ou lactoferrines) se trouvent
dans le lait des mammiféres et d'une maniere générale dans
les secrétions. La lactotransferrine Humaine a été isolée a
partir du lait de Femme dés 1960 par Montreuil et Coll.,

La présence d'une protéine rouge dans le lait de Vache

a été signalée pour la premiére fois par Serensen et Serensen



en 1939. En 1943, Théorell et Akeson remarguent également cette
protéine sans pouvoir l'identifier. Pollis et Shmukler en 1953,
précisent gu‘elle contient du fer, des glucides et une proportion
élevée en tryptophane. Ce n'est qu'en 1960 gue Groves réussit a
isoler et purifier la lactotransferrine.

Puis en 1962, Gordon et Ziegler mettent au point un autre
procédé de préparation. Néanmoins, les différentes méthodes de
fractionnement utilisées 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
lactotransferrine et que les préparations sont hétérogénes.

En 1977, Chéron et al., utilise un procédé original d'iso-
lement des cette glycoprotéine. Au Laboratoire, une méthode
dérivée de celle mise au point par Chéron en 1977 est également

utilisée pour la préparation de la lactotransferrine Humaine.

- LZS OVOTRANSFERRINES (ou Conalbumines) sont présentes
dans le blanc d'oeuf des Oiseaux. Mise en évidence en 1899
par Osborne, son rdle de fixation du fer n'a été démontré gu'en
1344 par Schade et Caroline.

Les ovotransferrines sont préparés a partir du blanc d'oceuf
précipité au sulfate d'ammonuim selon les méthodes mises au
point par Warner et Weber en 1951 et Rhodes et al., en 1958.

Récemment des transporteurs du fer'analogues aux trans-

ferrines ont été mis en évidence chez des Invertébrés, en

o]

articulier chez un Arthropode {(Cancer magister) par Huebers

et_al.,en 1982 et chezun Protochordé (Pyura stolonifera) par
Martin et al., en 1983.

Pe 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 1980, Aisen et Litowsky env1980 et Gorinsky en 1982) et
sur la base de nos connaissances actuelles, nous nous proposons
de faire le point sur les propriétés physico-chimiques et
biologigues des transferrines en nous attachant plus particulié-
rement a l'étude de la structure des glycannes de ces différentes

transferrines.



II - STRUCTURE DE LA CHAINE PEPTIDIQUE DES TRANSFERRINES

A - Structure primaire de la chalne peptidique des

ovotransferrines

1) Ovotransferrine de Poule

La structure primaire de la chalne peptidique de
l'ovotransferrine de Poule (OTF) est connue grace aux travaux
de Jeltsh et Chambon en 1982. Ces auteurs ont déterminé la
séquence nucléotidique codant pour l'ovotransferrine alors
gque Williams et al., en 1982 ont déterminé la ségquence peptidi-
que compléte par l'application de méthodes classiques. La
chaine peptidique renferme 686 acides aminés et un glycanne
unique, ce qui lui confére une masse moléculaire de 77770 dalitons.

2) Ovotransferrines de différents o6iseaux

En ce gui concerne les ovotransferrines d'origines.
diverses, elles ont simplement été caractérisées dans certains
blancs d'oeufs.Feeney et al., en 1960, ont déterminé le .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’'oceuf

de Canard.

B ~ Structure primaire de la chaine peptidique des

sérotransferrines

1) Sérotransferrine Humaine

La structure primaire de la chaine peptidique de la
sérotransferrine Humaine (hSTF) a été entiérement déterminée
par Mac Gillivray et al., en 1982 et 1983. D'aprés. les résultats
de ces auteurs, la sérotransferrine est constituée d'une seule
chaine protéique comportant 679 acides aminés et possédant
une masse moléculaire,incluant les deux glycannes, de
79650 daltons.

2) Sérotransferrines de diverses origines

a) Caractérisation

Des sérotransferrines ont été caractérisées dans
le sérum de divers animaux.

Sérotransferrines de Mammiféres

Les sérotransferrines de mammiféres qui ont été caracté

risées sont celles :



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

- du Cheval par Stratil et Glasnak en 1981.

- du Mouton par Spooner et al., en 1975, Guerin et al., en 1976.

- du Porc par Stratil et Kubek en 1974.

- du Babouin par Bezkorovainy et Grohlich en 1974.

- du Chien par Hatton et al., en 1978.

- du lLapin par Léger et al., en 1978.

- des Marsupiaux par Morgan en 1985 (résultats non publiés).

- du Rat par Kanda et al., en 1983, '

- de la Soundis par Sawatzki et al., en 1983.

Sérotransferrines d'Oiseaux

Les sérotransferrines d'oiseaux actuellement caractérisées
sont celles :
- de la Poule par Grahan et Williams en 1975, Spik et al., en
1921 (résultats non publiés).
~ de ia Tourtenellfe par Palmour et Sutton en 1971,
- de la Colombe par Frelinger en 1973.

Sérotransferrines de Batraciens

Seule la sérotransferrine de Grenoudille 3 été caractérisée

par Palmour et Sutton en 1971.

Sérotransferrines de Poissons

Stratil et al., en 1983 ont caractérisé les sérotransferrines

de Poissons qui' appartiennent a la famille des "Cyprinidae".

Sérotransferrines d'Arthropodes

En 1982, Huebers et al., ont isolé du sang d'un Arthropode
{Cancer magister) une protéine de masse moléculaire 150 000 *
10 000 Qaltons fixant deux atomes de fer. En 1983, Martin et al.,
ont réussi, & purifier une protéine ayant une masse moléculaire
de 40 000 et fixant un atome de fer chez un Protochordd
(Pyura stolonifera). Ces deux protéines bien que différentes
des transferrines de vertébrés possédent des critéres suffi-

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 nombreuses espéces animales ont été trés peu étudides.
L'étude de la structure primaire de la protéine n'a pas été
réalisée ; seules sont parfois connues leur masse moléculaire,
leur meobilité 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 électrophorése en gel de polyacrylamide).

Cependant nous constatons selon les valeurs données dans le
tableau I{p. 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 tableau II(p. 9.

c) Polymorphisme génétique de la chalne protéique des

sérotransferrines

La présence de variants génétiques a été observée dans
les sérotransferrines de nombreux animaux domestiques. C'est le
cas de la sérotransferrine de Boeuf ou des variations génétiquses
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 1l'hétérogénéité serait due en partie
a une scission de la chaine polypeptidique car les composants
génétiques possédent une mobilité électrophorétique plus grande.

En 1983, Stratil et al., ont montré gqu'il existait un poly-
morphisme important dans la transferrine d'un poisson. En
effet, six a treize variants génétiques trés hétérogénes sont

détectés selon les espéces de Barbeau étudiées.

C - Structure primaire de la chaine peptidique des

lactotransferrines

1) Lactotransferrine Humaine

Les travaux réalisés par notre laboratoire en
collaboration avec celui du Professeur P. Jollés ont abouti

en 1985 a la détermination de la séquence compléte de la lacto-
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TABLEAU I

Masses moléculaires de transferrines de diverses origines

ORIGINE

MASSE MOLECULAIRE

REFERENCES

Sérotransferrines

Lapin 76000 79500 Palmour et Sutton 1971
Hudson et al., 1973
Bogut 77300 Hudson et al., 1973
Mouton 77000 77500 Guérin et al., 1976
Porc 76400 Hudson et al., 1973
Cheval 70000 80500 Hudson et al., 1973
Bell et al., 1981
Babouin 77000 Berzkorovainy et Groh-
lich 1974
Rat 66000 83000 Van Eigk et al., 1977
Schreiber et al., 1973
Souris 77500 Sawatzki et al., 1983
Tourterelle 85000 96000 Palmour et Sutton 1971
Colombe 80000 Frelingen 1973
Grenculile 72000 81000 Palmour et Sutton 1971
Tortue 93700 Palmour et Sutton 1971
Poissons 61000 87000 Stratil et al., 1983
Bobak et al., en 1984
Cyclostone 41000 45500 Palmour et Sutton 1971
Protochordé 40000 Martin et al., 1983

(Pyura stolonifera)

Arthropode
(Cancer magister)

140000 - 160000

Buebers et al., 1982




Compositions molaires en acides aminés des

- 9 -

TABLEAU II

sérotransferrines de diverses origines

Origines des sérotransferrines
Acides
Aminés Babouin Boeuf Cheval |Grenouill Lapin Porc Tortue

(a) (b) (b) (c) le (d) (b) {c)

Asp (D) 78 74 73 68 70 78 79
Thr (T) 29 44 32 37 20 25 33
Ser (8} 42 49 39 39 34 €5
Glu (E) .61 63 60 65 61 5% 89
pro (p) 31 35 42 37 33 6 33
S5ly (G) 45 45 42 48 45 35 &4
ala (Aa) 59 49 50 55 51 48 &0
Cys (C) 38 34 33 25 32 3 17
val (v) 38 44 44 37 42 41 56
Met (M) 9 7 4 8 6 5 3
Tle (1) 12 17 16 29 15 17 30
Leu (L) 60 45 54 50 58 53 50
Tyr {Y) 20 20 21 20 - 29 16 24
?he (F) - - - - - - -
Trp (W) - 10 9 5 10 9 1.0
Lys (K) 53 52 44 72 52 41 59
His (H) 1% 15 14 16 16 12 13
Arg (R) 25 24 23 20 24 23 28
666 652 620 652 616 589 772

a
b)
c)
d)

Bezkorovainy et Grohlich en 1974

Hudson et al.,
Palmour et Sutton en 1971
en 1968

Baker et al.,

en 1973
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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 chaine peptidigue
Gordon et al., en 1962, Groves en 1960, Castellino et al., en
1970, Chéron 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 d'Edman, un résidu
d'alanine en position N-Terminale. En 1985, 1l'équipe de Sautiere
a Lille a déterminé la séquence N-Terminale par identification
des P.T.H. acides aminés et séparation en chromatographie 1li -
guide en haute pression. Les résultats obtenus sont présentés
dans la Fig. l(p. lU. Cette analyse a également permis de loca-
liser un résidu de proline en position 14. La nature de 1l'acide
aminé C-Terminal reste mal définiepuisque Mazurier en 1972 a
montré la présence de deux acides aminés dans les proportions
suivantes 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 Chéron en 1975 d'un hydrolysat
trypsique confirmerait l'hypothése de la thréonine en position
C-Terminale. D'autre part, les résultats obtenus par Maliet et
Plantey en 1977 aprés hydrolyse par la carboxypeptidase A de la
lactotransferrine désaturée, sont en désaccord avec cette hypothése
Ces auteurs ont libéré de la leucine et de la phénylalanine.

Un dosage des différents résidus d'acides aminés a également
été réalisé au Laboratoire de Sautiére en 1985 sur un autoana-
lyseur BECKMAN. Le tableau III(p.lZ} nous donne la composition
molaire en acides aminés de la lactotransferrine Bovine
déterminée par Castellino et al., en 1970, Chéron en 1975, Maliet
et Plantey en 1977, Sautiére en 1985, et comparée a celle de la
lactotransferrine humaine déterminée par Metz - Boutique et al.,
en 1984.

3) Lactotransferrines d'origines diverses

a) Caractérisation

Les lactotransferrines de divers mammiféres ont

été beaucoup moins étudiédesque les sérotransferrines.



LTH : GRRRRSV-QWCAYSQPEATKCPFQWOQORNMRB REK

LTB : A PRKNV-RW
ou ou
H M
LTI : APRKSV-RWCTISPAEAAKCAKEPFOQRNMEKK
STF : VPDKTV-RWCAVSEHEAMTKCQSFRDHMEKS
OTF : APPKSVIRWCTISSPEEEKEKCNNILRDILTOQAQ

1T

Figure 1
Comparaison des séquences N-Terminales des lactotransferrines Humaines (LTH) (Metz-Boutique
et al., en 1984), de Vache (LTB) Sautiére en 1985 (communications personnelles), de Jument (LTJ)
(Jollés et al., en 1984) de la sérotransferrine Humaine (STH) (MacGillivray et al., en 1982 et1983)
de l'ovotransferrine de Poule (OTF) (Jeltsch et Chambon en 1982).



TABLEAU III

Composition en acides aminés de la lactotransferrine

de Vache et de la lactotransferrine Humaine

Nature des

Lactotransferrine de Vache

Lactotransferrine

Humaine
acides aminés a b c d e

Asp (D) 69 59,4 62 71 71
Thr (T) 36 30,3 35 39 31
Ser (8) 39 40,2 45 45 50
Glu (R) 74 62,5 65 73 70
Pro (P) 37 28,3 27 31 35
Gly (G) 49 41 45 43 56
Ala (A) 66 56,3 62 59 63
Cys (C). 26 30,3 28 28 32
val (V) 45 32,8 40 43 49
Met (M) 5 3,1 4 4 6
Ile (I) 18 11,6 15 17 16
Leu (L) 68 55, 4 62 61 61
Tyr (Y) 26 17,7 18 19 20
Phe (F) 29 23,2 24 25 31
Lys (K) 58 47,6 47 42 46
His (H) 10 8,2 9 10 9
Arg (R) 38 31,2 32 32 46
Trp (W) - - 14 9 11

a) Sautieére en 1985

b)

d)Castellino et al. .

e)

Maliet et Plantey en 1977
c¢) Cheron en 1975

Metz Boutigue et al .,

’

en 1970

en 1981



Masson et Heremans en 1971 ont identifié cette glycoprotéine
dans le lait de diverses espéces animales telles que la Truie,
la Jument, le Cobaye par électrophorése sur acétate de cellulose
et par des technigques immunologiques.

Cette glycoprotéine a également été mise en évidence dans
les léits de Chévre (Oram et Reiter en 1968), de Socuris
(Kinkade et al., en 1976, Sawatzki et al., en 1983).

Selon les travaux de Masson et Heremans en 1971, les
lactosérums de Lapine, de Ratte et de Chienne semblent dépourvus
de lactotransferrine.Baker et al., en 1968 ont confirmé cs résul-
tat pour le lait de Lapine. En effet, ils ont caractérisé dans
ce lait, une glycoprotéine correspondant a de la sérotransfer-
rine désialylée.

b) Etude de la structure primaire de la protéine

des lactotransferrines

Les lactotransferrines d'origines diverses étant
beaucoup moins étudiées, peu de résultats sont connus concernant
la chaine peptidique.

Selon Kinkade et al., en 1976, la masse moléculaire de la
lactotransferrine de Souris oscille entre 75000 et 78600 cdaltons
Jollés et al., en 1984 attribue a la lactotransferrine de
Jument une masse moléculaire de 81000 daltons.

Peu de différences, également séparent la composition en
acides aminés des lactotransferrines de divers animaux.

(Masson en 1970, Kinkade et al., en 1976). En 1970, Masson a
montré que la lactotransferrine de Cobaye était beaucoup plus
riche en résidus d'arginine.Jollés et al., en 1984 ont isclé

la lactotransferrine de Jument. Ils ont étudié sa composition

en acides aminés et la séquence N-Terminale, ils ont ainsi
déterminé les 28 premiers acides aminés. La comparaison de cette
séquence N-Terminale avec les séquences correspondantes de la
lactotransferrine et de la sérotransferrine Humaine et de 1l'ovo-
transferrine de Poule montre gu'une homologie plus importante

lexiste avec l'ovotransferrine de Poule (Fig. l;p. 11).
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D - Etude comparée de la structure primaire de la protéine

de différentes transferrines

Comme nous le montrent les chapitres précédents, les
trénsférrines les mieux connues sont la sérotransferrine et la
lactotransferrine Humainesainsi gue l'ovotransferrine de Poule.
Leurs structures primaires complétes sont données a la Fig. 2
{p. 15)

Ainsi gue 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 possédent également des homologies internes : 35 %
pour la lactotransferrine Humaine, 41 % pour la sérotransferrine
Humaine, et 33 % pour l'ovotransferrine de Poule.

L'existence de ces homologies internes dans la chaine 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 1952 et 1983, Metz Boutigue et al., en 1978, 1981, 1982 et
1984, Mazurier et al.,en 1983, Williams et al., en 1982 ont
entrainé 1'hypothése de la duplication d'un géne ancestral codant
pour les transferrines.

C'est ainsi que Mac Gillivray et al., en 1977 ont observé
que la sérotransferrine humaine pouvait étre 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-.Boutigue et al., en 1981 émettaient
l'hypothese de l'explication d'un géne ancestral codant pour
les transferrines. Cette hypothése a été avancée sur la base
d'homologies internes de séquences retrouvées i un pourcentage
trés faible cependant, dans trois zones de chaque moitié N et
C-Terminale des transferrines.

En conséquence de l'hypothése de l'hexaplication, Mazurier
et al., en 1983 montrent gque la lactotransferrine Humaine serait
constituée de six domaines répartis trois par trois dans les
parties N-Terminales (ND 1 a ND 3) et C-Terminales (CD 1 a 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



—

15

4

Figure 2

Comparaison des structures primaires de la lactotransferrine

de la sérotrans-

en 1983)

Jeltsch et Chambon en 1982).

(LTF - Metz Boutique et al., en 1984),

Humaine

Humaine (STF - Mac Gillivray et al.,

et de

ferrine

l'ovotransferrine de Poule {(OTF



- 16 -

CD 3. La Fig. 3 p. 17 rend compte de la position des six domaines
sur un modéle de la chaine peptidique en deux dimensions dit
“modéle en ficelle" inspiré de celui proposé par Williams

et al., en 1982,

Des ponts disulfures jouent un rdle important dans la
conformation de la protéine, la connaissance de leur position
sur la chaine peptidique des transferrines est primordiale.

Ainsi qu'il est montré dans la Fig. 4(p. 18), l'ovotrans-
ferrine de Poule posséde 30 résidus de demi-cystines,l12 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 étre 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 méme géne. 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 Boutigue et al., en 1981 et Mazurier et al., en 1983
en postulant l'existence de six domaines suggérent la possibilité
d'une hexaplication du méme géne 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 nombreuseshomologies 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 éllipsoides de révolution. Pour la sérotransferrine
Humaine, les mesures effectuées par diffusion de neutrons montrent
que 1'éllipsoide posséde des demi-axes de 46,6 et 15,8 A°. Son
volume étant de 144 (I 45) x 10 3 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(p. 20).Gorinsky
et al., en 1979 ont proposé un modéle moléculaire de la sérotrans-
ferrine de Lapin résultant de 1l'analyse par diffraction aux
rayons X 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 daux 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 maniére indépendante ayant des
tailles similaires bien que l'une d'entre elle (A) apparait étre
plus globulaire que 1l'autre (B).

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 a une frontiére entre
deux régions égales de cette partie d'ou la question de 1l'exis-
tence de sous-domaines dans l'ovotransferrine et dans les trans-
ferrines en général.

IV - LES SITES DE FIXATION DU FER DES TRANSFERRINES

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 (Laurell en

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



TABLEAU IV

Paramétres cristallographiques des transferrines

saturées en fer

Lactotransferrine Sérotransferrine| Sérotransferrine
humaine de porc. de lapin
(a) {b) (c)

Tzmpérature de 4° C 4° C 5° C
cristallisation
Svstéme de orthorombique orthorombique tétragonal
cristallisation
Pourcentage 42 p 100 - 68 p 100
d'eau
Masse moléculaire 85000 - -
Dimension des a) 155,5 87,1 126,9
axas

b) 97,3 88,3 126,9

c) 55,5 114,0 145,2

o
Y.

a) Baker et al.,

1977

b) Magdoff et al., 1970

¢) Al Hilal et al.,

1976



Figure 5

Conformation de la molécule de sérotransferrine de Lapin,
d'aprés les études réalisées par diffraction des rayons X avec

une reésolution de 6 A° par Gorinsky et al., =n 1979.




par Feeney et al., en 1966. La fixation d'un ion métallique néces-
site celle simultanée d'un ion bicarbonate ou carbonate 1lié
électréstatiquement au fer et a 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 a trois résidus de tyrosine, d'un a 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 modéle tridimensionnel de la cage de fixation
du fer, commun a la sérotransferrine et a4 la lactotransferrine
Humaine et a l'ovotransferrine de Poule (Fig. 6:p. 23). Ce
modéle général gui 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 apparait gue seulement
77 acides aminés sont localisés dans des régions conservées.

Parmi ces résidus, 57 % d'entre eux sont retrouvés dans 8 ensem-
bles‘présentés a 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 a 6 localisés dans les lobes N et C-Terminaux
(Williams et al., en 1982).

2) La structure secondaire des 36 segments peptidiques
renfermant les acides aminés conservés a été déterminéde 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 ainsi que les 2 tyrosines

et les 2 nistidines représentés sur le modéle de la Fig. 6 (p. 23)
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Proposition de la conformaticon de la " cage du fer " des
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Position des acides aminés conservés présents dans 8 régions
homologues des lobes N et C- Terminaux de la sérotransferrine et
de la lactotransferrine Humaines et de l'ovotransferrine de Poule
( Legrand et al., en 1985).



En conclusion, chague site de fixation du fer des transfer-
rines comporte au moins 3 tyrosines, 2 histidines et 3 arginines
localisées dans des régions conservées de la chaine peptidique.

V - STRUCTURE ET CONFORMATION DES GLYCANNES DES TRANSFERRINES

A - Localisation et nombre de glycannes sur les chaines

peptidiques des transferrines

Les glycannes des transferrines sont fixés par une liai-
son N-glycosidique sur la chaine peptidique au niveau des séquen-
ces codes Asn -X-Thr/Ser.

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

cément la glycosylation de la protéine (Tableau Vsp. 25},

1) Ovotransferrine de Poule

L'ovotransferrine de Poule ne renferme gu'un seul

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

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

glycosylée.

2) Sérotransferrine Humaine

Les deux glycannes de la sérotransferrine Humaine sont

localisés sur les fractions peptidiques séryl - aspartique et

1]

T

aspartyl - lysine de la chaine protéine (Spik et al., en 1568

Spik et Montreuil en 1969). Seules deux séguences codes ont ét

1))

mises en évidence} dans la sérotransferrine Humaine. Elles sont
toutes deux glycosylées et sont situées au niveau des domaines
CD1l et CD3 (Mac Gillivray et al., en 1983, Mazurier et al., en
1983). Regoeczi et al., en 1979 ont aprés désialylation, carac-
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 un glycanne biantenné et

un glycanne triantenné.
Deux théoriess'opposent pour la position de ces glycannes

sur la chaine peptidique, Celle de Bayard et Kerckaert en 1980
et 1981 et Kerckaert et Bayard en 1982 selon laguelle 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'oceuf de Poule.

|

REGION N-TERMINALE OVOTRANSFERRINE LACTOTRANSFERRINE SEROTRANSFERRINE
1 Asp-Ala-@ non séguencé Asp~-Ala-9
2 Glu-His-Thr non séquencé Gly-Ser-Lys
3 Ala-Ile-Glu Asn-Trp-Thr @
4 Asp-Thr-Lys Asp-Lys-Ser Asp-Lys-Ser
5 0 non séquencé Pro-Glu-Ala

i
REGION C-TERMINALE OVOTRANSFERRINE

LACTOTRANSFERRINE

SEROTRANSFERRINE

1 Asp-Thr-Ser
2 Asp-Glu-Ser
3 - AEsH-Arg-Thr
4 Asn-Gly-Ser
5 Asn-Pro-Ser

Asn-Ala-Ser

Asn-Tyr -9
Asn-Gln~-Thr

Asn-Gly-Ser

Ser-Thr-Ser

Asp-Lys~Ser

Asnl-Lys-Ser

Asn-Lys-Ile

Asn-Val-Thr

Ser-Thr-Ser

Les séquences codes conservées sont soulignées, les Asn

glycosylées sont encadrées.
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identiques sur une méme chaine peptidique. La sérotransferrine
Humaine dans ce cas, ne pourrait porter que deux glycannes
biantennés ou deux glycannes triantennés sur la méme chailne
peptidique.

Bt celle de Hatton et al., en 1979 et de Spik en 1982, selon
laquelle la sérotransferrine Humaine pourrait porter deux glycannes
biantennés ou deux glycannes triantennés sur la méme chaine pep-
tidique mais également un glycanne biantenné et un glycanne trian-
tenné. Les résultats de Mdrz et al., en 1982 et de Spik en 1982
confirment cette deuxiéme théorie.

La Fig. 8(p. 27) représente les différentes localisations des

structures glycanniques de la sérotransferrine Humaine selon

les hypothéses énoncées précédemment.

3) Lactotransferrines

a) Lactotransferrine Humaine

La présence de deux glycannes situés a deux endroits
différents de la chaine peptidique a été mise en évidence par
Spik, Vandersyppe et al., en 1974 et confirmée par les travaux
de Metz Boutique et al., en 1980. Ces deux glycannes sont loca-
lisés sur les fractions peptidiques Asn- Trp-Thr et Asn-Gln-Thr.
Quatre séquences codes apparaissent ; l'une dans la moitié
N-Terminale est glycosylée et sur les trois autres localisées
dans la région C-Terminale une seule est glycosylée (Metz Boutique
et al., en 1980, Mazurier et al., en 1983)

b) Lactotransferrine de Vache

La structure de la chaine peptidique de la lacto-
transferrine de Vache n'étant pas déterminée, il est difficile de
localiser les glycannes sur cette chaine. Cependant les travaux
réalisés par Chéron en 1975 ont permis d'apporter quelques
précisions. Par hydrolyse pronasique, trypsique et chymotrypsique,
il a isolé deux glycopeptides. A partir de ces hydrolysats, il a
pu déterminerles ségquences peptidigues au voisinage des glycannes
(Fig. 9 p. 28). Un des glycopeptides isolé se trouve dans la
partie C-Terminale. La séquence code Asn-Gln-Ser est retrouvée au
point d'attache du glycanne. En associant les différents résultats
Chéron a proposé un schéma de position des deux glycopeptides
.sur la chaine peptidique de la lactotransferrine de Vache.

(Fig. 10.p. 28).
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Figure 8

Localisation des structures glycanniques de la

sérotransferrine Humaine selon

Bayard et Kerdkaert en 1980 et 1981 Kerckaert et Bayard en 1982
Hatton et al., en 1979 : Spik en 1982

Mdrz et al., en 1982



Glycanne I

Asx - Asn - Ser - Arg - Trp

Glycanne II

Ileu - Val - Gln - Asx - Gln - Ser - Gly - Val - Thr

Figure 9

Structure peptidique proposée des deux glycopeptides

de la lactotransferrine de Vache selon Chéron en 1975.

Glycanne I (*)

_Ala - Asx - Asn -~ Ser - Arg - Trp

Glycanne ITI (*)

Ileu - Val - Gln - Asx - Gln - Ser - Gly - Val - Thr

Figure 10
:7} Position des glycopeptides sur la chalne peptidigue
de la lactotransferrine de vache selon Chéron en 1975
* Glycanne I de composition constante

* Glycanne II de composition variable



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 a 360 MHz par
Dorland et al., la méme année (voir Fig.19p.62 ) On remarque
1'absence de résidu de galactose et d'acide N-acétyl neurami-
nique et la présence de résidus supplémentaires 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 Humaine a été essentiellement réalisée au Labora-
toire et représente historiquement la premiére définition de
structures glycanniques de type N-acétyllactosamique. La
séguence primaife des glycannes a été entreprise en 1962 par
Montreuil et al., et par Montreuil et al., en 1965. Des rasul-
tats partiels ont été obtenus par Spik et al., en 19355, et Spik,
en 1968. La structure primaire ccmpléte du glycanne biantenné a
été définitivement établie en 1973. Elle fut ccnfirmée en 1977 par
résonance magnétique nucléaire a 360 MHz par Dorland et al.,
en 1977. Cette structure est représentée dans la Fig. 34 p. 109
dans le chapitre des résultats personnels.

Dés 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 Mirz
et al., en 1982. Les structﬁres des glycannes triantennés et

tétraantennés sont représentées dans les Fig.36 et 37 p. 112.
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b) Sérotransferrines d'originesdiverses

a ) Structure des glycannes

Peu de travaux ont été réalisés sur les séro-

transferrines autre que la sérotransferrine Humaine.

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
gu'un seul glycanne. En ce qui concerne les autres transferrines
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 VI;p.3l).

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 : mais 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'espéces variées.
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). ’

g ) Hétérogénéité de la structure des glycannes

Comme nous l'avons décrit dans un chapitre pré-
cédent, une partie du~polymorphisme génétique est due a 1la
chaine peptidique ; mais selon Stratil et Spooner en 1971, une
autre partie de ce polymorphisme serait imputable & des varia-
tions du degré de glycosylation de la protéine et & 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 hétérogénéité était due a la M
différence du nombre de résidus d'acide sialique sur le glycan-
ne. En effet aprés désialylation de ce€s deux variants S (lent)
et P (rapide) la sérotransferrine Ovine ne présente plus gu'une

bande en électrophorése en gel de polyacrylamide.



TABLEAU VI

Composition centésimale en glucidesde quelques transferrines

de diverses origines

I

Transferrines Composition Centésimale Total Nombre de Références
glycannes
Oses neutres Osamines Sigiigie
Homme 2,37 1,99 1,46 5,82 2 Spik et al., 1968
Lapin 1,2 1,2 0,8 3,2 1 Léger et al., 1978
Boeuf 1,34 0,9 0,6 2,84 1 Hatton et al., 1974
Porc 1,4 0,89 0,58 2,87 1 Hatton et al., 1974
Chien 1,15 1,12 0,6 2,87 1 Hatton et al., 1974
Rat 1,58 1,22 0,43 3,23 - an Eijk et al., K 1972
Poisson 2,16 1,12 0,7 3,9 - Van Eijk et al., b 1972

T¢



Aprés désialylation des variants glycanniques des sérotrans-
ferrines de Boeuf et de Cheval, deux bandes sont toujours obser-
Vées en électrophorése en gel de polycrylamide Maeda et al.,
en 1980 ont donc suggéré que l'acide sialique n'était qu'en
partie responsable de 1'hétérogénéité, la chaine polypeptidique
intervenait 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 méme

nombre de résidus d'acide sialique.

3) Structure des glycannes des lactotransferrines

a) Lactotransferrine Yumaine

La nature glycoprotéinique de la lactotransferrine
Humaine a été démontrée par Montreuil et Mullet en 1960, puis
Montreuil et al., en 1960. La détermination de la structure gly-
canniqﬁe a été plus complexe car les glycannes présentent une
grande microhétérogénéité lide 3 l'existence de résidus de fucose
en nombre variable. Les structures glycanniques représentées
dans la Fig.60(p.lB@ﬂans le chapitre des travaux personnels,
ont été établiespar Spik et Mazurier en 1977, Spik et al., en 1979
2t Spik et al., en 1982. On constate qu'un a 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 giycanniques ont été essentiellement
déterminés au Laboratoire par Chéron en 1975 etAl977, Maliet
et Plantey en 1977. Le tableau VII(p. 33) résume les compositions
centésimale et molaire en glucides de la lactotransfgrrine de
Vache selon différents auteurs. Le pourcentage d'oses neutres

obtenu par Chéron en 1975 est identique”3 celui donné par
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TABLEAU VII

Composition centésimale et molaire en glucides

de la lactotransferrine de Vache

Composition centésimale a b c a
Oses neutres 4,73 5,60 5,60 5,60
Osamines 2,28 - 2,70 2,98
Acides sialiques 0,13 - 0,60 0,75
Compostion molaire
Mannose - 15-16 24,4 24
Galactose - 5-6 2 8
Fucose 0 0 0,4 0,6
N-acétylglucosamine - 10-11 8,3 ;
10,5%
N-acétylgalactosamine - 0 1,2 }
Acide N-acétylneuraminique - 1 0,7 0,8

a) Groves en 1960
b) Castellino et al.,en 1970
c) Chéron en 1975
d) Maliet et Plantey en 1977

* Rapport N-acétyl glucosamine/N-acétyl galactosamine

déterminé par la méthode de Gardell en 1953, apres

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



Castellino et al., en 1970. Mais les compositions molaires sont
différentes en particulier selon Castellino et al., en 1970
il existe de cing a six résidus de galactose alors que Chéron
en 1975 n'a pu en identifierqu‘'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 Chéron 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 & la protéine ainsi que l'existence
d'au moins trois types de structure glycannique (Fig.ll;p,BS).

- Le premier posséderait un résidu de N-acétyl galactosamine

et trois résidus de N-acétyl glucosamine (Glycanne I)

- Le deuxiéme serait de type oligomannosidique (Glycanne II
et III). Il contiendrait de trois a neuf résidus de man-
nose pour deux résidus de N-acétyl glucosamine. Dans ce
groupe, certains glycannes seraient liés a une chaine
peptidique qui renferme un résidu d'arginine alors que
d'autres glycannes seraient liés a une chaine peptidique
qui renferme un résidu de lysine en C-terminal aprés

hydrolyse trypsique.

- Enfin le dernier de type N-acétyllactosaminique
(Glycanne IV) posséderait une structure trés hétérogéne
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 a l'action de la soude 0,1 M en milieu
réducteur (Borohydrure de potassium 1 M)-pendant quarante huit
heures afin de savoir si ce glypeptide contenait deux glycannes
l'un lié par une liaison N-glycosidique alcalistable et 1'autre

par une liaison O-glycosidique alcalilabile. Aprés la B élimination
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aucune trace de N-acétylgalactosaminitol n'a pu &tre mise en
évidence, éliminant ainsi la possibilité d'une liaison
O~glycosidique de la N-acétyl galactosamine. Le groupement
glycannique se trouvant du cdté N-terminal de la chaine peptidique
serait de type oligomannosidique * En effet la chaine 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

cdté C-terminal et aurait une composition variable.

C - Conformation des glycannes

Les études concernant la conformation des glycannes
sont récentes ; jusqu'ici elles pouvaient étre considérées
comme spéculatives car seuls les modéles moléculaires édtaient
employés pour créer la vision d'une image spatiale des glycannes.
En 1975, Montreuil donnait la premiére image du glycanne
biantenné de la sérotransferrine Humaine. En tenant compte des
ponts hydrogenes pouvant exister dans la molécule, une conformation
en Y fut retenue. Puis des études par diffraction des rayons X
ont permis d'adopter 'une conformation en T (Montreuil et al.,
en 1978, Montreuil en 1980). Ces études de modéles moléculaires
ont également permis de définir quelques paramétres
- Le noyau pentasaccharidique du mannotriosido-di-N-acétyl
chitobiose invariable est compact. Le trisaccharide Man
(B 1-4) Glc NAc (B8 1-4) Glc NAc (B8 1-N) Asn conjugué au
résidu d'asparagine est disposé dans un plan et stabilisé

par au moins deux liaisons hydrogénes.

~ Les antennes constituées par l'enchainement sialyl. N-

acétyllactosaminique s'enroulent en hélice dans l'espace.

- Le résidu de mannose 4 peut se disposer de deux maniéres
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 modéle T serait le modéle
correspondant le mieux a 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'aprés
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 étre censidérées 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 rdle fondamental du noyau mannotriosidique dans la
conformation des glycannes a été mis en évidence par Brisson
et Carver en 1983. Grace & l'utilisation de la résonance magné-
tique nucléaire, ils ont montré gque le trisaccharide avait
deux conformations idéales : l'une linéaire donnant 1'image
structurale en "oiseau" et l'autre repliée conduisant a une
conformation en "aile brisée" dans laquelle 1'antenne liée en

o - 1,6 est rabattue le long du résidu di-N-acétyl chitobiose.

Ces différentes conformations possibles du glycanne bian-
tenné de la sérotransferrine Humaine sont représentées dans
la Fig. 12(p. 38)

Dans le cas des structures glycanniques de la lactotrans-
ferrine Humaine et particuliérement des structures monosialylées
fucosylées, on obtient un modéle moléculaire plus compact
probablement du a l'existence d'intéractions hydrophobes entre
les groupements méthyles des résidus de fucose branchés en

@ - 1,3 et en & - 1,6 ainsi gqu'avec les groupements méthyles
des groupes acétamido des N-acétyl glucosamines (Fig. 13:p. 39).

La structure générale des transferrines étant précisée,

ceci nous permet d'aborder le chapitre concernant 1l'activité

biologique des transferrines.
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Figure 12

Modéles moléculaires compacts du glycanne biantenné de
la sérotransferrine Humaine selon Montreuil et al.,, en 1978.

Montreuil en 1980, 1982 et 1983, Brisson et Carver en 1983,



Figure 13

Conformation du glycanne difucosylé de la lactotransferrine
dumaine selon Montreuil en 1984 (La fléche indigue la confluence

des gquatre groupes méthyles).




ROLES BIOLOGIQUES DES TRANSFERRINES

I - INTRODUCTION

Le fer est un des oligoéléments les plus indispensables
de l'organisme. Il est directement impliqué dans les mécanismes
d'oxydo-réduction des chafnons 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'oxygéne dans l'organisme. L'importance de la réparti-
tion du fer dans l'organisme humain entraine une régulation de
son transport entre les formes de réserve et les formes acrives
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
l1'absorption intestinale du fer et dans les mécanismes de

défense anti-infectieuse.

IT - ACTIVITES BIOLOGIQUES DES SEROTRANSFERRINES

Les sérotransferrines sont une plague 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 a la surface des cellules ou

s'effectue le transport du fer.

1) ROle des sérotransferrines dans la biosynthése

de 1l'hémoglobine

Les cellules hématopoiétiques de la moélle osseuse
permettent par différenciations successives, la formation de
l'érythroblaste, du réticulocyte, puis de 1'hématie. Il existe
au cours de cette différenciation, une variation du nombre de

récepteurs de la sérotransferrine, lide a la régulation du



transfert du fer (Van Bockxmeer et Morgan en 1979, Tacopetta
et al., en 1982, Pan et al., en 1983). Les études d'incorporation
du fer effectuées sur le réticulocyte précurseur immédiat de
l'hématie montre que celui-ci, est capable de fixer le fer alors
gue l'hématie a perdu cette capacité. Le mécanisme d4d'incorpora-
tion du fer dans 1l'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 a ce propos.

2) ROle des sérotransferrines dans l'absorption intestinale

du fer

Le fer contenu dans les aliments est absorbé par 1l'in-
testin (Turnbull en 1974), puis stocké dans l'entérocyte sous
forme de ferritine avant d'étre livré a 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
l'éntérocyte, - 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) RAle des sérotransferrines dans la mise en réserve du

fer dans 1l'hépatocyte

Les sérotransferrines sont principalement synthétisées
dans le foie, organe olu 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.
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Ainsi, il peut se produire une baisse de 15 a 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 a vis de différentes bactéries.

5) Conclusion

Ce résumé rapide de l'importance biologique des
sérotransferrines nous montre que cette protéine joue un rdle
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 du fer.
Elles interviennent également dans la lutte contre l'infection

bactérienne.

IIT - ACTIVITES BIOLOGIQUES DES LACTOTRANSFERRINES

Les lactotransferrines jouent un réle important dans

les mécanismes de défense <cellulaire et humorale.

1) R6le de la lactotransferrine Humaine dans le stockage

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 chez le Rat

et la Souris, responsable de 1'élimination du sang de glycopro-

téines portant un groupement fucosea 1 > 3 N-acétyl glucogsamine.
La lactotransferrine serait éliminéea 90 % de la circulation
sanguine par ce récepteur et serait retrouvée dans 1l'hépatocyte.
En 1984, Retegui et al., confirment l'existence d'un récepteur

de la lactotransferrine dans le foie de la Souris mais ces

auteurs infirment sa spécifité au fucose o 1 > 3 N-acétyl
glucosamine et le situent dans le systéme réticulo-endothélial.

L'importance du mécanisme reste encore mal expliquée.

2) R3le 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 nourrisson. Elle est pré-

sente a raison de 1 a 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-
bleme de la libération du fer dans l'intestin. Selon Spik en
1971, la lactotransferrine céderait son fer a des chélateurs
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 niveﬁu des entérocytes reconnaissant
aussi bien la lactotransferrine gBumaine que la lactotransferrine
de Vache. Ce récepteur a également été caractérisé dans les
villosités intestinales cde Lapin par Mazurier et ai., en 1984.

3) R&le des lactotransferrines dans les mécanismes de

défense anti-infectieuse

Une étude approfondie du rdle de la lactotransferrine
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 rdles des lactotransferrines sont a
considérer dans les mécanismes de défense anti-infectieuse

- role dans l'immunité a médiation cellulaire

- rdle dans 1l'immunité humorale

a) RAle dans 1l'immunité cellulaire

La lactotransferrine Humaine joue un rdle dans
l'activité bactéricide des leucocytes polymorphonucléaires.
Leffell et Spitznagel en 1972 ont montré gqu'en cas d'agression
microbienne, les granules de ces leucocytes humains étaient
dégranulés et libéraient de l'apolactotransferrine 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 gréce au fer ferri-

+
que Fe Tt

gu'elle apporte.

La lactotransferrine Humaine régule également la migration
des cellules immunocompétentes au lieu d'inflammation.

Les leucocytes polynucléaires sont les premiéres cellules
a 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 la syn-
these 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 réserve dans
le foie et les macrophages. L'ensemble de ces phéncomines a pour
but de diminuer par ferriprivation la croissance des bactéries
lesquelles libérent des sidérophores qui vont entrer en compé-
tition avec les protéines ferri-fixatrices de 1'h8te.

La fig. 14(p. 45)propose, un schéma du mécanisme de 1'hypo-
sidérémieinflammatoire.Hashizume et al., en 1983 ont également
montré que la lactotransferrine Humaine aussi bien gue la lacto-
transferrine Bovine constitue un facteur de croissance essentiel
pour les lignées de lymphocytes B et T. Cependant la lactotrans-
ferrine augmente la cytotoxicité des monocytes vis a vis de cer-
taines lignées cellulaires (Horwitz et al., en 1984).

b) Réle dans l'immunité humorale

En 1961, Blanc et Isliker posaient en hypothése gue
la lactotransferrine Bovine possédait une activiié bactériosta-
tigue et antitoxigque. Cette hypothése est confirmée 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 Chévre par Oram et Reiter en 1968 montrent

-
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que celles-ci possédent une activité bactériostatigque sur

Bacillus stéarothermophilus et Bacillus subtilis pourvu gu'elles

ne soient que partiellement saturées en fer. L'addition de sels
ferreux au milieu d'incubation supprime l'inhibition de croissance
bacpérienne par les lactotransferrines. Ces auteurs démontrent
que l'activité bactérienne de la lactotransferrine est accrue
par CO++, Mn++, Ni++, Cu++.

Cette activité réside en un mécanisme de ferriprivation
(Schade et Caroline en 1944 et Feeney en 1951) ou la lactotrans-
ferrine joue un rdle compétitifavec les sidérophores bactériens
pour la capture du fer. Arnold et al., en 1982 démontrent é&gale-
ment que l'apolactotransferrine dissoute dans l'eau 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 la plupart
des milieux de sécrétion ainsi que le lysozyme et les immunoglc-
bulines . Ces trois constituantsagissent en synergie lors d'une
attague microbienne (Spik et Montreuil en 1983). En effet, le
lysozyme associe son activité lytique vis & vis des Gram (+)
a 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 2t al., en 1983.

De nombreux auteurs ont également montré que l'activité
bactériostatique des lactotransferrines Humalne et Sovine
augmentait en présence d'immunoglobulines SIgA ou IgG spécifi-
ques des bactéries (Bullen et al., en 1972, Rogers en 1976,
Rogers et Singe et Spik et al., en 1978). Il faut noter que
cette synergie d'action n'est effective que sur des bactéries
pathogénes et non sur des bactéries commensales (Stephens
et al., en 1980Q0).



CONCLUSTON

Les rdles biologiques de la lactotransferrine sont
multiples. Elle joue un rdle indispensable dans des mécanismes
de régulation vitaux gue 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
entrainant la "calvacade" des cellules immunocompétentes.

Comme nous avons pu le constater au cours des chapitres
précédents, la sérotransferrine et la lactotransferrine Humaines
et l'ovotransferrine de Poule sont des glycoprotéines treés
étudiées du point de vue structural et du point de vue biologi-
gue. La structure primairé de leurs chaines peptidiques est
maintenant bien établie, bien que peu d'informationssoientconnues
sur la structure secondaire et tertiaire, il apparait gque
toutes les transferrines sont constituées d'une seule chaine
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 trés
fragmentaires,l'analyse par diffraction X de la sérotransferrine
de Lapin a été réaliséde et a permis de constater la nature
bilobaire de la protéine (Gorinsky et al., en 1979).

Sur la chaine 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 a l'hétérogénéité glycannique d'autres transferrines.

Nous avons donc entrepris une étude comparative de la
structure glycannigque 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

si les glycannes représentent ou non des marqueurs de 1l'évolution.
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INFLUENCE DE LA PROTEINE SUR
LA GLYCOSYLATION DES TRANSFERRINES

Etude comparotive de fa structure des glycannes
de fa Aérotransgerndine et de £'ovotransferrine
de Poule

Etude de Za structune des glycannes des différents varniants

de Za s2rotransfennine de (heval.
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INFLUENCE ©DE LA PROTEINE SUR LA GLYCOSYLATION

DES TRANSFERRINES:

Etude comparative de La structure des glycannes
de €a sérotransfenndine et de £'ovotransfernine
de Poule

Etude de fLa structure des glycannes des differents variants
de La sérotransfennine de Chevad.



Etude comparative de La structure des glycannes
de fa séroztransfernrine et de &'ovotransferrnine
de Poule

I - INTRODUCTION

En 1962, Williams montre que les compositions en
amino-acides de la sérotransferrine et de l'ovotransferrine
de Poule sont trés voisines. En 1978, Thibodeau et al.,
déterminent les séquences peptidiques N-Terminales de
ces deux transferrines et montrent qu'‘elles scont sembla-
bles. Les évidences structurales suggérent que ces pro-
téines possédent le méme géne précurseur. En 1982, les
travaux de Jeltsch et Chambon permeitent de déterminer
la séquence nucléotidique codant pour l ' ovotransferrine
mais également pour la sérotransferrine de Poule.
Williams et al., en 1982 montrent que la ségquence pepti-
dique compléte de ces deux glycoprotéines est identique.
Il était intéressant, compte-~tenu du fait que les deux
protéines possédent la méme structure peptidique mais
sont synthétisées l'une dans le foie et l'autre dans
l'oviducte, de comparer les structures glycanniques de

l'ovotransferrine et de la sérotransferrine de Poule.

La structure glycannigue de l'ovctransferrine de
Poule a été établie en 1979 par Spik et al., et confirmée
en résonance magnétigue nucléaire & 360 MHz par Dorland
et al., la méme année (Fig. 19;p.62). Nous allons décrire
uniquement le résultat de nos recherches sur la structure

glycannigque 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-
phorese en gel de polyacrylamide suivant les conditions
décrites p.216 . L'électrophorése réalisée en présence de
témoins de masse moléculaire connue permet d'attribuer
a 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 a celles de l'ovotransferrine de Poule
sont résumées dans le tableau VIII(p. SD. Sur la base
des compositions en oses, nous pouvons en déduire que la
sérctransferrine de Poule ne posséde qu'un seul glycanne
comme l'ovotransferrine. Elle renferme en outre du galactose

et de l'acide N-acétyl neuraminique.

IIT - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

1) Hvdrolyse 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 a l‘autoanalyseur Beckman ; Pour un résidu d'Asp,
on a identifié 0,3 résidu de Ser et Glu, 0,2 résidu de
Thr, 0,6 résidu de Gly, 0,25 résidu d'Ala et 4,3 résidus de
Glc NH,. Les glycopeptides pronasiques sont séparés par

2
chromatographie d'affinité sur colonne de ConA-Sépharose 4B.

2) Fractionnement des glycopeptides

Vingt cing mg du mélange de glycopeptides sont
chromatographiés sur colonne de ConA-Sepharose 4B suivant
le protocole décrit a la p. 220.

On obtient deux fractions A et B

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

est éluée par le tampon de départ ne renfermant pas

d' o -méthyl-D-glucoside.
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TABLEAU VIII

Compositiongcentésimale et molaire en monosaccharides

de la sérotransferrine de Poule

et de l'ovotransferrine de Poule

Monosaccharides

Composition centésimale

Sérotransferrine Ovotransferrine
Oses neutres 1,15 0,85
Hexosamines 1,10 1,78
Acide N-acétyl
neuraminiqgque 0,60 0
TOTAL 2,85 % 2,63 %
Composition molaire
Sérotransférrine Ovotransferrine
Fuc 0,30 0
Gal 2,60 0
Man * 3 3
GlcNAc 4,30 5,60
NeulAc 1,70 0

Les compositions sont déterminées par dosage colorimetrique

et chromatographie en phase gazeuse aprés méthanolyse selon les

protocoles décrits p. 12.

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de

trois résidus de mannose. Sy

+ Spik

en 1979 et Dorland et al., en 1979.




- La fraction B : 79 %, retenue est éluée par le

tampon de départ renfermant de 1' a- D - méthyl
glucopyranoside 15mM.

Aprés déssalage sur colonne de BioGel P2 la frac-
tion B donne deux sous fractions Bl et B2.

La composition molaire des monosaccharides

présents dans ces deux fractions est donnée dans le

tableau IX(p.53}

IV - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES

1) Détermination de la compoesition molaire en

monosaccharides

Le tableau IX{p.53)rassemble les compositions molai-
res en glucides des glycopeptides totaux de la sérotrans-
ferrine et de l'ovotransferrine de Poule ainsi que celle
des fractions glycopeptidiques de la sérotransferrine de
Poule obtenues sur colonne de Con A-Sépharose. L'analyse
de ce tableau nous montre qgu'il existe une grande diffé-
rence dans la composition molaire en glucides des glycopep-
tides de la sérotransferrine et celle de l'ovotransferrine
de Poule. On observe la présence d'un peu de fucose, de
2,5 résidus de galactose ainsi que de 2 résidus d'acide
N-acétylneurapinique dans la sérotransferrine de Poule,
alors que ces 3 monosaccharides sont absents dans l'ovo-
transferrine de Poule. Cependant l'ovotransferrine posséde
un résidu supplémentaire de N-acétyl glucosamine.

En ce qui concerne, les compositions molaires en mono-
saccharides des fractions glycopeptidiques de la sérotrans-
ferrine de Poule obtenues sur colonne de ConA-Sépharose
les différences majeures se situent au niveau des résidus
de galactose et de N-acétyl glucosamine. La fraction A
posséde un peu plus de galactose et un résidu de N-acétyl
glucosamine supplémentaire.

Les fractions Bl et B2 ont des rapports molaires

voisins, cependant la fraction Bl renferme un résidu
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TABLEAU IX

Composition molaire en glucides des glycopeptides

de la sérotransferrine et de l'ovotransferrine

de Poule

Monosaccharides Rapports molaires des glycopeptides
totaux
Sérotransferrine Ovotransferrine
Fuc 0,24 0
Gal 2,50 0
Man * 3 3
Gglc NAc 4,60 5,80
Neu Ac 1,90 0
Monosaccharides Rapports molaires des fractions
glycopeptidiques obtenues sur
colonne de Concanavaline
Sérotransferrine
A Bl B2
Fuc 0 0 0,30
Gal 2,60 2,10 1,90
Man * 3 3 3
Glc NAc 4,50 3,70 3,20
Neu Ac 1,20 1,50 0,38

* LLes rapports molaires ont été calculés sur la base de trois

résidus de mannose.




d'acide N-acétyl neuraminique supplémentaire.

2) Méthylation

Chacune des fractions glycopeptidiques a été
méthylée et analysée en spectrométrie de masse. Les rap-

ports molaires obtenus sont donnés dans le tableau X[p. 55).

a) Etude de la fraction A

On retrouve de nombreux dérivés méthylés en
proportion variable notamment 0,40 et 0,30 résidu de
(3,4) Me, - Man et de (3,5) Me, - Man. La présence de ces
deux dérivés laisse supposer l'existence de glycannes
triantennés. Cette fracticn est disialylée. On retrouve
de l'acide N-acétyl neuramipique lié ena -2,6 et en

a -2,3.

b) Etude de la fraction Bl

Cette fraction posséde les dérivés méthylés
classiques d'une structure biantennée. Le rapport molaire
de 1ia (3,6) Me2 ~-GlcNAc Me est un peu faible. Cette
fraction est disialylée. On ne retrouve pas de dérivés

perméthyl galactose.

¢) Etude de la fracticon B2

La fraction B2 renfarme également les dérivés
méthylés d'une structure biant2année. Cependant on retrouve
un résidu de (2, 3, 4, 6)Me4-Gal et un seul résidu de
(a4, 7, 8, 9) Me4-NeuAc ce gqui est en faveur d'une struc-
ture monosialylée. L'acide N-acétyl neuraminigque est 1ié

ena-2,6. On retrouve également du (2, 3, 4) Me3—Fuc.

3) Résonance magnétigque nucléaire

Les fractions A, Bl et B2 ont été analysées en
résonance magnétique nucléaire. Le tableau XI(p. 57)
donne les valeurs des déplacements chimiques des diffé-
rents groupements présents dans les monosaccharides cons-

tituants les glycopeptides des fractions Bl et B2. Le



TABLEAU X

Identification et détermination des rapports
molaires des dérivés méthylés de monosaccharides
des glycopeptides de la sérotransferrine de Poule

isolés sur colonne de ConA - Sepharose

Rapports molaires des éthers méthyligues

Dérivés méthylés des fractions

A Bl BZ
{2,3,4) Me3 - Fuc 0 0 0,20
(2,3,4,6) Me4 - Gal 1,20 0,2 0,90
(2,3,4) Me3 - Gal 0,60 1,60 1,20
(2,4,6) Me, - Gal 0,80 0,2 0
(2,4) Mez - Man * 1 1 1
{3,4) Me2 -Man 0,40 0 0
(3,6) Me2 ~ Man 0,30 0 0
(3,4,6) Me, - Man 1,60 2,10 1,80
(3,6) Me, - GlcNAcMe 4,30 2,70 3,50
(4,7,8,9) Me4—NeuAC 1,580 1,30 0,80

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

résidu de (2,4) Me,-Man.




matériel glycopeptidique étant insuffisant pour la frac-
tion A, sa structfire n'a pas pu étre déterminée par
résonance magnétique nucléaire. Les figures 16 (p.58) et
17(p.59)donnent les spectres de résonance magnétique nu-

cléaire & 400 MHz des fractions Bl et B2.

Composé BI

L'analyse du spectre démontre la présence d'une struc-
ture biantennée de type N-acétyllactosaminique. En effet,
les déplacements chimiques des protons H2 des mannoses
;, i et i; (respectivemernt 4.253 ppm, 4.195 ppm et 4.118 ppm)
sont en faveur de cette structure. De plus, les valeurs
de 1.716 ppm (H-3ax) et de 2.671 ppm (H-3ég) nous montre

que le composé B, est sialylé ; l'acide N-acétyl neurami-

nique est 1lié enla-Z, 6 sur les galactoses § et §' qui
résonnent a 4.443 ppm et 4.446 ppm respectivement. Cependant
il existe une légére hétérogénéité due a la présence d'une
faible proportion { 25 %) de Gal §' non substitué comme le
prouvent les déplacements chimiques suivants : H-1 Man 4"
(4.928 ppm), Hl1-Gal 6' (4.472 ppm), H-1 GlcNAc E (4.581 ppm),
CH3 de l'acétamido d;.GlcNAc St (2.047 ppm).

En définitive, le spectre, de trés bonne qualité, nous

T

permet de dire que la fraction Bl est composée des glycopep-

tides présentés a la Fig. 18 |p. 61).

Composé B2

L'interprétation du spectre montre une grande analogie
avec celui obtenu pour un glycopeptide de type biantenné
monosialylé. L'acide N-acétyl neuraminique est 1ié en «-2, 6
sur le galactose & (H-1Mand : 5.134 ppm). Cependant, il
existe 35 % de structure asialo (H—lMané : 5.119 ppm).

Ces deux structures se compliquent par la présence d'un
résidu de fucose sur la N-acétyl glucosamine du point d'atta-
-che (environ 25 %). Cette substitution par le fucose est
prouvée par l'influence qu'il réalise sur la glucosamine 2
(2.096 ppm) et également par les déplacements chimigques de
ses protons représentatifs (CH3 Fuc : 1.205 ppm et

H-1 Fuc : 4.874 ppm). En conclusion, la fraction B2 est com-

posée des glycopeptides présentés a la Fig. 18 (p. 62)



TABLEAU XI
Glissements chimiques des protons représentatifs de la structure primaire des

glycopeptides isolés de la sérotransferrine de Poule
Fraction B, Fraction B

O-u-¢ fo% "B ‘ OHi-8 :
OAan oA!m - >~o A!m :>0 A!m
O-m-o I n-e | ne S ‘ (b) g ‘
756% 25% 65% 36%
1 oo L {2 (300 Y T RN
GlcNAc 2 4.414 4.614 {4.614 4.614
n.d.(c) {n.d.(c)
Man 3 4.7173 4.773 4.768 4.768
Man 4 5.132 5.132 5.134 5.119
Man 4' i 4.947 4.928 4.929 4.929
GlcNAc 5 4.603 4.603 4.603 ‘ 4.581
GlcNAc 5°¢ 4.603 4.581 4.581 4.581
Gal 6 4.443 4.443 4.445 4.465
Gal 6' 4,446 4.472 4.472 4.472
H-2 --- Man 3 4.253 4.253 4.250 4.250
Man 4 4.195 4.195 4.192 4.188
Man 4° 4.118 4.118 4.110 4.110
H-3a -- a NeuAc(x2-6)1.716 1.716 1.717 -
H-3e -- NeuAc (GJ-6)2.671 2.671 2.670 -
H-1 --- a Fuc(1-6) - - 4.874 4.874
H-5 --- a Fuc(1-6) ~ - n.d.(c) n.d.(c)
CH3 --- @ Fuc(l1l-6) - - 1.205 1.205
NAc --- GlcNac 1 2.007 2.007 2.007 2.007
2.013 2.013 2.009 2.009
GlcNAc 2 2.082 2.080 2.080 2.080
2.096 2.096
GlcNAc S 2.069 2.069 2.069 2.051
GlcNAc 5 2.065 2.047 2.047 2.047
o NeuAc(2-6) 2.030 2.030 2.030 -
a) hétérogénéité due a la partie peptidique b) x + y = 25 % (il y a 25 % de structures fucosylées:
¢c) n.d. : non déterminé.

Pour les explications concernant la nature des déplacements chimiques, sSe reporter aux revues
générales de Vliegenthart et al., en 1981 et 1983.

- LS
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>Mu:(ﬂl-l)610NAclBl-A)GlcNAc(BHAsn
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NeuAc(a2-6) Gal'(ﬁl-d)ulcNAc(Bl-Z)Han'ml-ﬂ/
L]

NeuAc(02-6)Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2) Man (a1-3

n{B1-4)GLNAC(B1-4) GLcNAC (Bl ) Asn

Gal(B1-4)GlcNAc (B1-2)Man (al-6 25 %
Ie 5'. 4'0
Structure du composé u‘
Protons anomériques Protons H-2 CH3Acétamido
X1/4
]
[NeuAc
wm
5 ®
1
5l
NeuAc H-3ax
1 1
2
5.1
NeuAc H-3eq }}:}
L T M T M T M 1 N 1 M T v T M T M T M ¥ M 1 | S 1] M ¥ v ¥ v 1 v ¥ vr ¥ M A
{ . ? .60 4.50 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 2.90 2.80 2.70 2.10 2.00 1.60 1.70
5.10 5.00 4.90 4.80 4.70 4.6 oo . 8¢ ppi bon ‘

Fiqure 16

Spectre de résonance magnétiqre nucléaire i 400 MHz de la

fraction glycopeptidique Bl de la sérotransferrine de Poule

obtenue sur colonne de ConA-Sépharose.

2 . 2
1120; 27° C: po°H

Conditions de mesures: 7
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4) Conclusion

Les structures données a la Fig. 18(p.61 et 62)des fractions
isolées par chromatographie d'affinité correspondent aux
structures du glycanne présent dans la sérotransferrine

de Poule.

Le compose A

Sa structure n'a pas été déterminée. L'analyse
apres méthylation en spectrométrie de masse met en
évidence la présence de structures triantennées. De plus
cette fraction est non retenue sur colonne de ConA-
Sépharose. Une nouvelle préparation de sérotransferrine
de Poule et un isolement en plus grande quantité de
cette fraction permettra a l'avenir de déterminer sa

structure.

Le composd B 1

posséde une structure majeure biantennée disialylée
semblable au glycanne de la sérotransferrine Humaine.
On retrouve également 25 % de structure biantennée

monosialylée.

Le composé B 2

posséde une structure majeure biantennée monosialylée
mais renfermant du fucose 1ié au résidu de N-acétyl

glucosamine du point d'attache. L'acide sialique est
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NeuAc(a2~6)Gal(B1-4) GlcNAac(B1~2)Man (¢1-3)
\\\\\Man(31—4)GlcNAc(81-4)GlcNAc(81)Asn
NeuAc (02~6) Gal (B1-4) GlcNAc(B1-2)Man (1-6)

NeuAc (02~3)Gal(B81-4)GlcNAac (B1-6)

NeuAc{a2~3)Gal(B1~4)GlcNac(B1-4)
NeuAc (02~6) Gal (B1-4) GlcNAc(81-2)Man (a1-3)

Man (B1-4) GlcNAc (B1-4)GlcNac (B1) Asn

\/

NeuAc (02~6) Gal (B1-4)GlcNAc (B1~2)Man (01-6)

Structure du composé A

NeuAc (02~6) Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2)Man{a1-3)
Man (B1-4)GlcNAc (B1-4)GlcNac(Bl)Asn

75 %

NeuAc (02~6) Gal (B1-4)GlcNAac (B1-2)Man (01-6)

NeuAc (02~6) Gal (B1-4) GLcNAC (B1-2) Man (a1-3)

Man{(B1-4)GlcNAc (81-4)GlcNAc(B1)Asn

25 %

AVARRVA

Gal (B1-4)GlcNAc(B1-2)Man (01-6)

Structure du composé B1

FIGURE 18

Structures du glycanne 'de la sérotransferrine de Poule
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NeuAc (02~69Gal (B1-4)GleNAac (B1~2) Man (01 =3)

Gal(81~4)GlcNAc(B1-2)Man(®1-6) Fuc(al1-6) x

65 7%

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-3)

::::>Man(Bl-4)GlcNAc(31-4)GlcNAc(Bl)Asn

/Man {B1~4)GlcNAc (B1-4)GlcNac (81)Asn

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man (®t1-6) Fuc(al-6) y
35 % 25%
structure du composé B, X+y=
FIGURE 18

Structures du glycanne de la sérotransferrine de Poule

GlcNac(81-4)

GlcNAc{B81-2)H4an(a1~-3)

GlcNAc(Bi-4) Man(B1-4)GlcNAc(81-4) GleNAc(B1) Asn

~

GlcNac(B1-2)Man(al1-6)

FIGURE 19

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

en 1979 et Dorland et al., en 1979



porté par la branche Man (a 1-3). 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 éésidus de N-acétyl glucosa-
mine notamment il renferme une osamine intercalaire. Le

glycanne de la sérotransferrine de Poule est plus hétérogeéne.

Bien que possédant le méme geéne et la méme structure
protéique, on constate que l'ovotransferrine de Poule et
la sérotransferrine de Poule ne possédent pas les mémes
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 biosynthése 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 biosynthése de la glycoprotéine.



Etude de fa structune des glycannes des différents variants
de La sErotransfernine de Cheval.

I - INTRODUCTION

Les résultats obtenus sur le nombre, la localisation
et la structure des glycannes de la sérotransferrine
Humaine nous ont amené i étudier ces différents parameétres
dans une autre sérotransferrine en l'occurence dans la

sérotransferrine de Cheval.

La discussion qui en découlera nous permettra de
comparer les résultats obtenus avec ceux de la séro-
transferrine Humaine. En 1981, Stratil et Glasnak ont
caractérisé 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 4'acide N-acétyl neuraminique (2 pour D et 4
pour R) ne suffisait pas a expliquer les différences
importantes dans la mobilitéélectrophorétique entre ces
deux variants transferriniques. Dans les chapitres sui-
vants, nous allons donc plus particuliérement étudier
le nombre et la structure des glycannes de quelques
variants génétiques de la sérotransferrine de Cheval
et poser le probléme du rdle de la chaine peptidique

sur la nature de ces glycannes.

II - PREPARATION DE LA SEROTRANSFERRINE DE CHEVAL

La sérotransferrine de Cheval est préparée a partir
du sérum précipité au sulfate d'ammonium. Elle nous
a été donnée par le Docteur A. Stratil de 1l'Institut de
physiologie et de Génétique Animales de Libeéechov

(Tchécoslovaquie).*

* Nous remercions le Docteur Stratil pour la prépératipn

de la sérotransferrine de Cheval.



Trois variants génétiques A, B, C préparés selon
le protocole décrit p.214 ont été étudiés.

La pureté et la masse moléculaire de ces variants
sont déterminées par électrophorése en gel de polyacry-
lamide . (Fig. 20+p. 66). L'électrophorése nous permet
de constater les grandes différences de mobilité électro-
phorétique qui existent entre ces différents variants.
Les masses moléculaires attribuées sont voisines de
80000 daltons. Cependant les variants A et B possédent
des masses moléculaires plus élevées que celle de C

(environ 1000 daltons pour A et 4000 daltons pour B).

Le tableau XII (p.67)résume les compositions
centésimale et molaire en monosaccharides obtenues lors
de l'analyse des différents variants. On constate que
le composé B ne renferme que 2,80 % d'oses totaux alors
gue les variants A et C renferment respectivement 5,20 %
et 4,90 % d'oses totaux ce gqui nous laisse supposer la
présence de deux glycannes dans ces deux composés et
d'un seul glycanne dans le variant B.

Les compositions molaires en monosaccharides des

trois variants sont trés voisines

IIT - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

1) Hydrolyse pronasigue

y

Les quantités de l'ordre de 80 a 100 mg de
sérotransferrine de Cheval sont soumises a une hydrolyse
pronasique selon le procédé décrit p. 216, Les glyco-
peptides obtenus sont purifiés sur colonne de BioGel 92’
analysés en chromatographie en phase gazeuse puis méthylés.

Les tableaux XIII{p.SZ)et XIV(p.72)résument les

résultats obtenus.



Tf native C A B

Figure 20

Electrophorése en gel de polyacrylamide des variants

A,B.C,de la sérotransferrine de Cheval.(Stratil et al.,en 1984.)




TABLEAU XII

Compositions centésimale et molaire en monosaccharides des

variants de la sérotransferrine de Cheval

Monosaccharides Composition centésimale en oses des variants
A B C
Oses neutres 2 1,13 1,90
Hexosamines 1,96 0,99 1,67
Acide N-acétyl 1,13 0,71 1,29
neuraminiqgque
TOTAL 5,19 % 2,83 % 4,88 %
Nombre de glycannes 2 1 2
Composition molaire en oses des variants
A B C
Gal 2,10 2,30 2,20 *
Man* 3 3 3 |
GlcNAc 3,60 3,80 3,60 §
NeulAc 1'60 1’90 2 1

TABLEAU XIII

Composition molaire en monosaccharides des glycopeptides des

variants de la sérotransferrine de Cheval

Monosaccharides Composition molaire en oses des !
glycopeptides des variants .
A B c '
Gal 2,10 2,20 1,97
Man~* : 3 3 3
GlcNAc 3,90 3,85 4,20
NeulAc 1,80 2 1,50

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

de mannose.



IV - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES

1) Détermination de la composition molaire en

monosaccharides

Le tableau XIII(p.67)rassemble les compositions
molaires en glucides des glycopeptides des trois variants

de la sérotransferrine de Cheval.

Les rapports molaires obtenus pour les trois variants
sont trés voisins. Ces composés renferment 2 résidus
de galactose, 3 résidus de mannose, 4 résidus de N-acétyl

glucosamine et 2 résidus d'acide N-acétyl neuraminique.

2) Identification de 1'acide N-acétyl neuraminigue

des glycannes de la sérotransferrine de Cheval

par spectrométrie de masse.

Nous nous sommes interressés a la nature de
l'acide N-acétyl neuraminique des variants de la séro-
transterrine de Cheval a cause de la caractérisation
d‘acide N-acétyl, O-acétyl neuraminique dans des glyco-
protéines sériques de Cheval. Les acides N-acétyl neura-
miniquesdes trois glycoprotéines sont hydrolysés et ana-
lysés en spectrométrie de masse selon les protocoles
décrits p. 224 . La figure 21(p.69)donne les masses molé-
culaires m/e des fragments des acides N-acétyl neurami-
niques triméthyl-silylés présents dans les trois variants

de la sérotransferrine de Cheval.
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Lé variant A

renferme 2 types d'acide N-acétyl neuraminique. Le premier
pic, majeur possede toutes les masses m/e caractéristiques
de l'acide N-acétyl neuraminique classique silylé puis
fragmenté, c'est-a-dire des m/e de : 624, 536, 458, 356,
300, 147. Le spectre obtenu est identique & ceux obtenus

nour les variants B et C.

Un deuxieme pic obtenu lors de la recherche des
acides sialiques du variant A, posséde des masses m/e
qui sont de 518, 506, 356. Laddition d'un groupement
acétyl en position 4, 7 ou 9 sur la molécule d'acide
N-acétyl neuraminique entraine le blocage de cette fonc-
tion lors de la silylation. De ce fait les masses molé-
culaires m/e de 1'acide N-acétyl, O-acétyl neuraminigque
sont plus faibles de 30 par rapport a celles de 1l'acide
N~acétyl neuraminique. Cette différence de masse repré-
sente la différence de masse entre un dérivé O-triméthyl
silylé et un dérivé O-acétylé. Les masses m/e caracté-
ristiques de 1l'acide N-acétyl, 4 - O-acétyl neuraminique
doivent étre de 594, 518, 506 et 356. Elles sont effec-
tivement retrouvées pour l'un des pics d'acide sialique

du variant A.

Un troisiéme petit pic intermédiaire est également
retrouvé. Il posséde des masses m/e de 356 et 506. Il
semble donc correspondre a de l'acide N-acétyl, 4 -
C-acétyl neuraminique bien que toutes les masses carac-
téristiques ne soient pas présentes. Il peut s'agir d'un
effet d'anomérisation sur 1l'acide N—acétyl, 4 - O-acétyl

neuraminique.



Les varniants B et C

possédent les masses m/e caractéristiques de l'acide
N-acétyl neuraminique classigue. Aucun autre pic n'appa-
rait sur le spectre total lors de la recherche des acides

sialiques.

3) Méthylation

Le tableau XIV(p.72)résume les rapports molaires
des dérivés méthylés obtenus.

Les rapports molaires sont trés homogénes. L'exis-
tence du dérivé (2,3,4) Me3-Gal nous indique que les
deux résidus d'acide N-acétyl neuraminique sont 1liés en
@ -2,6. La présence d'un résidu d'acide 4 - O-acétyl
neuraminique ne peut &tre observé lors d'une méthylation.
En effet le groupement acétyl est coupé au cours de la
méthylation. L

Les résultats obtenus sont en faveur de structures
biantennédesdisialyléespour 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 a 400 MHz. Le tableau XV
(p.73)donne les valeurs des déplacements chimiques des

différents groupements présents dans les monosaccharides



TABLEAU XIV

Identification et détermination des rapports molaires
des dérivés méthylés des monosaccharides des glycopep-

tides de la sérotransferrine de Cheval

Dérivés méthylés Rapports molaires des variants
A B C
(2, 3, 4iMe3-Gal 2,09 1,90 1,90
(3, 4, 5)Me3-Man 2,08 2,09 1,70
(2, 4)Me2-Man~* 1 1 1
(2, 6)Me2-GlcNAcMe 2,60 2,90 2,50
(4 , 7, 8, 9)Me4-NeuAcMe 2,10 1,60 1,85

*

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

(o




TABLEAL XV
Glissements chimiques des protons représentatifs de la structure primaire des glycopeptides

ou oligosaccharides alditols isolés de la sérotransterrine de Cheval.

Variant A Variant C Variant B

m}MALn d y aAl.n Z::}ml ”.AL" D::}..Atn ALn
Swe¥ 500 | O s50% | 32% O-8-0 33;%}
H-1---GlcNAc 1 5.055 5.055% - 5 082 5.082 5.082
{(a) {SQOGO (a){S.OGO
5.072 5.072
GlcNAc 2 4.617 4.617 4.641 4.617 4.617 4.617
Man 3 4.776 4.776 4.782 4.775 4,775 4.775
Man 4 5.134 5.134 5.134 5.133 5.133 5.133
Man 4°' 4.944 4.944 4.948 4.944 4.944 4.944
GlcNAc 5 4.605 4.603 4.603 4.607 4.607 4.604
GlcNAc 5S¢ 4.603 4.605 4,603 4.607 4.604 4.607
Gal 6 - 4.442 - 4.443 4.442 4.4472 -
Gal 6° - 4.446 4,443 4.446 - 4.446
Gal 6% 4.439 - - - -
Gal 6'* 4.442 - - - 4.442 4.439
H-2___-Man 3 4.256 4.256 4.258 4.255 4.255 4.255
Man 4 4,196 4,196 4.196 4,197 4,197 4.197
Man 4°' 4.118 4.118 4.118 4.116 4.116 4.116
H-3a--NeuAc/NeuAc' 1.717 1.717 1.716 1.718 1.718 1.718
NeuAc* 1.850 1.850 - - 1.850 ~1.850
H-3e--NeulAc/NeuAc' 2.674 2.674 2.671 2.675 2.6175 2.675
NeulAc* 2.674 2.674 - - 2.675 2.675
4-0OAc-NeuAc* 2.077 2.077 - - 2.077 2.077
NAC---GlcNAc 1 (a)fz 005 (a){Z.OOS 2.056 2.0Q7 2.007 2.007
2.007 2.007
GlcNAc 2 2.081 2.081 2.082 2.082 2.082 2.082
GlcNAc 5 2.069 2.109 2.070 2.070 2.070 2.109
GlcNAac 5°¢ 2.103 2.065 2.064 2.066 2.103 2.066
NeuAc/NeuAc 2.030 2.030 2.030 2.030 2.030 2.030
NeuAc * : 1.964 1.964 - - 1.964 1.964

a) hétérogénéité due & la partie peptidique
Pour les explications concerpant la nature des déplacements chimiques, se reporter aux revues

générales de Vliegenthart et al., en 1981 et 1983.

—EL—



constituants les glycopeptides des composés A et B et

les oligosaccharides réduits du composé C. En effet,

le composé C, a été analysé en résonance magnétique
nucléaire sous forme d'oligosaccharides obtenus par
hydrolyse alcaline car il s'est avéré lors d‘'une premiére
analyse que la chaine peptidique interférait beaucoup

et entrainait une relaxation trop rapide du spectre.

Les fig.22 (p.75 et 23(p.76) donnent les spectres de

résonance magnétique a 400 MHz des composés A et C.

Vardiant A

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 mannoses g, i et 4'
(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
i et 4' ( 5.134 ppm et . 4.944 ppm) e} ceux des galactoses
6 et 6' (4.44 ppm). La sialylation est de deux types, on
retrouve :

- de l'acide N-acétyl neuraminique 1lié en a- 2,6 classique
( H-3ax : 1.717 ppm, H-3éq : 2.674 ppm et CH3 de l'acéta-
mido : 2.030 ppm) -

- et un acide sialique peu courant qui est de 1l'acide
N-acétyl, 4-0-acétyl neuraminique substituant les galac-
toses 6 et 6' 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-3ég : 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, 4-0-acétyl neurami-
nique en o -2,6 n'affecte pas les galactoses 2 et &'

(4.439 ppm et 4.442 ppm) mais elle est trés visible sur 1la

résonance des groupements acétamido des osamines g et 5'

(2.109 ppm et 2.103 ppm). L'intégration des raies de certains

protons 'H-3ax et H-3éqg 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 lére hypotheéese de
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structure est donnée dans la Fig. 24(p. 78) : la 2&me
hypothése consiste en un mélange dans le méme rapport d'une
structure biantennée sialylée classique et d'une structure
biantennée portant 2 acides N-acétyl 4-0-acétyl neuramini-
ques. Pour l'instant nous ne pouvons pas enccre lever cette
ambiguité. De plus, nous sommes en présence de structures

nouvelles non décrites dans la littérature.

Varniant B

L'analyse de ce composé montre une grande analogie
structurale avec le composé A. En effet de nombreux dépla-
cements chimigues sont semblables et on retrouve également
le groupe des données représentatives de 1'acide N-acétyl,
4-0-acétyl neuraminique 1lié en o -2,6. Cependant les pro-
portions ertre les 2 types d'acides sialiques ont varié ;
l'intégration de différentes raies montre un rapport
NeuAc (o -2,6)/Neu 4,5 Ac2 (o -2,6) égal a 2 pour 1. Nous
pouvons conclure que le variant B est composé des différents
glycopeptides présentés a la Fig. 24(p. 78), mais peut
également &tre composé de 66 % de glycopeptides ayant une
structure biantennée sialylée et de 33 % de glycopeptides
ayant une structure biantennée portant 2 acides N-acétyl,
4-0-acétyl neuraminiques. Comme dans le cas précédent, nous

ne pouvons pas choisir.

Varniant C

Le spectre de trés bonne qua;ité démontre qu'il s‘iagit
d'une structure biantennée de type N-acétyllactosaminique.
Les déplacements des protons anomériques et des protons H2
des mannoses 2, i et é' sont significatifs. De plus, cette
structure est disialylée en 0 -2,6 sur les galactoses 2 et 2'
(4.443 ppm). Sans ambiguité, nous pouvons conclure que le

cemposé C posséde la structure dennée a la Fig. 24 (p. 78\
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»

Neud, 5Ac2 (02~6)Gal (B1-4) GlcNAc (B1~2) Man (01~3)
Man(B1-4)GlcNac (B1-4) GlcNAc (Bl)Asn

50 %

NeuAc (42-6) Gal (B1-4) GlLcNAc (B1-2)Man (01-6)

Neuac (02-6) Gal (B1-4) G1cNAc (B1~-2) Man (G1-3)

Man (B1-4) GlcNac (B1-4)GlcNac (Bl)Asn

\VARRVA

Neud,5ac2 (32-6) Gal (B1-4) GLcNAC (B1-2) Man (G1-6) 50 7

Structure du variant transferrinique A

laud,5Ac2 (42-6) Gal {B1-4) GleNAc(B1~2)Man (01-3)
Man(B1-4) GlcNAc{B1~4)GlcNAc (B1)Asn

34 7

Neuac (42-6)Gal (B1~4) GLcNAc(B1-2)Man (Ql-6)

NeuAc (02-6) Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2) Man (a1=3)
Man(B1-4)GlcNAc (B1-4)GlcNAc (B1)Asn

34 7

Neu4,5A02(02—6)Gal(Bl-4)GlcNAc(61—2)Man(a1—6)

NeuAc (02-6) Gal (B1-4)GlcNAac (B1-2)Man (a1-3)

Man (B1~4) GlcNAc(B1-4) GlcNAc(B1)Aasn

32 7%

AV VARV

Neuac (02-6) Gal (B1~4) GLcNAc (B1-2) Man (01-6)
Structure du variant transferrinique B

Neuac (02-6) Gal (B1-4) GLcNAC (81-2) Man (01-3)

Man (B1-4) GlcNAc(B1~4) GLcNAc(B1)Asn

N/

NeuAc (@2-6)Gal (B1-4) GlcNAc (81-2)Man (01-6)

Structure.du variant transferrinique C

FIGURE 24

Structuresdes glycannes des variants de la sérotransferrine de Cheval



5) Conclusion

La fig. 24 (p.78) représente la structure des glycan-
nes de trois variants A, B, et C isolés de la sérotrans-

ferrine de Cheval.

Dans les trois cas, on retrouve des glycannes de
structure biantennée disialylée. Cependant les différences
se situent au niveau du nombre de glycanne et de la

nature de l'acide sialigue.

Le vardiant A

renferme deux glycannes : l'un ayant une structure
biantennée disialylée possédant un acide N-acetyl 4-O-acetyl
neuraminique porté par la branche Man(al-3), 1'autre
glycanne possédant la méme structure mais l'acide

N-acétyl, 4-0-acétyl neuraminigque est porté par la branche

Man(al-6)
Ces deux structures sont présentes en preportion égqui-

valente.

Le variant B

renferme un seul glycanne mais l'hétérogénéité glycan-
nigue est plus grande. On retrouve en effet les deux
structures précédentes mais également une structure
biantennée disialylée semblable au glycanne de la séro-
transferrine Humaine. Ces trois structures sont présentes
en proportion égquivalente. Cependant, nous n’avons pas
mis en évidence par spectrométrie de masse l‘acide

N-acétyl, 4-O-acétyl neuraminiqgue.

le varcant C

renferme deux glycannes possédant une structure iden-

tigue biantennée disialylée classique.



Les résultats obtenus nous conduisent & la conclusion
gue sur une seule chaine polypeptidique, un ou deux glycan-

nes peuvent étre fixés.

6) Discussion

En ce gui concerne, la sérotransferrine de Cheval,
les travaux réalisés par Chung et Mc Kenzie en 1985, ont
permis de montrer des modifications au niveau de la chaine
peptidique de deux variants D et R. En effet, 1'étude des
cartes peptidiques trypsique et chymotrypsique de ces
deux composés indique une différence d'un peptide dans
chaque carte peptidique. Deux acides aminés sont modifiés
dans le variant R par rapport au variant D : deux résidus
de glycocolle remplacent les résidus d'acide aspartique

et glutamique dans le variant R.

A l'heure actuelle, dix variants génétiques ont été
caractérisés dans la sérotransferrine de Cheval (Glasnak

et Jarolimova en 1980).

Les travaux réalisés par Stratil et Glasnak en 1981
n'ont pas permis de définir nettement 1l'origine de
l'hétérogénéité des variants de la sérotransferrine de
Cheval. Ils ont montré que dans certaines espéces |,
l'acide sialique était responsable de 1'hétérogénéité
alors que dans d'autres l'hétérogénéité était indépendante
de l'acide sialique. En 1984, Stratil et al., reprennent
ces travaux afin d'élucider l'hétérogénéité des variants
A et B. Outre le fait gue le variant A posséde 2 glycan-
nes et le variant B 1 seul glycanne, ils ont montré

gue le variant A renfermait 29 résidus d'acides aminés



supplémentaires mais que les 2 variants possédaient la méme
séquence peptidique N-terminale. Cependant, selon ces
auteurs, ces différences ne sont pas suffisantes pour

en déduire que la nature de la chaine peptidique joue un

role dans la glycosylation de la sérotransferrine de Cheval.

La présence de variants glycanniques n'a pas seule-
ment été mise en évidence dans la sérotransferrine de
Cheval. En effet, a l'heure actuelle, deux théories
s'affrontent pour positionner les deux types de structures
glycanniques de la sérotransferrine Humaine sur la chaine
peptidique. La connaissance de la structure compleéte
de la chaline peptidigque de la sérotransferrine sumaine
a permis de localiser avec précision les deux glycannes
sur les résidus d'asparagine 413 et 611 (Mac Gillivray
et al., en 1983). Cependant se pose le probléme de la
répartition des glycannes sur la chaine peptidique 85 %
des glycannes ont une structure biantennée, les 15 %
restant ont une structure triantennée. Selon Bayard et
Kerckaert en 1980 et 1981l et Kerckaert et Bayard en 1982,
les glycoprotéines ne peuvent porter gue des structures
glycanniques identiques sur une méme chaine peptidique.
Selon Hatton et al., en 1979 et Spik en 1982, la séro-
transferrine i{{umaine pourralt porter deux glycannes bian-
tennés ou deux glycannes triantennés sur la méme chaine
peptidigue mais également un glycanne biantenné =t un

glycanne triantenné.

Dans ce cas précis, la chaine peptidique étant
parfaitement connue, nous sommes en présence uniguement
de variants glycannigues situés sur une méme chalne pep-
tidigue. En ce gui concerne la sérotransferrine de Cheval
la connaissance de la structure compléte de la chaine
peptidigue des variants permettra de préciser l'influence
de celle-ci sur le nombre, la localisation et la structure

des glycannes des variants de la sérotransferrine de

Cheval.



VARTATIONS ©DE LA STRUCTURE
DES GLYCANNES DES TRANSFERRINES
EN FONCTION DE L'ESPECE ANIMALE

Etude companée de 2a structure des glycannes

- des ovotransfennines de Poule et de Dinde

- des sérotransferrnines humaine, de Mouton,
de Boeud et de Rat’

- des Lactotransfernines du Lait de Vache
de Chévre et du Lait de Femme.

* Les sdrotransfennines de Poule et de Cheval ont 3+ Ztudiles
dans Le chapitre précédent.
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Etude comparée de La structure des
glycannes de £'ovoitransferrnine de Dinde
et de Poule

I - 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 a la famille des Gallinacées ; ces especes
animales étant trés 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. 28;p. 93). Cette structure a été comparée a 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 électrophorése en gel de polyacry-
lamide (Fig. 15;p.50). L'électrophorése réalisée en
présence de témoins de masse nous permet d'attribuer
une masse moléculaire voisine de 80000 daltons pour

l'ovotransferrine de Dinde.

Les coﬁpositions centésimale et molaire en glucides
de l'ovotransferrine de Dinde sont données dans le tableau
XVI(p.83) en comparaison avec celles obtenues pour 1l'ovo-
transferrine de Poule.

On constate que l'ovotransferrine de Dinde est

dépourvue d'acide N-acétyl neuraminique tout comme



TABLEAU XVI

Composition centésimale et molaire en monosaccharides des

ovotransferrines de Dinde et de Poule,

Monosaccharides Composition centésimale des
ovotransferrines
Dinde Poule
Oses neutres 1,80 0,85
Hexosamines 1,90 1,78
Acide N-acétyl 0 0
neuraminique
TOTAL 3,70 % 2,63 %
Monosaccharides Composition molaire
des ovotransferrines
Dinde Poule
Gal . 0
Man * y '
GlcNAc , ,

TABLEAU XVII

Composition molaire en monosaccharides des glycopeptides des qvo-

transferrines de Dinde et de Poule

Monosaccharides Rapports molaires en oses des glyco-
peptides des ovotransferrines de
Dinde Poule
Glycopeptides A Glycopeptides
totaux totaux
Gal 1,70 2,20 0,98 0
Man * 3 3 3
GlcNAc 4,70 5,20 4,40 5,80

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

résidus de mannose.
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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 a l'ovotransferrine de Poule.

IITI - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

1) Hydrolyse pronasique

Deux g. d'ovotransferrine de Dinde sont soumis
a 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
homogéne et que le mélange des glycopeptides est complexe ,
ce qui nous a amené 2 le fractionner sur colonne de ConA-

Sépharose.

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

(70 %) 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 1'® - D - méthyl-glucopyran-
neside 15mM.

L'étude de la composition molaire des monosaccha-
rides de ces différentes fractions a conduit aux
résultats donnés dans le tableau XVII(p. 83)

IV - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GLYCANNES

1) Détermination de la composition mclaire en

monosaccharides

Le tableau XVII(p. 83)représente les compositions
molaires en glucides des glycopeptides totaux des ovotrans-
ferrines de Dinde et de Poule. La grande différence entre
les glycopeptides de deux especes 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
aprés séparation par chromatographie d'affinité sont

données dans le méme tableau.

- La fraction A

majeure renferme 2 résidus de galactose et 5 résidus

de N-acétyl glucosamine.

~- La fraction B

posséde un résidu de galactoses pour 4,4 résidus
de N-acétyl glucosamine. Il s'agit d'une structure

gui parait moins complete que la structure A.



2) Méthylation 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
en faveur de l'existence d'une N-acétyl glucosamine inter-
calaire. Les valeurs incomplétes de résidus méthylés des
différents monosaccharides indiquent une érande 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) Med-Gal, de 2 résidus de (3, 4, 6) Me3-Man

et d'un résidu de 2Mel-Man est en faveur d'une structure

biantennée digalactosylée possédant un résidu de N-acétyl

glucosamine intercalaire.

Cependant la présence de 0,13 et 0,15 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

méthylés obtenus sont en faveur de l'existence d'une struc-
ture identique a 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.
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TABLEAU XVIII

Identification et détermination des rapports molaires des
dérivés méthylés des monosaccharides des glycopeptides

de l'ovotransferrine de Dinde

Dérivés méthylés Rapports molaires
Glycopeptides Fractions
totaux glycopeptidiques
* A+ B+
(2, 3, 4, 6)Me4—Gal 2 2,04 0,62
(3, 4, 6)Me3~Man 1,60 2 2
(3, 6)Me2—Man + , 0,13 0
(3, 4)Me2—Man + 0,15 0
(2, 4)Me2—Man 0,580 0 0,30
2 Mel—Man 1,10 0,96 0,67
(3, 4, 6)Me3-GlcNAcMe _ 1,40 0,52 0,65
(3, 6)Me2—GlcNAcMe ‘ 2,98 3,40 3,68

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de deux

résidus de (2, 3, 4,6)Me4—Gal.

+ Les rapports molaires ont été calculés sur la base de deux

dérivés de (3, 4, 6)Me3—Man.

T




3) Résonance magnétigue nucléaire

Les fractions A et B ont été analysées en réso-

nance magnétique nucléaire a 400 MHz.

Le tableau XIX(p.89)nous donne les valeurs des dépla-
cements chimiques obtenues pour ces composés. Les Fig. 25
(p. 90)et 26(p. 91)donnent les spectres de résonance magné-
tique nucléaire a 400 MHz des fractions A et B.

Fraction A

L'analyse du spectre montre la présence de structures
biantennées de type N-acétyllactosaminique avec une N-acétyl
glucosamine intercalaire (Cache et al., en 1986). Cette
osamine est caractérisée par l'influence gu'elle exerce sur
le proton anomérique du mannose 3 (4.700 ppm et 4.707 ppm)
qui résonne a champ fort et sur son proton H-2 (4.718 ppm)
dont la résonance se place entre celles des mannoses i et g'
De plus, elle posséde des protons représentatifs (H-1
4.477 ppm et CH3 de l'acétamido : 2.066 ppm). On ccnstate
également l'existence de 2 mannoses i' différents (5.010 ppm
et 4.997 ppm) due a la présence ou non de galactose. Ceci
est aussi confirmé par l'osamine 3' dont le proton ancmérigue
est a 4.577 ppm lorsqu'elle est substituée et a 4.546 ppm
lorsgqu'elle est en position terminale., La fraction A renferme
en mélange les deux structures données a la Fig. 27({p. 93)

(AI et AII).

Composé B

L'interprétation du spectre montre la présence d'une
structure biantennée monosialylée mineure représentant 28 %
du mélange. Les structures majeures sont non sialylées avec

branches incomplétes et N-acétyl glucosamine intercalaire



H

H

1

2

--- GleNAc

GlcNAc
Man 3
Man 4
Man 4°
GlcNAc
GlcNAc
Gal 6
Gal 6
GlcNAc
--- Man 3
Man 4
Man 4°

NAC---GlcNAcC

GlcNAc
GlcNAc
-GlcNAc
GlcNAc

TABLEAU XIX

Glissements chimiques des protons représentatifs de la structure primaire des

[

(Yo RNU RV I ]

Slycopeptides isclés de l'ovotransferrine de Dinde

Fraction A

Fraction B

" - ol ké’*ol %ALn %OALn 0-1 “AL'"
BeY¥ s5% 35% 0% | 42%‘ =-e¥ 28%
(a) (5.063 (2 is.om (a){s.om (a) {5.057 (a) (5.057

5.087 5.087 5.070 5.070 5.070
4.613 4.613 4.614 4.614 4.614
4.686 4.694 4.687 4.696 4.766
5.056 5.056 5.057 5.057 5.120 (5.134)
5.010 4.997 5.011 5.000 4.928
4.576 4.576 4.553 4.575 4.602
4.576 4.545 4.582 4.546 4.582
4.469 4.469 - 4.472 4.445
4.478 - 4.4177 - 4.470
4.463 4.463 4.465 4.465 -
4.175 4.175 4.173 4.173 4.251
4.256 4.256 4.256 4.256 4.195
4.143 4.143 4.145 4.145 4.105

(a){Z.OOS (a){Z.OOS (aé2.009 (a) 52.009 (a) {2.009
2.013 2.013 2.013 2.013 2.013
2.082 2,079 2.082 2.077 2.078
2.054 2.056 2.056 2.059 2.070
2.040 2.049 2.040 2.048 2.047
2.063 2.063 2.067 2.067 -

a) Hétérogénéité due a la partie’peptidique.

Pour les explications concernant la nature des déplacements chimiques, se

en 1981 =t 1983.

revues générales de Vliegenthart et al.,

reporter

aux

68
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On retrouve les déplacements chimiques de la fraction AII
qui représente 42 % de la fraction B et également de son
isomére .agalactosylé sur l'antenne en &- 1,3 (30 %)
ceci est démontré par les déplacements des mannoses 3, 4
et 4' et de l'osamine 5 (H-1 GlcNAcg : 4.582 ppm,
H-l—GlcNAc§ : 4.575 pp;). La fraction B est composée en
grande paf;ie des glycopeptides dont les structures sont

données & la Fig. 27(p. 93).

4) Conclusion

Les structures des différents glycannes de 1l'ovo-

transferrine de Dinde sont données dans la Fig. 27 (p. 93)-

- La graction glycopeptidique A

posséde une structure majeure biantennée non sialylée
digalactosylée ayant un résidu de N-acétyl gluco-
samine intercalaire. Les 35 % restant possédent la
méme structure mais monogalactosylée sur la branche
Man (a 1-3). Aucune structure triantennée n'a &té

mise en évidence.

- La fraction glycopeptidique B

posséde en proportion égale la méme structure mono-
galactosylée que la fraction A et cette structure
est monogalactosylée sur la branche Man (a 1-6).
Une structure biantennée classique trés faiblement

sialylée a également été mise en évidence.
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Gal (B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(al1=~3)

GlcNac(B1-4) Man(B1-4) GlcNAac(B1-4) GlcNAc (B1) Asn

65 7 Al

Gal(B1-4)GlcNac{B1-2)Man (al-6)

Gal(B1-4)GlcNAac(Bi-2)Man (01-3)

-GlcNAc(Bi-4) Man (B1-4) GLcNAc(B1-4) GLcNAc(B1) Asn

35 7

/N

GlcNAc(B1-2)Man (Q1-6)

Structure du composé A

GlcNAc(B1-2)Man{ai-3)

GleNac (B1-4) Man{f1-4)GlcNac(R1~4) GLcNAc (B1)Asn

30 7

Gal(81-4)GlcNAc(Bl-Z)Man(al-é)

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(al-3)

Man (B1-4) GlcNAc (B1-4) GlcNAc (B1) Asn

42 7

GlcNAac(B1-4)

GlcNAc(B1-2)Man (al1-5)

(NeuAc{a2-6)) Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(al-3)
0.7
Man (B1--4) GlcNac (B1-4) GlcNac (B1) Asn

28 7

N N/

Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(01-6)

Structure du composé B

FIGURE 27

Structures du glycanne de l'ovotransferrine de Dinde.

GlcNAc(R1-4)

GlcNAc (B1-2)Man (01-3)

- GlcNAc (B1-4) Man (B81-4) GLcNAc (B1-4) G1lcNAc (B1) Asn

\/

GlcNAac (B1-2)Man(al1-6)

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 résidu 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 glyco-
peptide posséde une structure de type tétraantenne galac-
tosylé avec une N-acétyl glucosamine intercalaire,b23 %
posséde une structure de type triantenné galactosyle
avec une N-acétyl glucosamine intercalaire et 16 %
posséde une structure de type triantenné avec une gluco-
samine intercalaire mais ne possédant gue 2 résidus de
galactose. Ces structures présentent donc de nombreux
points communs avec les glycannes de l'ovotransferrine
de Dinde. L'étude comparée des ovotransferrines de
Dinde et de Poule nous montre gue l'ovotransferr:ine de
Dinde posséde un glycanne plus ccmplet gue celul de

l'ovotransferrine de Poule car elle posséde du galactose.

La structure glycannique des ovotranrnsferrines nous
apparait donc spécifique de l'espéce animale ccnsidéreée
et dépendante de l'activité des glycosyltransférases

présentes dans l'oviducte.



Etude comparée de La structure des glycannes
des sérotransgerrnines

I - INTRODUCTION

Dans ce chapitre nous présentons une étude compara-
tive de la structure des glycannes de quelques sérotrans-
ferrines de diverses espéces 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 déja été
déterminée par Léger et al., ;: elle est identique i 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.

'IT - ORIGINE DES DIFFERENTES SEROTRANSFERRINES

La sérotransferrine de Boeuf*nous a été fournie par
le Professeur J.H. Brock de l'Institut de Biochimie de
Nutrition a Zaragoza (Espagne) et la sérotransferrine de
Mouton* par le Professeur G. Guérin de l'Institut National
de la Recherche Agronomique a 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 Professeurs Brock, Guérin et
Régoeczi qui nous ont permis d'effectuer 1l'étude compa-

rative des différentes structures glycanniques.
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du Département de Pathologie de l'Université d'Hamilton
(Ontario, Canada). La préparation de ces variants est

donnée dans 1l'appendice technique p.214.

La pureté et la masse moléculaire des sérotransferrines
ont été déterminées par électrophorése en gel de polya-
crylamide en présence de témoins de masses moléculaires
différentes (Fig. 29;p. 97). L'électrophorése permet
d'attribuer des masses moléculaires voisines de 80000
Galtons pour les sérotransferrines de Boeuf, de Mouton,
et de Rat (Variant A). Les masses moléculaires des variants
B et C de la sérotransferrine de Rat sont/légérement plus

élevées.

Les compositions centésimale et molaire des diffé-
rentes sérotransferrines sont données dans le tableau XX
{p. 98) en comparaison avec ceux de la sérotransferrine

Humaine.

Les compositions centésimales obtenues pour les
différentes sérotransferrines nous laissent supposer
gu'elle ne renferme gu'un Seul glycanne contrairement

4 la sérotransferrine Humaine qui posséde deux glycannes.

1) Sérotransferrine de Mouton

La sérotransferrine de Mouton posséde des monosac-
charides qui se trouvent dans des rapports molaires
veisins a ceux présents dans les glycannes de la séro-

transferrine Humaine.

2) Sérotransferrine de Boeuf

La sérotransferrine de Boeuf renferme un taux
plus faible en galactose et en acide N-acétyl neuraminique

que les autres transferrines.
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Electrophorése en gel de polyacrylamide des

différentes sérotransferrines

Sérotransferrine Humaine
Sérotransferrine de Mouton
Sérotransferrine de Boeuf

Sérotransferrine de Rat : Variants A, B, C



TABLEAU XX

Compositions centésimale-et molaire en monosaccharides de

sérotransferrines d'espéces animales différentes

Monosaccharides Composition centésimale en oses des sérotransferrines

Homme + Mouton Boeuf Rat : Variants
A B c

Oses neutres 2,37 0,90 1,10 1,25 1,04 0,97
Hexcsamines 1,99 0,88 1,29 1 0,91 1
Acide N-aceétyl 1,46 0,39 0,52 0,82 0,94 0,67
neuraminique
TOTAL 5,82 % 2,17 % 2,91 % 3,07 % 2,89 % 2,64 %
Nombre de
glycannes 2 1 i 1 1 1

Composition molaire en oses des sérotransferrines

Fuc o o 1 o 0,20 0O 0,30
Gal 2,30 2,40 1,71 2,30 2,30 2,10
Man * 3 3 3 3 3 3

GleNac 4,80 4,34 3,99 3,80 3,80 4,10
NeuAc 2,40 1,74 1,14 2,20 2,83 2,50

TABLEAU XXI

Composition molaire en monosaccharides des glycopegptides des

sérotransferrines d'espéces animales différentes

fLH
\ L,
Composition molaire en oses des glycopeptides
des sérotransferrines
Homme Mouton Boeuf Rat : Variants
A B C
Fuc 0 0 0,10 0,20 0 0,40
Gal 2,40 2,50 1,88 2,10 2,30 2,30
Man * 3 3 3 3 3 3
GlcNAc o 4,70 4,50 3,40 3,50 4,10 4,20
NeulAc 2,40 2 .52 1,60 2,60 2,70

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

+ Selon Spik et al., en 1968




3) Sérotransferrine de Rat

Les variants A et C renferment des traces de
fucose : les variants B et C possédent un taux plus
élevé en acide N-acétyl neuraminique. Il faut rappeler
gque le variant A obtenu sur DEAE-Séphadex (Pic I) corres-
pond au composé majeur et représente 61,83 % de la séro-
transferrine de Rat. Le pic II DEAE-Séphadex chromatogra-
phié sur colonne de Con A-Sépharose permet d'obtenir le
variant B qui est non retenu sur Con A-Sépharose et qui
représente 25,56 % et le variant C qui est retardé sur
Con A -Sépharose et qui représente 4,61 % du poids total
des glycoprotéines. Un pic III est également élué de 1la
colonne de DEAE-Séphadex, il représente 8,3 % et réagit
contre le sérum anti-hémopexine ce qui pose la question
de la pureté de ce matériel de départ. L'étude de ce pic
n'a pas été poursuivie. 3

-

Le comportement des variants transferriniques B et
sur colonne de lectine nous permet d'envisager une structu-
re glycannique différente de celle du glycanne biantenné
classique. En effet, la Con A reconnait spécifiquement
dans les glycannes des glycoprotéines des structures
internes tel le disaccharide Glc NAc (1-2)Man (Debray
et al., en 1981). La non reconnaissance des variants
B et C par la lectine signifie qu'il y a une modification
de la structure au voisinage du chainon trimannosidique.
Les taux de galactose et de N-acétyl glucosamine étant
sensiblement constants dans les trois variants, cela
exclut le fait que les variants B et C possédent des

glycannes de structure triantennée.
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III - PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

1) Hydrolyse pronasique

-

Des quantités de l'ordre de 60 a 100 mg de séro-
transferrine d'origines diverses sont soumises a une
hydrolyse pronasique selon le procédé décrit p.216 .

Les glycopeptides obtenus sont purifiés sur colonne de

Bio Gel P2, analysés en chromatographie en phase gazeuse
aprés méthanolyse, puis méthylés. Les tableaux XXI et XXII
(p. 98) et (p.102) rassemblent les rapports molaires obtenus.

IV - ETUDE DE LA STRUCTURE GLYCANNIQUE

1) Détermination de la composition molaire en

monosaccharides

Le tableau XXI(p. 98)rassemble les compositions
molaires en oses des glycopeptides totaux des sérotrans-
ferrines étudiées. Dans tous les glycopeptides, on retrouve
Les mémes monosaccharides, excepté le fucose retrouvé dans
les transferrines de Boeuf et de Rat mais a des taux fai-
bles. Les valeurs obtenues pour les résidus de galactose
et de N-acétyl glucosamine sont voisines, en général plus
faibles que celles de la sérotransferrine Humaine ce
gui laisse supposer que l'on est en présence de glycannes
de structures biantennées.

Cependant, pour les composés B et C de la sérotrans-
ferrine de Rat, la présence d'un résidu d'acide N-acétyl
neuraminique supplémentaire, est en contradiction avec

la structure classique d'un glycanne biantenné.
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2) Méthylation

Les glycopeptides des sérotransferrines ont été
méthylés et analysés en spectrométrie de masse. Le tableau
XXII(p.l02)rassemble les rapports molaires des dérivés

méthylés obtenus

a) Sérotransferrine de Mouton

Les rapports molaires des dérivés méthylés de
la sérotransferrine de Mouton sont trés homogénes. On
retrouve 1,50 résidus de (2, 3, 4)Me3-Gal et 1,60 résidus
de (4, 7, 8, 9) Med4 -NeuAc ce qui laisse supposer gue
le glycanne est disialylé. La présence de 1,60 résidus de

(3, 4, 6) Me3 -Man est en faveur d'une structure biantennée.

b) Sérotransferrine de Boeuf

, La présence de (2, 3, 4, 6)Med -Gal et de
(2, 3, 4) Me3 -Gal, de un dérivé de (4, 7, 8, 9)Med-NeuAc,
et de 1,60 dérivés de(3, 4, 6) Me3 -Man est en faveur

d'une structure biantennée monosialylée.

c) Sérotransferrine de Rat

- Varniant A

Les rapports molaires des dérivés méthylés
du variant A de la sérotransferrine de Rat sont tres
voisins de ceux obtenus pour la sérotransferrine de Mouton
et sont en faveur d'une structure biantennée disialylée.

On retrouve cependant un peu de fucose.

- Vartant B

Dans le variant B, d'autres dérivés méthylés
sont présents notamment du (2, 4, 6)Me3 -Gal et du

4Me-GlcNAc Me. Cela signifie que le variant B posséde au
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TABLEAU XXIT

Identification et détermination des rapports molaires
des dérivés méthylés des monosaccharides des

glycopeptides des sérotransferrines.

Dérivés méthylés Rapports molaires des sérotransferrines

Mouton Boeuf Rat : Variants

A B c

(2, 3, 4)Me3-Fuc 0 0 présent 0 0,20
(2, 3, 4, 6)Me4—Gal 0 0,90 0 ' 0 présent
(2, 3, 4)Me,-Gal 1,50 0,80 1,50 1,10 0
(2, 4, 6)Me3—Gal 0 0 0 1,14 1,86
{3, 4, 6)Me,-Man 1,60 1,60 1,80 2 1,50
(2, 4)Me,-Man * 1 1 1 1 1
(4, 6)Me2~GlcNAcMe 0 0 -0 0 0,65
(3, 6)Me2—GlcNAcMe 2,70 2,90 2,60 2,60 1,60
4 Me-GlcNAcMe 0 0 0 0,37 0,64
{a, 7, 8, 9)Me4—NeuAc 1,60 0,80 1,80 2,75 2,60

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

(2,4)Me,-Man.

2
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moins un des acides sialiques 1lié en o -2, 3 sur le
galactose, qu'un résidu de N-acétyl glucosamine est
substitué en 6 et que l'un des 2 galactoses se trouve

lié en 8 -1,3 sur ce résidu de N-acétyl glucosamine.

- Vaniant C

Le variant C renferme en plus du (2, 3, 4)
Me3 -Fuc et de la (4,6)Me2 -GlcNAcMe indiquant la présence
de galactose 1lié en AB-1,3 sur un résidu de N-acétyl
glucosamine non substitué. On retrouve également un peu
de (2, 3, 4, 6)Med -Gal ce qui indique la présence de

résidus de galactose non sialylés.

3) Résonance magnétique nucléaire

Les différents glycopeptides des sérotransferrines
ont été analysés en résonance magnétique a 400 MHz et
500 MHz. Le tableau XXIII(p.104)nous donne les valeurs des
déplacements chimiques présents dans les monosaccharides
constituants les glycopeptides des composés A, B, C de '
la sérotransferrine de Rat uniquement. Les glycannes des
sérotransferrines de Mouton et de Boeuf analysés a 500MHz
a Utrech par 1l'équipe du Professeur Vliegenthart possé-
dent des structures semblables a celles déterminées pré-
cédemment. De ce fait, nous n'avons pas fait figurer les
valeurs des déplacements chimiques ni les spectres dans
ce mémoire. Les Fig. 30(p.105) et 31{p. 106)donnent les
spectres de résonance magnétique nucléaire des variants

B et C de la sérotransferrine de Rat.
- Vaadant A

L'interprétation des déplacements chimiques
des protons les plus représentatifs est en accord avec
celle d'une structure biantennée disialylée en @ - 2,6.
Une légére hétérogénéité est due a la présence de fucose

1ié sur l'osamine du point d‘'attache (CH3 du Fuc : 1.205 ppm),



TALDLEAU XX111
Glissements chimiques des protons représentatits de la structure primaire des glycopeptides

isolés de la sérotransferrine de Rat.

Variant A %Sriant B Variant C

7 onos abn . ala & »-e- abn
T ou/\"E lo.20 I lo.25 su-e I fo.1s
H-1 --- GlcNAc-1 ] (b)) n.d. 5.070 5.080
GlcNAC-2 4.617 (4.682) 4.616 4.614
Man-3 {b) n.d. 4.773 4,778
Man-4 ' 5.130 5.118 5.110
Man-4' 4.946 4.943 4.921
GlcNAc-5 4.604 4.585 .4.585
GlcNAc-5" 4.604 4.600 4.603
4Ga1-6 4.442 - -
3ga1-6" - 4.507 4.507
4Gal-6" 4.444 4.444
3Ga1-6' - - 4.526
H-2 --- Man-3 4.253 4.248 4.248
Man-4 4.196 4.205 4.211
Man-4' 4.112 4.114 4.118
H-3 --- 6NeuAc 1.718 | 1.718 1.713
6NeuAc 1.718 1.718 - s
3NeuAc - 1.786 1.785
3NeulAc’ - - 1.787
H-3 --- 6NeulAc 2.670 2.730 2.680
6Neuic’ 2.670 2.6175 -
INeuAc - 2.1761 2.758
3NeuAc’ ~ - 2.758
H-1 --- a Fuc(l6) n.d. 4.872 4.872
CH3 <~-- a Fucl(l16) 1.205 1.203 1.205
NAc --- GlcNAc-1 (a) éz.ooa (a) fz,oog 2.006
2.011 2.013 2.009
GlcNAc-2 2.080 (2.093) 2.081 (2.095) 2.078 (2.093)
GlcNAc-5 2.069 2.040 2.039
GlcNAc-5" 2.066 2.066 2.043
-6NeuAc/Neuac’ 2.030 2.030 2.030
INeuAc 2.030 2.03% 2.035
INeuAc! - - 2.030
a) Hétérogénéité due & la parctie protéique b) n.d. : non déterminé c) Les signaux peuvent étre 1ntervertis

Pour les explications concernant la nature des déplacements chimigyues, se reporter aux revues geénérales
de Vliegenthart et al.. en 1981 et 1983.

L . B T
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(CH3 de GlcNAc : 2.093 ppm). En conclusion, nous pouvons
attribuer la structure donnée & la Fig. lS(p. 110), structure

rencontrée dans un grand nombre de protéines.

- Vandiant B

Le spectre obtenu révéle toutes les caracté-
ristiques d'un glycopeptide de type biantenné possédant le
noyau trimannosyl N-N'-diacétylchitobiose substitué par des
N-acétyl glucosamines lidesen B8 - 1,2 sur les mannoses
4 et i‘.

L'antenne en a - 1,6 est une unité N-acétyllactosamine
portant un acide sialique 1ié en o - 2,6 sur le galactose g'
(NeuAc, H-3ax : 1.718 ppm et H-3éq : 2.675 ppm ; Gal §',

H-1 : 4.444 ppm ; GlcNAc 5', H-1 : 4.600 ppm et NAc : 2.066ppm
Man H-1 : 4.943 ppm) ) '

Le groupe de données suivantes : Gal 2 : 4.507 ppm,
GlcNAc 5 : 4.585 ppm et CH3 de l'acétamido : 2.044 ppm est
en accord avec les paramétres obtenus lors de l'analyse
RMN a 500 MHz du glycopeptide isolé de 1'hémopexine de Rat
(Bernard et _al., en 1984). Cependant, nous remarquons que
l'échantillon est plus hétérogéne et ceci est du & la pré-
sence de 25 % de structure fucosylée sur l'osamine du point
d'attache et également a la présence d'une structure disia-
lylée classique. Le composé majeur du variant A est donné
dans la Fig. 35(p. 110).

- Variant C

Le spectre obtenu montre une grande analogie
avec celui obtenu pour le variant B en particulier au niveau
de l'antenne liée en a - 1,3.

Par contre, l'antenne liée en a- 1,6 n'est pas clas-
sique. Le proton anomérique du mannose 4' est a 4.921 ppm
ce qui correspond soit a une branche désialylée soit a une
branche substituée par de 1l'acide N-acétyl neuraminique 1ié
en a- 2,3. Cette 2&me hypothése est confirmée par le
H-1 Gal 6' de 4.526 ppm mais cette valeur n'est pas en accord
avec celie de la littérature. En réalité cette résonance
provient effectivement d'un galactose substitué en o - 2,3
par de 1l'acide sialique mais ce galactose est 1ié en B8 -1,3

sur la N-acétyl gluccsamine 5' (H-1 : 4.603 ppm et
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NAc : 2.043 ppm).

Ce raisonnement est appuyé par les résultats de
méthylation qui mettent en évidence du (4,6)Me2—GlcNAcMe.
Nous pouvons conclure que le variant C posséde la structure
donnée dans la Fig. 35(p.110) structure gui n'a pas encore
été décrite dans la littérature.

Le spectre montre néanmoins la présence de fucose (15 %)
lié en a - 1,6 sur la gluccsamine du point d'attache. Nous
ne pouvons pas dire dans l'état actuel si cette structure

fucosylée est contaminante ou non.

4) Conclusion

a) Structure des glycannes de la sérotransferrine

de Mouton

La fig. 32(p.109) représente la structure de
glycanne ée la sérotransferrine de Mouton.
Il posséde une structure biantennée disialylée iden-
tique au glycanne de la sérotransferrine Humaine (Fig. 34,
p. 109

’

b) Structure du g. ‘canne de la sérotransferrine
de Boeuf

La Fig. 33(p.109)montre que le glycanne de la
sérotransferrine Bovine posséde une structure biantennée
monosialylée ; l'acide N-acétyl neuraminique étant situé

sur la branche comportant du mannose lié en u-1,3.

c) Structure des variants glycanniques de la

sérotransferrine de Rat

Les structures des glycannes des variants
A, B, C de la sérotransferrine de Rat sont présentées
dans la Fig. 35 (p. 110)
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NeuAc (02-6) Gal (B1-4) GLcNAG (B1-2) Man (01-3)

\\\\\Man(31-4)GlcNAc(Bl—4)GlcNAc(Bl)Asn

/

FIGURE 32

NeuAc (02-6) Gal (81-4) GLcNAc (B1-2) Man (1-6)
Structure du glycanne de la sérotransferrine de Mouton

NeuAc (0:2-6) Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2) Man (01-3)

\\\\\Man(81—4)GlcNAc(81—4§GlcNAc(Bl)Asn

7

FIGURE 33

Gal(B1-4)GlcNac(B1-2)Man (a1-6)
Structure du glycanne de la sérotransferrine de Boeuf

NeuAc(a2—6)Gal(81—4)GlcNAc(Bl-2)Man(a1—3)\\\\\
Man (B81-4)GlcNAc (B1-4)GlcNAc(B1) Asn

NeuAc (02-6) Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2)Man (a1-6)

FIGURE 34

Structure du glycanne de la sérotransferrine Humaine {Spik et al.,

en 1974 et 1975)
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NeuAc (02-6) Gal(B1-4) GLcNAc(R1-2) Man (q1-3)
>Man (B1-4)GlcNac (B1-4) Gch:NAc (B1)Aasn

Neuac (2-6) Gal(B1-4)GlcNAc (B1-2)Man (01-6) (Fuc(al—G))o 2

Structure du variant transferrinique A

NeuaAc O.2

6
NeuAc(®2-3)Gal (B1-3)GlcNac(Bi-2)Man(C1-3)

::::>Man(81—4)GlcNAc(81-4)GlcNAc(BI)Asn

NeuAc (02-6) Gal (B1-4)GlcNAc (B 1-2) Man( 1-6) (Fuc(x1-6))

0.25

Structure du variant transferrinique B

Neuldc 02

6
NeuAc (®2-3) Gal (B1-3) G1cNAc (B 1-2) Man (0 1-3)

Man (B 1-4)GleNAc (B 1-4)GlcNAc (B 1) Asn

N/

NeuAc(®2-3) Gal (B1-3)GlcNAc(Bi~-2)Man (01-6) {Fuc(0.1-6))
0.15

Structure du variant transferrinique C

FIGURE 35

Structuresdes glycannes de trois variants de la sérotransferrine de Rat
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- Le variant A

majeur posséde un glycanne de structure biantennee
classique disialylée identique au glycanne de la sero-
transferrine Humaine et Ovine mais il renferme en plus

0,2 résidu de fucose 1ié a 1'osamine du point d'attache.

- Le.vardiant B

posséde une structure particuliere identique au
glycopeptide de l'hémopexine de Rat (Bernard et al.,
en 1984). Il s'agit d'une structure biantennée trisialylée,
1'acide sialique supplémentaire étant 1ié en u-2,6 sur
la N-acétyl glucosamine 5. L'antenne supérieure porte
un acide N-acétyl neuraminique 1lié en a-2,3 sur le galac-
tose. Le 3éme acide sialique est 1ié en 0-2,6 sur le ga-
lactose. Cependant par rapport a l'hémopexine 0,25 résidu

de fucose est retrouvé.

- Le variant C

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 1-6). Il est
lié en a-2,3 alors que sur le variant A, il est 1lié en
a~2,6 sur un résidu de galactose substituant l'osamine
5 en 8- 1,3. Des traces de Fucose sont également retrouvées.

d) Discussion

L'étude comparative de structures glycanniques de
sérotransferrines d'espeéces animales différentes indique
que quelqgue soit leur origine, on retrouve toujours un
glycanne de structure biantenné classique mono ou disia-
lylé, majeur, qui représente de 60 & 100 % de la séro-
transferrine totale. Cependant, chez la plupart des ani-
maux, i1l existe sur la glycoprotéine un glycanne possédant

une structure différente.
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NeuAc(d2—6)Gal(Bl—4)GlcNAc(81-2)Man(a1-3)\\\\\
////,Man(81-4)GlcNAc(81—4)GlcNAc(Bl)Asn
NeuAc (02-6)Gal (B1-4)GlcNAc (B1-2)Man (01=6)

NeuAc (02-3)Gal (B1-4) GlcNAc (B1-6)

NeuAc (0:2-3) Gal (B1-4) GlcNAc (B1-4)
NeuAc (02-6) Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2) Man (0.1-3)

Man (B1-4)GlcNAc (B1-4) GlcNAc (B1) asn

A4

NeuAc (02-6) Gal (B1-4) GLcNAc (B1-2)Man (t1-6)

FIGURE 36

Structuresdu glycanne triantenné de la sérotransferrine Humaine

(Spik et al., en 1974 et en 1985)

Gal(B1-4)GlcNAc (B1-4)

Gal(81~4)GlcNAc(Bl-Z)M;h(a1—3)
\\\\\Man(31-4)GlcNAc(31-4)GlcNAc(Bl)Asn
Gal(81-4)GlcNAc(Bl-2)Man(a1—6)/////

(Gal({B1-4))GlcNAc (B1-6)

FIGURE 37

Structure du glycanne tétraantenné de l'asialosérotransferrine Humaine
(Mdrz et al., en 1982). La parenthése indique que cette branche peut-étre

incompléte.
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La sérotransferrine Humaine (Fig. 36 et 37 p. 112) et la
sérotransferrine de Poule (Fig. 18 p. 61 ) présentent
en plus des glycannes de structures biantennées, des
glycannes de structures triantennées et parfois tétraanten-
nées,et également des structures biantennées renfermant
du fucose. La sérotransferrine de Rat posséde des glycannes
ayant un acide N-acétyl neuraminique supplémentaire et
parfois du fuccse (Fig. 35;p. 110). La sérotransferrine
de Cheval posséde des glycannes ayant un résidu d'acide

N-acétyl 4-0-acétyl neuraminique (Fig. 24.p. 78).

Ces résultats semblent indigquer qu'une partie des
glycannes est effectivement spécifique de chaque espéce
animale et que ces glycannes pourrailent étre des marqueurs

de 1l'évolution.

De nomkreux tissus sont capables de synthétiser la
transferrine mais la plus grande partie cde la transferrine
plasmatique est produite par le foie. Or il existe des
structures glycanniques différentes pour une sérotrans-
ferrine donnée : se pose donc la question de savoir si
ces glycoprotéines sont synthétisées par différents types
d'hépatocytes ou s'il existe d'autres cellules gue les
hépatocytes qui synthétisent de la transferrine que l'on

retrouve dans le sang.
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Etude companée de La structune des glycannes
de fa fLactotransferrnine des fLaits de Vache et de Chlivre

CARACTERISATION ET FRACTIONNEMENT DES GLYCOPEPTIDES
DE LA LACTOTRANSFERRINE DES LAITS
DE VACHE ET DE CHEVRE

Jusqu'a présent, seules les structures des glycannes
de la 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 Chevre.
En outre, nous avons réalisé une étude des variations de
la struture des glycannes de la lactotrarsferrine de
Vache en fonction de la lactatipnAen étudiant la lacto-
transferrine isolée de trois types différents de secré-

tions : la secrétion séche, le colostrum et le lait mature.

I - PREPARATION ET ETUDE DE DIFFERENTS ECHANTILLONS DE
.LACTOTRANSFERRINES DE VACHE EN FONCT1ON DE LA LACTATION

A - Variations du taux de lactotransferrine dans

le lactosérum en fonction de la lactation

La lactotransferrine présente dars les différents
types de secrétion est préparée selon le procédé décrit
p.211. Nous avons isolé en triple exemplaires la lacto-
transferrine a partir de 15 a 20 1 des trois différents
types de secrétion. Nos études ont été réalisées sur des
gquantités de lactotransferrine variant de 0,8 a 2,4 g

selon le type de secrétion. La pureté des lactotransferrines



- 115 -

est vérifiée par électrophoreése en gel de polyacrylamide.
La Fig. 38 p.l16 nous indigue que les lactotransferrines
sont pures et possédent des masses moléculaires voisines.
La lactotransferrine isolée du lait de Chévre 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.117 )
nous révéle que ces protéines existent a l'état de traces
dans ces lactosérums (quelques mg) alors que des quantités
de l'ordre de 2g 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
séche. 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 1la
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 sé&che provenant de différentes
Vaches ; ils ont trouvé des valeurs allant jusqu'a 3g de
lactotransferrine par mamelle. D'autre part lors de
l'analyse électrophorétique des protéines du lactosérum

a pH 8,9, 30 a 40 % des protéines possédaient une mobilité
électrophoretique de tvpe " ¥ -globuline", elles ont été
identifiées a de la lactotransferrine. Ce résultat sug-
gere que la variation de la mobilité électrophorétique

de la lactotransferrine serait due a la formation d'un
complexe entre la lactotransferrine et d'autres consti-

tuants du lactosérum. Signalons que Welty et ai.,en 1975
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Figure 38

Electrophorése en gel de polyacrylamide des
différentes préparations de lactotransferrines.
Lactotransferrine isolée du lait de Femme.
. — de la secrétion séche
Lactotransferrine de Vache isolée -~ du colostrum
- du lait stabilisé

Lactotransferrine isolée du lait de Chévre.
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TABLEAU XXIV

Taux moyen de lactotransferrine présent dans les

lactosérums de différentes espéces.

Secrétion| Colostrum| Lait de Lait Lait
séche de Vache de de
de Vache stabilisé Chévre| Femme
Vache lére|6é&me
traite
Taux moyen
de lactotransferrine 160 80 60 50 30 2000
mg/1l
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ont étudié les variations de la concentration de la
lactotransferrine dans le cas de quinze vaches non
lactantes pendant la période séche et ont constaté que

le taux de toutes les protéines présentes dans ces secré-
tions variait énormément selon le stade fonctionnel de

la glande mammaire ainsi la concentration moyenne avant
l'arrét de la lactation normale était de 250 mg par litre
de lait. Puis, elle augmentait chez tous les animaux
lindairement au cours de la période de non lactation

pour atteindre une valeur de 20 g par litre de lait de
secrétion séche au bout de 24 jours. Un taux record de
118 g par litre constituant une solution a 11,8 p. cent
en protéines était obtenu chez une des Vaches au bout

de 20 jours de non lactation. Cette valeur parailt exces-
sive mais 1l faut savoir qu'il existe une variation con-
sidérable de la concentration en lactotransferrine d'un
animal a l'autre : de plus la période séche peut durer

!

de 30 a 200 jours selon la Vache.

Ensuite cette concentration décroit rénqulierement
jusgu'au vélage (Fig. 39;p.119 ). Selon Smith et al.,
en 1970, la variation du taux de la lactotransferrine au
cours de la lactation semble étre due a un effet de dilu-
tion vu que la quantité totale excrétée reste dans l'en-
semkble assez constante. Il est donc normal que ce taux
soit trés élevé dans la secrétion séche, un peu moins
important dans le colostrum et faible dans le lait. Bien
gue 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 secrétion séche, des taux en lactotrans-

ferrine aussi élevés.
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Lactotransterrine

mg/ml
¢
40 r
30
|
20 r |
l
10 r
{ S, 1 1 i 1
10 20 - 30 40 50 dJours
Période Séche Vélage

Figure 39

Variations de la concentration de lactotransferrine

chez la Vache en fonction de la lactation selon Welty et a%

en 1975.
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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 décroit 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 trés faibles dans les trois
types de secrétion; par contre on note la présence de la
N-acétyl galactosamine dans le colostrum et dans le lait.
Excepté dans le lait, le taux de mannose est élevé dans
les autres secrétions ce taux décroit 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

Chévre et de Femme

Les compositions centésimale et molaire sont

résumées dans le tableau XXVI(p. 122),

Comparées a la lactotransferrine humaine qui renferme

deux glycannes et 6,40 p. centd'!oses totaux, les lacto-
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TABLEAU XXV

Composition centésimale et molaire en glucides
des lactotransferrines de Vache isolées a différents

stades de lactation.

T
Monosaccharides Composition centésimale des lactotransferrines
de Vache isolées 3 partir de

Secrétion séche Colostrum Lait
lére traite}|6éme trait?
Oses neutres 8,30 7,60 6,50 5,50
Osamines 4,60 4,50 . 4,30 5,10
Acide sialique 0 0,25 0,60 0,55
TOTAL 12,90 12,35 11,40 11,15

Composition molaire en glucides des
lagtotransferrines de Vache

Fuc 0 0,20. 0,10

Gal 0,34 0,60 0,30 0,40
Man 4,90 3,50 3,90

GalNAc 0 0 0,20 0,40
GlcNAc =* : 2 2 2

NeuAc 0,10 0,10 0,20 0,20

* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de deux

résidus de N-acétyl glucosamine.
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TABLEAU XXVI

Compositions centésimale et molaire en glucides

des lactotransferrines isolées des laits de Vache,

de Chévre et de Femme.

Monosaccharides

Composition centésimale des lactotransferrines
des laits de

Vache¥* Chévre* Femme +

Czes neutres 5,50 6,80 3,11
Osamines 5,10 3,60 2,10
Acide sialique 0,55 0,60 1,22
TOTAL 11,15 11 - 6,43

Composition molaire en glucides des

lactotransferrines
Tuc 0 1,40
Gal 0,40 0,46 2,30
Man 4,64 3
GalNAc 0,40 0,20 0
GlceNAc 2 4,40
Neudc 0,20 0,24 1,50
- * Les rapports molaires ont é&té calculés sur la base de
. j deux résidus de N-acétyl glucosamine.

+ Les rapports molaires ont été calculés sur la base de

trois résidus de mannose.
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transferrines des laits de Vache et de Chévre renferment
nettement plus de glucides. La composition en glucides
de la lactotransferrine de Chevre de 11 % est trés sem-
blable & celle de la lactotransferrine de Vache. Le nom-

bre de glycannes n'est pas connu.

Les taux de fucose,de galactose et d'acide N-acétyl
neuraminique des lactotransferrines de Vache et de Chévre
sont faibles comparés a ceux de la lactotransferrine
Humaine;inversement, le taux de mannose est plus élevé
dans ces deux lactotransferrines, et on note la présence

de 0,2 a 0,4 résidu de N-acétyl galactosamine.

IT - PREPARATION ET ANALYSE DES GLYCOPEPTIDES TOTAUX DES
LACTOTRANSFERRINES DES LAITS DE VACHE ET DE CHEVRE

Les lactotransferrines de Vache et de Cheévre sont
soumises a une hydrolyse pronasique selon le procédé
décrit p. 216 . Les quantités de glycopeptides obtenues
aprés purification sur colonne de BioGel P2 varient de
60 a 180 mg.

L'analyse en chromatographie en phase gazeuse apreés
méthanolyse des glycopeptides nous donne les rapports

molaires en glucides décrits dans le tableau XXVII{p. 124

Les compositions molaires obtenues sont voisines de
celles des glycoprotéines natives. Il faut cependant noter
un taux élevé de résidus de mannose dans les différentes
préparations de lactotransferrines de Vache et de Chévre.
On n'obtient jamais un résidu de N-acétyl galactosamine,
de galactose et de fucose ce qui laisse penser que les

structures sont trés hétérogénes et incomplétes.
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TABLEAU XXVII

Composition molaire en glucides des glycopeptides

des lactotransferrines de Vache et de Cheéevre

comparée a celle de la lactotransferrine Humaine.

Composition molaire des glycopéptides des

Mcnosaccharides lactotransferrines
Secrétion Colostrum Lait Lait Lait
séche de de Vache* de de de
Vache * T Tére 6eme Vache Chévre Femme
traite traite * * +
Fuc 0 0,20 0,10 0,20 0,20 1,25
Gal 0,32 0,50 0,30 0,55 0,56 2,40
Man 5,80 3,70 3,90 3,20 5 3
GalNAc 0,28 0,20 0,30 0,34 0,30 0
ZlcNAcC 2 2 2 2 2 4,20
NeuAs 0 0,20 0,20 0,20 0,30 1,46

* Les rapports molaires ont été calculés sur

+ Les rapports molaires ont été calculés sur

deux résidus de N-acétyl glucosamine.

trois résidus de mannose.

la base de

la base de
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III - FRACTIONNEMENT ET CARACTERISATION DES GLYCOPEPTIDES
ISOLES DES DIFFERENTES LACTOTRANSFERRINES

A - Fractionnement et caractérisation des glycopep-

tides isolés de lactotransferrine de Chévre

1) Fractionnement sur Colonne de ConA - Sepharose

Les glycopeptides de la lactotransferrine de
Chévre sont fractionnés sur colonne de ConA - Sepharose
selon le protocole décrit a la p.220 . Cette chromato-
graphie a permis d'obtenir quatre fractions. Les élutions
s'effectuent par le tampon sans o - D - méthyl glucoside
(fraction A) puis par le tampon renfermant successivement
10mM (fraction B), 20mM (fraction C) et 200mM ( fraction D)
d' a- D - méthyl glucoside. Le rendement des différentes
fractions est donné dans le tableau XXVIII(p. 126). On
remarque qu'une faible partie seulement des glycopeptides
n'est pas retenue sur colonne de ConA - Sepharose alors
que la moitié de ces glycopeptides est trés fortement

retenue.

2) Etude de la composition glucidique des

différentes fractions

L'étude de la composition molaire des mono-
saccharides déterminée par chromatographie en phase
gazeuse aprés méthanolyse a conduit aux résultats donnés
dans le tableau XXVIII(p. 126).
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TABLEAU XXVIII

Composition molaire en glucides des glycopeptides de la

lactotransferrine de Chévre, chromatographiés sur

colonne de concanavaline A

Lait stabilisé
Monosaccharides Composition molaire des fractions
A * B * C + D +
Fuc 0,20 0 0 0
Gal 2,30 1,30 0,20 0
Man 3 3 3,40 5,60
GalNAc 0,20 -0 0 0
GlcNAc 5,40 2,50 - 2 2
NeuAc 0,50 0,50 0,10 0
Pcurcentage des
fractions 3 45 &0 S

* 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.

A : fraction non retenue sur la colonne.

e

fraction éluée par le tampon renfermant

méthyl glucoside.

C : fraction éluée par le tampon renfermant
méthyl glucoside.

D : fraction éluée par le tampon renfermant

méthyl glucoside.

10mM de o -
20mM de o -
200mM de Q-

D

D

D
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- La fraction A

non retenue des glycopeptides de la lactotransfer-
rine de Chévre est riche en résidus de galactose et de
N-acétyl glucosamine. Elle renferme 0,20 résidu de
N-acétyl galactosamine, trés peu d'acide N-acétyl neura-

minique et de fucose.

- La fraction B

renferme 1,30 résidus de galactose,pas de N-acétyl
galactosamine. Elle posséde de 1'acide N-acétyl neurami-

nique et représente le quart des glycopeptides totaux.

- La graction C

est de type oligomannosidique légérement contami-

née par des glycannes de type N-acétyllactosaminique.

- La fraction D

est de type oligomannosidique et renferme 5,6
résidus de mannose. Elle est la plus importante.

3) Chromatographie en couche mince des différentes

fractions aprées action de l'endoglycosidase H

Les fractions isolées du lait de Chévre sont
hydrolysées par l'endoglycosidase H selon le protocole
décrit p. 219 . Aprés déssalage, elles sont chromatographiées
sur plague de silicagel dans le systéme solvant :

n Butanol/acide acétique/eau (2 : 1 : 1, V/V). La Fig.40
(p.128) montre que la fraction A est de type N-acétyllac-

tosaminique, que la fraction B contient a la fois des glycannes

-
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-

Figure 40
Chrematographie sur couche mince des oligosaccharides
de la lactotransferrine du lait de Chévre isolés sur colonne

de ConA - Seépharose.

T : Témoin renfermant de 2 3 9 résidus et de 6 & 8 résidus

de mannose.
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de type N-acétyllactosaminigque et des glycannes de type
mannosidique lourds, que les fractions C et D sont de
type mannosidique renfermant de 9 a 4 résidus de mannose
pour la fraction C et de 7 & 9 résidus de mannose pour

la fraction D.

B - Fractionnement et caractérisation des glycopepti-

des de différentes préparations de lactotrans-

ferrine de Vache

1) Fractionnement des glycopeptides sur colonne

de ConA - Sepharose

Les glycopeptides des différentes préparations
de lactotransferrine de Vache sont fractionnés sur colonne
de ConA - Sepharose de la méme maniére que ceux de la
lactotransferrine de Chevre. Le rendement des différentes
fractions est donné dans le tableau XXIX (p. 130). Seuls
les glycopeptides du lait stabilisé donnent une fracticn
non retenue sur colonne de ConA -Sepharose. Cette fraction
est néanmoins trés faible (3 %). Les fractions B faible-
ment retenues sont équivalentes dans les lactotransferrines
isolées a différents stades de lactation. Le pourcentage
des fractions C est variable. Majeure dans le lait, cette
fraction est faible dans les autres secrétions. La frac-
tion D du lait ne représente que 55 %, elle est nettement
plus importante dans les colostrums et prédominante dans

la secrétion séche.

2) Etude de la composition glucidique des frac-

tions A a D séparées sur colonne de ConA -

Sépharose

Le tableau XXIX(p.130) montre = que les rapports



TABLEAU XXIV

Composition molaire en glucides des fractions glycopeptidiques de différentes préparations

de lactotransferrine de Vache aprés chromatographie sur colonne de ConA - Sepharose.
Lait Colostrum lére et 6éme traite Secrétion séche
Monosaccharides Composition molaire des fractions '
Ao B* C* D+ B* C* D+ B* C* D+ B* C+ D+
Fuc 0 1 0,70 0 1,20 0,70 0 1,20 0,80 0 0 0 0
Gal 2 2,50 1,40 0,5 2,60 1,40 0 3 1,60 0 0,60 0,50 O
Man 0,50 3 3 3,20 3 3 4 3 3 4,20 3 4,40 7,20
GalNAc 1 0,30 0,70 0 0,30 0,90 0 0,60 0,90 0 0,40 0 0
GlcNAc 1,30 3,80 3,30 2 4 3,50 2 4,30 3,20 2 2,70 2 2
NeuAc 1,80 0,50 0,60 0 6,80 0,30 0 6,50 0,40 0 0 0 0
Pourcentage des 3 10 32 55 10,80 7,20 82 11,50 8,20 8030 5,60 7,10 87,30
fractions ;
o Les rapports molaires ont été calculés sur la base de deux résidus de galactose
* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de trois résidus de mannose.

+

o >

Les rapports molaires ont été

omM @ -D-méthyl glucoside

10mM a-D-méthyl gluccside

calculés sur

C
D

20mM

200mM

@ -b-méthyl glucoside

a-D-méthyl glucoside

la base de deux résidus de N-acétyl glucosamine.

-0¢l-
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molaires des glucides de chaque fraction isolée a partir
des lactotransferrines des différents types de secrétion

présentent des variations trés importantes.

3) Etude de la fraction A isolée & partir de la

lactotransferrine du lait stabilisé

Cette fraction non retenue sur colonne de
ConA - Sepharose ne représente que 3 % du mélange total
des glycopeptides et ne se retrouve que dans le lait
stabilisé. Le calcul de sa composition molaire basée sur
2 résidus de galactose nous a montré qu'elle ne renferme
presque pas de mannose mais était riche en N-acétyl
galactosamine et en acide N-acétyl neuraminique. Elle
renferme également du glucose. Une hydrolyse alcaline
en milieu réducteur (NaOH 0,1N BH4 K 1M a 37° 48 h.)
ne modifie pas sa composition molaire ce gqui indique que
la fraction A ne renferme pas de glycannés liés 0-glyco-

sidiquement.

4) Etude des fractions B isolées du lait stabi-

lisé. et des colostrums

a) Nouvelle chromatographie sur ConA-Sépharose

Les fractions B du lait et des colostrums
représentant 10 % des glycopeptides totaux sont éluées

par 1' a- D - méthyl glucoside 10 mM.

Leurs compositions molaires sont relativement cons-
tantes ce qui nous a amené 3 étudier uniquement la frac-
tion B isolée du lait. Elle renferme un résidu de fucose,

2,5 résidus de galactose,trés peu de N-acétyl galactosamine
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et peu d‘'acide N-acétyl neuraminique.

La fraction B de la secrétion séche bien qu'ayant
une composition molaire différente des autres fractions
B n'a pas été étudiée, les quantités obtenues étant
faibles. En outre Maliet et Plantey en 1977 ont isolé un
glycopeptide de composition molaire tres proche (Fig. 50;
p. 156 ).

La fraction B isolée du lait est rechromatographiée
sur colonne de ConA - Séphafose afin 4'éliminer les con-
taminants oligomannosidiques restants. La fraction B

1
est éluée par 1' o - D - méthyl glucoside 10mM.

5) Etude des fractions C isolées du lait sta-

bilisé et des colostrums

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 séche étant essentiellement de type oligo-
mannosidique, elle est étudiée avec les fractions D isoclées
des différentes secrétions. Les fractions C du lait et
des colostrums ont des rapports molaires en monosaccharides
trés voisins ce qui nous a amené a 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.
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La fraction Cjobtenue est éluée de la colonne par le
tampon renfermant de 1'a - D - méthyl glucopyrannoside
15mM.

6) Etude des fractions D isolées 3 partir des

différentes préparations de lactotransferrines

Les fractions D des différents types de secré-
tion fortement retenues sur la colonne de ConA-Sépharose
sont éluées par 1' @ - D - méthyl glucoside 200mM.

Elles sont toutesde type mannosidique. La fraction D
du lait renferme un taux de mannose peu élevé. Elle repré-
sente 55 % des glycopeptides totaux ce qui est faible
comparé au pourcentage de la fraction D des autres secré-
tions. Les fractions D des colostrums sont de structure
voisine a celle du lait mais elles existent en quantité
plus importante (80 %). Elles ont une composition voisine
de la fraction C de la secrétion séche. Cette fraction C
sera donc fractionnée en méme temps que les fractions D.
La fraction D de la secrétion séche fenferme le taux de
mannose le plus élevé. Elle est également la plus impor-
tante (87%).

Les oligomannosides présents dans les fractions D ont
été libérés par hydrolyse enzymatique et séparés par HPLC

et par couche mince.

a) Libération des oligomannosides

) Action de l'endoglycosidase_H_et chroma-

nosides_des différentes_lactotransferrines
Les fractions D de la lactotransferrine

Bovine isolées i différents stades de lactation sont
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hydrolysées par une endoglycosidase H selon le protocole
décrit a la p.219. Aprés déssalage, elles sont chromato-
graphiées sur plaque de silicagel. La migration s'effectue
dans le systéme solvant décrit par Tsai et al., en 1984.
Aprés séchage, le chromatographe est révélé par pulvéri-

sation d'orcinol sulfurique (Fig. 4l;p.135).

Cette figure confirme que la secrétion séche renferme
des oligomannosides lourds a 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
colostrums étudiés. Le lait contient essentiellement des
glycannes oligomannosidiques renfermant de 3 a 6 résidus

de mannose.

En conclusion, la secrétion séche posséde un taux de
glycannes mannosidiques beaucoup plus important que dans
les autres secrétions. Ce taux de glycannes immatures
diminue un peu dans le colostrum et trés nettement dans
le lait. On arrive dans ce cas a un rapport de 1 : 1
entre les glycannes de type N-acétyl lactosaminique et

les glycannes de type mannosidique.

. -0 i . - D G G A S e W e WD S T W D O A

Nous avons mélangé les 4 fractions D des
différentes secrétions ainsi que la fraction C de la
secrétion séche afin d'hydrolyser l'ensemble des glycopep-
tides mannosidiques. L'hydrolyse est réalisée par 1l'endo-
N-acétyl - B- D glucosaminidase de Basidiomycéte inso-
lubilisé selon le protocole décrit p.217 ., Une cinétique

d'hydrolyse nous a permis de déterminer que 4 jours de
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Figure 41

Chromatographie sur couche mince des oligomannosides

de la lactotransferrine de Vache i différents

Témoins renfermant de 4 a4 9 résidus de mannose et 7 a3 9 résidus

de mannose.

Oligomannosides
Oligomannosides
Oligomannosides

Oligomannosides

stades de lactation.

de
de
de
de

secrétion séche
colostrum lére traite
colostrum 6éme traite

lait stabilisé.
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recyclage sur la colonne a température ambiante étaient
nécessaires pour hydrolyser les glycopeptides mannosidiques

de la lactotransferrine de vache.

La chromatographie sur couche mince en soclvant :
n butanol/acide acétique/eau (2 : 1 : 1, V/V) d'un aliquote
de l'hydrolysat 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 4 9 résidus de mannose.

b) Séparation des oligomannosides par chromato-

graphie liquide en haute pression (HPLC)

Aprés hydrolyse, le mélange d'oligosaccharides
est réduit par le borohydrure de potassium. Les oligosac-
charides réduits sont chromatographiés en haute pression
sur colonne Amino AS-SA. Nous injectons des quantités de
l'ordre du mg. La résolution se fait par un gradient
acétonitrile/HZO selon le protocole décrit a la p.221

Dix pl du témoin contenant en mélange des glycannes
de 4 a 9 résidus de mannose sont injectés préalablement
afin d‘'étalonner 1'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. 137).

Dix ul de chacun des pics ainsi que des témoins
oligomannosidiques sont déposés en chromatographie en
couche mince en solvant : n butanol/acide acétique/eau

(2 : 1 :1, V/V). Ces oligomannosides se sont révélés

étre homogénes en couche mince (Fig. 43:p. 137).
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1s.
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Figure 42
Séparation des oligomannosides de la lactotransferrine de
Vache en chromatographie liquide en haute pression sur

Amino AS - 5A

T 1 2 3 &

Figure 43
Chromatographie sur couche mince des oligomanncsides de la lacto-

transferrine de Vache séparés par chromatographie en haute pression

T : Témoins renfermant de 7 34 9 résidus et de 2 a4 4 résidus de
mannose.
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c) Etude de la composition glucidique des diffé-

rents oligomannosides

Ces fractions sont analysées en chromatographie
en phase gazeuse aprés méthanolyse. Les résultats donnés
dans le tableau XXX (p.139) montrent la présence de glycannes
de 4 A 9 résidus de mannose. Cependant nous n'observons
pas un nombre entier de résidué de mannose ce gui laisse

supposer que ces fractions ne sont pas homogénes.

7) Cobriclusion

La Fig. 44(p.140) résume le schéma de fraction-
nement utilisé pour 1l'étude des glycopeptides des lacto-
transferrines de Vache isolés a différents stades de lac-

tation.

Le tableau XXXI(p.l4l) résume les variations de la
composition en glycannes de la lactotransferrine de Vache en
fonction de la lactation comparédes aux compositions glycanni-

ques des. lactotransferrines des laits .de Gheéevre =2t de Femme.

Les glycannes de type oligbmannosidique décroissent
en fonction de la lactation. On arrive a un rapport égal
entre les glycannes de type oligomannosidique et les
glycannes de type N-acétyllactosaminique dans la lacto-
transferrine du lait de Vache. Ce résultat est retrouvé
pour le lait de Chévre. Le lait Humain est totalement
dépourvu de structures glycanniques de type oligomanno-
sidique. Chaque fraction isolée a été méthylée et analysée
en résonance magnétique nucléaire. Ces résultats font

l'objet du chapitre suivant.



- 139 -

TABLEAU XXX

Composition molaire en monosaccharides des oligomannosides

de lactotransterrine de Vache séparés par HPLC

Monosaccharidés Composition molaire des fractions
1 2 3 4 5 6
Man 3,60 5,30 5,70 6,40 7,80 8,50
Glonacttol « 1 1 1 1 1 1
GlchAc 0,55 0,38 0,35 0,31 0,26 0,23
Man

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

résidu de N-acétyl glucosaminitol.
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TABLEAU XXXI

Variations de la composition en glycannes en fonction de la

lactation dans la lactotransferrine de Vache

comparées aux compositions en glycannes de la lactotransferrine

des laits de Chévre et de Femme

Glycannes Secrétion-: Colostrum Lait Lait Lait
séche ~de Vache de de
de Vache . s Vache Chévre Aumain
lere 6eme
traite| traite
Type N-acétyllac- 6 18 20 45 50 100
tosaminique %
Type oligomanno- 94 82 80 55 50 0
sidique %
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STRUCTURE DES GLYCANNES DES LACTOTRANSFERRINES
DES LAITS DE CHEVRE ET DE VACHE

I - STRUCTURE DES GLYCANNES DE LA LACTOTRANSFERRINE

DE CHEVRE
A - Méthylation des fractions A, B, C, D sépareées
sur colonne de ConA - Sepharose

Les fractions ont été méthylées selon le proto-
cole décrit p. 224 . D'aprés les rapports molaires donnés
dans le tableau XXXII(p. 143), les structures glycannigues

qui ont été proposées sont les suivantes :

- La fraction A

est de type N-acétyllactosaminique biantennée plus cu
moins sialylée, légérement fucosylée. '

- La fracition B

est de type N-acétyllactosaminique. Cependant, elle
renferme un peu de perméthyl mannose et est souillée

par des oligomannosides.

- La 4raction C

est de type oligomannosidique. Elle doit renfermer un

mélange de glycannes oligomannosidiques.

- La fracztion D

est également de type oligomannosidique mais avec un
nombre de résidus de mannose supérieur.

B - Résonance magnétique nucléaire

Les composés A, B, C, D ont été analysés en
résonance magnétique nucléaire a 400 MHz. Le tableau
XXXIII(p.145) donne les valeurs des déplacements chimi-
ques présents dans les monosaccharides constituant les
glycopeptides de la lactotransfer;ine de Chevre. Les
Fig. 45(p.146), 46 (p.147) et 47(p. 148) donnent les spec-
tres de résonance magnétigue nucléaire a 400 MHz des

fractions. A, C et D.
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TABLEAU XXXII

Identification et détermination des rapports molaires
des dérivés méthylés des monosaccharides des
glycopeptides de la lactotransferrine de Chéevre

séparés sur colonne de ConA - Sépharose.

Dérivés méthylés Rapports molaires

A x| B * c * D +
(2, 3, 4)Me3-Fuc 0,30 v 0 0 0
(2. 3, 4)Mey-Gal 1,13 0,70 0 0
(2, 3, 4, 6)Me3—Gal 0,80 0,35 0 0
(2, 4)MefMan 1 1 1 2
(3, 4, 6)Me3—Man -2 1,80 1,55 3,50
(2, 3, 4)Me3—Man 0 0,30 0,93 0,30
(2, 3, 4, G)Me4—Man 0 0,80 2,50 3,40
(3, 6)Me,-GlcNAcMe 3,20 2,50 1,84 1,80
(4, 7, 8, 9)Me4eNeuAcMe 0,44 0,47 0 0

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

+ Les rapports ont été calculés sur la base de deux résidus
de (2,4)Me2-Man.
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Fractions A et B

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'étre
développée; La fraction A est constituée d'un glycopeptide
biantenné sialylé et plus ou moins fucosylé alors que le
glycopeptide de la fraction B posséde cette méme structure
mais non fucosylée et non sialylée sur le galactose 6!

Ces structures sont données & la Fig. 48 (p. 150)

Fraction C

Cette fraction est de type oligomannosidique puisque
l'on ne voit pas les résonances des groupements acétamido
de N-acétyl glucosamines 1l et 2 mais elle est trés hétéro-
géne puisque l'on met en évidence tous les isoméres pos-
sibles de Man 4 3 Man 9. L'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-chitobiose. Il
existe également un mannose g monosubstitué par un mannose
4' (H-1Man3 = 4.769 ppm). La valeur H-1lMan 4' = 4.869 ppm
est caractéristique d'un mannose substitué, ici par un
mannose' B (H-1 = 4.906 ppm) ; mais la valeur H-1 = 5.093ppm
peut-étre également attribuée a un doublet . du proton
anomérique 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 a la Fig. 48(p. 150).

Nous pouvons caractérisé la méme structure sans Man 4
et (H-1Man 3 = 4.769 ppm) et tous les isoméres possibles

jusqu'a Mang Glc NAc,Asn (H-1 ManA = 5.398 ppm,

2
H-1 ManB = 5.140 ppm, H-1 ManC = 5.300 ppm). On retrouve

également les différents mannoses D1,

no

2 et D3 en position

]

terminale non réductrice.
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(Man(al-31) ' Man (81-4)GLUNACIR1~4) GLcNAC (B1)Asn
A ) n.hl-é
4

Han{al-6
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Fraction C : structure majeure

Protons H+2 CH,Acétamido

Protons anomériques 3

4term 4'sub 2 ]
+A
Btelm -
3Javec4d !
[
o>
~J
D2
sans4 i
2
D1+D3 ] .
4 sub ;
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A sub h«~
o 1
B INA S SRS AN SR SR IR S NN SN SUNELERE SN M AU SR LI
S.40 5.30 S.20 S5.10 5.00 4.80 4.80 4.60 4.50 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 2.10 2.00
‘ PPH PPH PPN
Figure 46

Spectre de résonance magrétigue nucléaire a 400 MHz de la
fraction glycopegptidique C de la lactotransferrine de Chévre

obtenue sur cclonne de ConA-Sépharose. Le spectre est réalisé

dans les coencditions de mesure dennées dans la légerde de la

f1g. 45.
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Fraction D

Les glycopeptides composants la fraction D sont
de type oligomannosidique mais comparés a 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 A, B, € substitués démontre sans ambiguité la
structure Mang GlcNAc2Asn. Par contre l'existence des
mannoses A et C terminaux ( H-1 = 5.088 ppm, H-1 = 5.057ppm
reSpectiv;ment) mais jamais de mannose B terminal
(H-1 4.90 ppm) prouve que la plus petite structure pré-
sente est Man7G1cNAc2Asn. 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

C - Commentaires

Les structures des différents glycannes présents
dans la lactotransferrine de Chévre sont données i la
Fig. 48 (p. 150\

- La fraction A

est de type N-acétyllactosaminique et posséde 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.

- La graction B

est également de type N-acétyllactosaminique mais ndn
fucosylée monosialylée . Elle est contaminée par des

structures oligomannosidiques-

- La fraction C

est de type oligomannosidique. Le glycanne majeur ren-
ferme 4 résidus de mannose et correspond 3 un produit
du catabolisme des glycannes. La Fig. 40(p. 128) montre
cependant que cette fraction contient d'autres oligo-

mannosides plus lourds.
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NeuAc (@2-6)Gal (B1-4) GlcNAc (B1-2)Man (a1-3)\
////,Man(Bl-4)GlcNAc(61—4)GlcNAc(Bl)Asn

NeuAc(®2-6)Gal (B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-6) Fuc(a1-6)

Fraction A

Neuac(@2-6)Gal(B1-4)GlcNAc(81-2)Man(al=3)
\\\\\Man(31—4)GlcNAc(Bl~4)GlcNAc(Bl)Asn

Gal(Bi-4)GlcNAc(R1-2)Man(x1~6)

Fraction B

Man (0 1=3)

(Man(a1-3))o_ Man(B1-4)GlcNAac(B1-4)GLcNAc{81)Asn

1
Man{o 1-6)

Man(al-6)

Fraction C : structure majeure’

(Man(a1-2)) Man(al-2)Man(oil-3)

Q.50 \\\\\\

(Man(01-2)) Man(al-=3) Man (81-4) GLcNAc (B1-4) GleNAc(81)Asn
0.60 \\\ ///// :

Man (0.1-6)

Man (al-2)Man(al-6)
Fraction D

FIGURE 48

Structuresdes glycannes de la lactotransferrine de Chévre isolés

par chromatographie sur colonne de ConA - Sépharose.
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- La fraction D
est également de type oligomannosidique. Elle renferme

essentiellement des glycannes a 78 et 9 résidus de man-

nose.

ITI - STRUCTURE DES GLYCANNES DE LA LACTOTRANSFERRINE
DE VACHE

A - Etude de la fraction A

1) Méthylation

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
partie peptidique est hydrolysée selon le protocole mis
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 trés hétérogéne. 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 trés complexe. De plus,
les guantités obtenues sont trés faibles et n'ont pas
permis de déterminer la structure par résonance magné-
tigue nucléaire. A 1l'avenir, nous allons essayer de

réisoler cette fraction afin de préciser sa structure.

B -~ Etude des glycannes de la fraction B

1

1) Méthylation

La fraction Bl des glycopeptides de la lacto-
transferrine du lait est obtenue par un 2é&me fraction-
nement sur colonne de ConA - Sepharose. Elle est éluée
par 1' a~ D méthyl glucoside 15mM. Cette fraction a été
méthylée et analysée en spectrométrie de masse. Les
rapports molaires obtenus sont présentés dans le tableau
XXXIV(p. 152). Le glycanne posséde 1 résidu de fucose 1ié
en a- 1,6 donc au point d'attache. On retrouve un
type de dérivés tri Me - Gal ce qui signifie que le
résidu d'acide N-acétyl neuraminique est branché en

- 2,6.
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TABLEAU XXXIV

Identification et détermination des rapports molaires
des dérivés méthylés des monosaccharides

des fractions Alet Bl

Dérivés méthylés Rapports molaires

Al+ Bl *

(2, 3, 4)Mey- Fuc 0,10 ' 0,90

(2, 3, 4, 6)Me,-Gal 1 0,65
(2, 3, 4, 6)Me,-Glc 0,40 0

(2, 3, 4)Me3~Gal - 0,43 0,86
(2, 4, 6)Me,-Gal . 0,25 0

(3, 4, G)Me3=Man 0,25 1,60
(2, 4)Me2—Man 0,25 1
(2, 4)Me2—Gal 0,36 0
(3,4) Mez-Glc 0,5 0
(2,6) Mez-Gal 0,20 0
14, 6) MeZ-Glc 0,10 0

(3, G)MeZ—GlcNAcMe - 0,80 3,10

(4, 7, 8, 9)Me4-NeuAcMe 0,96 1,10

+ Les rapports molaires ont été calculés sur la base de

un résidu de (2, 3, 4, 6)Me4-Gal.
‘BUY
LILLE - P <
* Les rapports molaires ont été calculés sur la base de

un dérivé de (2,4)Me2—Man.
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2) Résonance magnétique nucléaire

Le tableau XXXV (p.1l54) donne les valeurs des
déplacements chimiques présents dans les monosaccharides

constituant  cette fraction Bl‘
Fraction Bl

Précisons immédiatement que la fraction Bl est
souillée par la fraction Cl et sera discutée dans le cha-
pitre suivant. L'interprétation du spectre est assez diffi-
cile & 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 paramétres
caractéristiques du noyau trimannosido - N,N'-diacétyl
chitobiose. (H-2 = 4.250 ppm, H-2 = 4.192 et H-2 = 4.110 ppn
pour les mannoses 3, 4 et 4' respectivement). Le noyau est
substitué par deux résidus de N-~acétyl lactosamine liés en

8- 1,2 sur les mannoses i et é'. L'antenne liée sur le
mannose 4 est substituéde par un résidu d'acide N-acétyl
neuraminique 1ié en o - 2,6 sur le galactose (H—lMané =
5.135 ppm, H-1GlcNAc 5 =4.606 ppm et H-1 Galg = 4.445 ppm) .
L'antenne portée par le mannose i' est de tYpe asialo
(H-1 Man4' = 4.928 ppm, H-1GlcNAc 5' = 4.581 pp et
H-1 Galf' = 4.472 ppm). Cette structure est compliquée par
le fait qu'elle est plus ou moins fuccsylée 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 g

(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 1l'absence de. fucose).
L'intégration des signaux relatifs aux groupements acéta-
mido deGlcNAc Z permet de préciser qu'il y a 40 % de struc-
tures fucosylées. En conclusion, le glycopeptide composant
la fraction Bl posséde la structure donnée a la Fig. 49
(p. 155\ ‘
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TABLEAU XXXV

Glissements chimiques a 400 MHz des protons représentatifs de la
structure primaire de la fraction Bl isolée de la lactotransferrine
de Vache

Fraction B

1
C O
povrns SRR, 11
60% l i Yo% |
H-1 ... GlcNac - 1 (a) 5.070-5.095-5.120  (a) 5.070-5.095-5.120
Glc NAc-2 - 4.616 ! 4.682
Man - 3 4.767 j 4.767
Man - 4 5.135 | 5.135
Man - 4° 4.928 | 4.928
GlcNAc - 5 4.606 ‘ 4.606
GlcNAc - 5' 4.581 4.581
Gal - 6 4.445 4.445
Gal - 6' 4.472 4.472
H-2 ... Man - 3 4.250 i 4.250
Man - 4 4.195 4.195
Man - 4°' 4.110 4.110
H-3ax.. NeuAc (a -2,6) | 1.717 1.717
H-3ég.. NeuAc (& -2,6) | 2.668 ' 2.668
H-1 ..: Fuc (a-1,6) | - 4.878
|
CH3 ... Fuc (a-1,6) ' - 1.210
NAC ... GlcNAc - 1 (a) 2.005-2.007-2.014  (a) 2.005-2.007-2.014
GlcNAc - 2 2.080 ; 2.095
GlcNAc - S 2.069 } 2.069
GlcNAc - 5! 2.047 | 2.047
NeuAc ( o -2,6) 2.030 j 2.030

.

TWa) Hétérogénéité due a la partie peptidigue.
£9
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3) Structure

La Fig. 49(p:156)donne la structure de la
fraction Bl de la lactotransferrine de Vache. Elle
posséde une structure biantennée fucosylée possédant un
acide N-acétyl neuraminique sur la branche liée en @ 1,6.
Maliet et Plantey en 1977 ont également analysé des
dérivés méthvlés des glycopeptides trypsiques de type
N-acétyllactosaminique. Deux structures ont été proposées.
Une structure classique biantennée renfermant zéro a un
résidu  d-acide N-acétyl neuraminique et une structure

incompléte possédant une antenne sialylée ou non (Fig. 50,
p. 156).

C - Etude des glycannes de la fraction C

1

Seule cette fraction renferme de la N-acétyl
galactosamine et le probléme qui s'est posé a été de
définir la position de la N-acétyl galactosamine dans le

glycanne.

1) Localisation. du résidu de N-acétyl galactosamine

LLa fraction Cl est obtenue par rechromatogra-
phie de la fraction C sur la colonne de ConA - Sepharose.
Elle est éluée par 1' a- D-méthyl glucoside 15mM. Cette
fraction renferme 0,7 résidu de N-acétyl galactosamine.
Elle posséde moins de galactose que la fraction Bl'

Afin de positionner le résidu de N-acétyl galactosamine,
différentes hydrolyses enzymatiques ont été réalisées
avant d'étudier la structure par méthylation et résonance

magnétique nucléaire.

a) Hydrolyses enzymatiques

g La Fig. 51 (p. 157)schématise les différentes
étapes suivies pour localiser le résidu de N-acétyl

galactosamine.
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NeuAc(a2-6) Gal{B1-4) GlcNAc(B1-2) Man(al-3)

::::>Man(81-4)GlcNAc(Bl—4)GlTNAc(Bl)Asn

Gal(B1-4)GlcNAac(B1-2)Man(al~-6) (Fuc(al-G))o 4

o}

FIGURE 49

Structure de la fraction By N-acétyllactosaminigque isolée de la

lactotransferrine de Vache.

(6)
Gal(Bl—4)GlcNAc(Bl—2)Man(a1-3)\\\\\

(3)/

(NeuAc (a2-6) ) Gal(B1~-4) GlcNAc (B1-2)Man (al-6)

Man (B1-4)GlcNAc{R1-4)GlcNAc (81)Asn

(6)
Man (¢t1-=3)

\\\\\Man(61~4)GlcNAc(81—4)GlcNAc(Bl)Asn

(3)/////

(NeuAc (02-6))Gal(B1-4)GlcNAc(Bi-2)Man (a1-6)

FIGURE 50

Structures des glyccpeptides de type N-acétyllactosaminigue

selon Maliet et Plantey en 1977.



- 157 -

FRACTION C

éluée par

15 mM a~ D - méthyl glucoside de la colonne de ConaA

|

Action de la neuraminidase

FRACTION C, désialylée

1

e -+

.
Marguage au c*4 de 1a chaine

peptidique par N-acétylation

Endo-N-acétyl
B.-D glucosaminidase
colonne de BioGel P2

FRACTION I
exclue de la colonne

Réduction

OLIGOSACCHARIDES
renfermant du N-acétyl
glucosaminitol

B -D galactosidase

FRACTION C, désialylée

dégalactosylée

\

FRACTION II
retardée

Hydrolyse
par HCl1l

ACIDES AMINES

+ Glc NAc

i

B -3
S

5 ;ji‘iigqq

Figure 51

Schema de fractionnement de la fraction C N-acétyllac—

' tosaminique de la lactotransferrine de Vache.
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a JRecherche de N-acétyl galactosamine située

- . D W - WS Wn AR s S A e B D ML A W R e e G o e W e W -

du cété de,la chaine peptidigue

- — - - - - D - W - -

Dans un premier temps, nous avons cherché si
le résidu de N-acétyl galactosamine: était situé prés de

la chaine peptidique.

Cette fraction C, est désialylée par action d'une
neuraminidase soluble en tampon acétate de sodium 0, 1M
pH6 pencdant une nuit a 37° C. Elle est ensuite purifiée
sur colonne de Dowex 1 x 2. La désialylation est vérifiée
par méthanolyse et analyse en phase gazeuse. (Tableaus
XXXVI p. 161).

La chaine peptidique du glycopeptide a été N-acéty-

14 Apfés dessalage,

lée avec de 1'anhydride acétique C
le produit marqué est hydrolysé par 1l'endo-N-acétyl

-8 - D - glucosaminidase en tampon citrate-phosphate
pendart 20 h. a 37°. Par purificatica sur colonne de

BioGel P deux pics sont obtenus :

2 ]
- Le premier pic (I) au volume d'exclusion de la colonne
ayant donc une masse moléculaire plus importante est treés

’

faiblement marqué. Il est repéré par dépdt sur plagque de

iy »

silicagel et révelé a l'orcinol sulfurique.

- Le deuxiéme pic retardé (II) ayant une masse moléculaire
plus faible est fortement marqué. 11 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 10 % de glycopeptides marqués nor hydrclysés.

Le deuxiéme pic correspond i la partie peptidique a

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 en solvant pyridine/acétate d'éthyle/acide
acétique/H20, (5 : 5 : 1 : 3, V/V), une nuit a température

ambiante. Par comparaiscn de migration, on constate qu'il
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migre un peu moins haut que le témoin. Afin d'analyser
son contenu, on le soumet a une hydrolyse par HCl 4 N,

4 h. a 105° C. Aprés neutralisation sous exicateur de
soude, l'hydrolysat est repris par 100 ul 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 a la ninhydrine, on constate
la présence dans ce deuxiéme pic de résidus de sérine

d‘'acide aspartique et de glucosamine (Fig. 52:p.160 ).

Le résidu d'osamine 1ié au point d'attache est

donc de la N-acétyl glucosamine.
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Le pic obtenu a l'exclusion de la colonne et non
marqué est réduit par le borohydrure de potassium afin
de stabiliser le résidu d'.osamine terminal. Aprés dés-

salage sur colonne de BioGel P il est méthanolysé et

2[
analysé en phase gazeuse (Tableau XXXVI; p. 161). Apres
réduction, on constate l'apparition de N-acétyl gluco-
saminitol ; le taux de N-acétyl galactosamine reste voi-

gin 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 résidus d'osamine n : 1 et 2 situésdu cdté de la
chaine peptidique. Sa localisation externe reste donc a

prouver.
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Thr Asp Ser Gic JL Gal Ala Arg
NH2 NH2

Figure 52

Chromatographie en couche mince du pic II obtenu

aprés hyarolyses enzymatique et chimique.
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TABLEAU XXXVI

Composition molaire en glucides des glycopeptides

N-acétyllactosaminiquesde la fraction Cl non

hydrolysés et hy