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INTRODUCTION GENERALE 



Les travaux dont nous rapportons les rèsultots, dons ce mé­
moire, s'inscrivent dans le cadre de ceux entrepris depuis long­

temps au Laboratoire, sur l'étude des transferrines. La structure 
complète des deux glycannes biantennés de la sérotransferrine hu­
maine a été réalisée au Laboratoire, ainsi que la mise en évi­
dence d'une hétérogénéité glycannique, les glycannes pouvant être 
triantennés (Spik ~ ~ 1974 Montreuil et Spik, 1975). La 
sérotransferrine, dont le rôle est essentiel dans le métabolisme 
du fer, représente un modèle intéressant pour l'étude de la 
participation des glycannes dans la reconnaissance des cellules­
cibles. 

C'est pourquoi, en 1975, nous a été confiée l'étude du rôle de 
la partie glycannique de la sérotransferrine dans l'interaction 
avec le réticulocyte, seule cellule reconnue à cette époque pour 
posséder un récepteur spécifique de la transferrine. 

La plupart des travaux réalisés à ce moment, utilisaient un 
système hétérologue sérotransferrine humaine - réticulocytes de 
Lapin cependant les premières études de Jandl et al. ( 1963) 
avaient montré que l'incorporation du fer en système homologue 
( sérotransferrine de Lapin - réticulocytes de Lapin) était deux 
fois plus importante qu'en système hétérologue ( sérotransferrine 
humaine - réticulocytes de Lapin). Nous avons pensé qu'il était 
préférable de travailler en système homologue, et étant donné la 
difficulté de se procurer des réticulocytes humains, en grand 
nombre·, nous avons choisi le Lapin comme système homologue. 

Si la sérotransferrine humaine était déjà bien connue à l'épo­
qu~, nous ne connaissions presque rien de la sérotransferrine de 
Lapin. Le but de nos travaux a donc consisté, tout d'abord, à 
mettre au point une méthode de préparation de sérotransferrine de 
Lapin pure et à préciser ses principales propriétés physio-chimi­
ques. 

Afin de définit~ le rôle de la partie glucidique dans 
l'interaction avec le réticulocyte, nous avons été amenés à 
isoler la fraction glycopeptidique et à déterminer sa structure. 
Celle-ci est identique à celle des glycannes biantennés de la sé­
rotransferrine humaine, la seule différence porte sur le nombre 
de groupements glycanniques, un seul dans la sérotransferrine de 
Lapin contre deux dans la sérotransferrine humaine. 

Nous avons ensuite réalisé des expériences d'inhibition du 
transfert du fer de la sérotransferrine de Lapin aux réticulo­
cytes en présence du glycopeptide isolé de la transferrine ainsi 
qu'en présence d'oligosaccharides voisins de structure connue. 
Les différences constatées ne permettant pas de trancher en fa­
veur du rôle du glycanne, nous avons voulu savoir si la diffé­
rence d'activité entre la sérotransferrine humaine et de Lapin 
vis-à-vis du réticulocyte de lapin provenait d'une différence 
dans les sites de fixation du fer, plutôt que dans les glyconnes. 

Nous avons étudié la modification des résidus 
sites de fixation du fer des deux transferrines, 
fluence de cette modification dans le transfert 
culocytes. 

d'histidine des 
ainsi que l'in­

du fer aux réti-



Ensuite, toujours pour pr~ciser quelle est la p~rtie de la mo­
lécule qui s'attache sur le récepteur, nous avons coupé la trans­
ferrine de Lapin en deux par hydrolyse protéolytique mèn~gée, 

isolè le domaine portant le glycanne unique et vérifié son acti­
vité vis-àvis des réticulocytes. 

Enfin, nous avons enlevé, à l'aide d'une S-endo-N-acétyl­
glucosaminidase isolée au Laboratoire par Bouquelet ~ ê..l_.( 1980), 
la partie glycannique de la sérotransferrine de Lapin. Après 
avoir vérifié l'intégrité de la conformation de la molécule dé­
glycosylée, nous avons étudié son activité vis-à-vis des 
réticulocytes de Lapin, et ainsi apporté la preuve directe de la 
non-intervention du glycanne dans l'interaction de la sérotrans­
ferrine avec le réticulocyte. 

Par la suite, la découverte de récepteurs de la sérotrans­
ferrine sur un nombre considérable de cellules, nous a amené à 
changer de cellule - cible. En effet, si la structure primaire de 
la sérotransferrine humaine est maintenant bien connue, Mac 
Gillivray ~ ~ ( 1983) pour la partie p1·otéique et Spik ~ ~ 
( 1974, 1985) pour la partie glucidique, nous ne savons toujours 
pas à quoi servent réellement ses glycannes, ni pourquoi dans 
certaines affections pathologiques du foie, le taux des variants 
portant des glycannes triantennés augmente de manière non négli-
geable (Spil~, 1982). 

Nous avons montré que cette augmentation est encore plus 
considérable, dans le sérum des femmes enceintes prés du terme, 
en relation avec l'augmentation du taux de la sérotransfe1·rine 
plasm~tique. Aucune étude n'ayant encore été réalisée, sur l'in­
teraction des variants glycanniques de la sérotransferrine humai­
ne avec des cellules humaines, nous avons voulu relier l'augmen­
tation de leur taux aux besoins en fer accrus du foetus au cours 
de la gestation. Nous avons recherché la présence éventuelle d'un 
autre récepteur de nature lectinique, pouvant justifier d'une 
fonction biologique de ces variants dans le transport du fer au 
placenta. 

Ce mémoire se compose de deux parties 

- Le chapitre consacré aux généralités, qui 
tiel des connaissances acquises au cours de ces 
années sur la structure des sérotransferrines et 
avec les récepteurs membranaires. 

fournit 
dix 

l'essen­
dernières 

leur interaction 

- Le chapitre 
les principaux 
études dont nous 

consacré à nos travaux personnels, qui rapporte 
résultats que nous avons obtenus au cours des 
venons de retracer les grandes lignes. 



GENERALITES 



-1-

INTRODUCTION 

I. REPARTITION DU FER DANS L'ORGANISME 

Le fer, métal indispensable à la vie, joue un rôle important 
dans le transport physiologique et le stockage de l'oxygène molé­
culaire, dans le métabolisme oxydatif d'un trés grand nombre de 
composés, dans l'hydroxylation de nombreux métabolites, dans le 
processus de transfert des électrons et dans la décomposition ou 
l'utilisation de l'eau oxygénée. 

Il est pondéralement le plus important des métaux lourds dans 
l'organisme. Un adulte moyen de 70 kg possède approximativement 4 
g de fer (Moore et Brown, 1969 ; Frieden et Osaki, 1974). La répar­
tition du fer est résumée dans le Tableau I p. 2 Plus des deux 
tiers du fer servent à transporter l'oxygène dans les tissus par 
l'intermédiaire de l'hémoglobine et à stocker cet oxygène dans 
les tissus par l'intermédiaire de la myoglobine. 

Une importante proportion du fer est stockée dans les cellules 
sous forme de ferritine ou d'hémosidérine , et ceci essentielle­
ment dans les cellules réticula-endothéliales de la rate, du foie 
et de la m~elle osseuse, mois aussi dons les cellules parenchyma­
teuses.du foie. 

La tr<Jnsferrine ne représente que 0,15 %du fer total, mais 
son rôle est extrêmement important car c'est elle qui prend en 
charge le fer ferrique (qui lui est insoluble dans les conditions 
de pH et de pression en oxygène du sang) et le répartit entre les 
différents tissus. 

II. LE GROUPE DES TRANSFERRINES 

Le terme de transferrine s'applique à une famille de glycopro­
téines fixant le fer,se trouvant dans les liquides physiologiques 
chez les vertébrés (Aisen et Listowsky, 1980) et mis en évidence 
chez les invertébrés ( Huebers rt ~-, 1982; Martin rt ~~ 1983). 
Cette famille comprend 

- La sérotransferrine ( sidérophiline) dont 1 'existence a été 
soupçonnée dans le plasma par Barkan ( 1927), puis isolée et puri­
fiée par Schade et Caroline ( 1946) 1 Laurel! et Ingelman ( 1947) en 
tant que transporteur spécifique du fer. 

- L'ovotronsferrine (conalbumine), se trouvant dans le blanc 
d'oeuf d'oiseaux, soupçonnée par Osborne ( 1899) ,et isolée en 1944 
par Schade et Caroline en tant que protéine fixant le fer. 

-La lactotransferrine (lactoferrine), présente dans le lait 
de mammifères ainsi que d<Jns de nombreux autres liquides de se­
crétion 1 a été isolée 6 partir du lait de femme par Montreuil et 
Mullet( 1960); Montreuil ~ ~.( 1960), et par Johansson( 1960). 



T,~BLEAU I 

REPARTITION OU FER DANS L'ORGANISME 
HUMAIN ADULTE 

COMPOSES RENFERMANT OU FER 

NOM NATURE 

HEMOGLOBINE PROTEINE 
HEMINIQUE 

MYOGLOBINE PROTEINE 
HEM INIQUE 

3+ 

FER ( % OU 
FER (G) TOTAL) FONCTION 

2,6 65,9 TRANSPORT DE 
L'OXYGENE DANS 
LE SANG 

0,13 3,3 STOCKAGE DE 
L'OXYGENE DANS 
LE MUSCLE 

FERRI TINE Fe - PROTEINE 0,52 13,2 STOCKAGE DU FER 
DANS LA PLUPART 
DES CELLULES 

HEMOSIOERINE Fe - PROTEINE 

3+ 
TRANSFERRINE Fe - PROTEINE 

ENZYMES PROTEINES 
HEMINIQUES ET 
NON HEMINIQUES 

0,48 12,1 

0, 006 0, 15 

0,01 0,2S 

STOCKAGE DE 
L'EXCES DE FER 

TRANSPORT DU 
FER 

OXYDATION, AUTRES 
ENZYMES 

NON IDENTIFIES POUR LA PLUPART 0,2 5 
DES PROTEINES 

PROBABLEMENT DES 
ENZYMES OU DES 
PROTEINES UTILES 

TOTAL 3,95 99,9 



Les tronsferrines 
propriétés: 

poss~dent en commun un certoin nombre de 

- ce sont des glycoprotéines monocaténaires de masse moléculaire 
voisine de 8D kDa (kilo Dalton) 

- elles fixent réversiblement deux ions 
spécifiques par l'intermédiaire d'un ion 
site en développant une coloration rose 
d'absorption se situe à 465 nm ; 

Fe+++ sur 
bicarbonate 
saumon dont 

deux sites 
pour chaque 
le maximum 

- elles sont constituées de deux domaines structuraux possédant 
chacun un site de fixation du métal 

- elles 
primaire 

- elles 

présentent de nombreuses homologies dans leur structure 

assurent le transport du fer jusqu'~ une cellule-cible 
en reconnaisant un récepteur spécifique 

- elles possèdent une activité bactériostatique. 

De nombreuses revues générales ont été consacrées ces dernières 
années à la structure et ~ la fonction des transferrines (Aisen 
et Listowski, 198D; Morgan, 1981; Chasteen, 1983a; Montreuil ~ ~·, 
1985; Brock, 1985) décrivant en détail les aspects concernant la 
synthèse, le catabolisme, les problèmes cliniques et l'activité 
bactériostatique de toutes les classes de transferrine. 

Dans la première partie de ces généralités nous développerons 
l'essentiel des connaissances se rapportant ~ la structure et la 
conformation des parties protéique et glycannique et des sites de 
fi~ation du fer de la sérotransferrine bien que la plupart des 
connaissances aient été acquises par comparaison des trois 
classes de la famille des transferrines. 

Dans la deuxième partie se rapportant à la fonction biologique 
nous nous intéressei'ons essentiellement à l'interaction de la 
sérotransferrine avec ses cellules-cibles. 
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LOCALISATION DE LA SEAOTAANSFEAAINE 

La majeure partie de la sérotransferrine , environ 60 % est 
présente dans le plasma , les 40 % restant se répartissent entre 
la lymphe et les espaces extra-circulants. 

I. CONCENTRATION DE LA SEROTRANSFERRINE DANS LE PLASMA 

Les concentrations en sérotransferrine du plasma varient peu 
en fonction de la taille de l'espèce (Aegoeczi et Hatton,1980) et 
tournent autour de 2,5 à 3,5 g/1 à l'exception du Chien et du 
Cochon d'Inde, chez qui elles sont plus élevées. Chez l'Homme, la 
concentration moyenne est de l'ordre de 3 g/1 , mais peut varier 
suivant les individus de 2 à plus de 4 g/1. 

Le taux de sérotransferrine est légèrement plus élevé chez les 
femmes, environ 8 % , que chez les hommes et ne varie pas en fanc 
-tian de l'âge (Herbe th ~ ~-, 1983), le taux normal étant atteint 
dès l'âge de deux ans (Bonnet~~- ,1978). Chez le nouveau-né la 
concentration en sérotransferrine ne représente que 58 % o 71 % 
de celle de l'adulte , et chez la femme enceinte elle augmente 
considérablement de 37 à 70% (Vahlquist ~ ~-, 1975). 

Le. taux de sérotransferrine diminue d'environ 17% dans les 
cas de cirrhose alcoolique (Nalpas ~ ~- ,1980 ; Teppo et Maury, 
1983) ce qui donne une valeur moyenne d'environ 2,5 g/1. Cette 
diminution est sans doute due à une inhibition de la synthèse de 
la·transferrine par l'éthanol qui s'est transformé en acétaldéhy­
de dans l'hépatocyte (Lieber,1980), et à une inhibition de la se­
crétion de la transferrine et des autres glycoprotéines plasmati­
ques ( Sorell ~ ~-, 1983 ) . La cirrhose alcoolique entraine 
d'ailleurs une hémochromatose, qui consiste en une augmentation 
du taux de saturation en fer de la sérotransferrine plasmatique 
et en une hypersidérémie hépatique. 

II.SYNTHESE ET CATABOLISME DE LA SEAOTAANSFEAAINE 

Le taux de renouvellement de la sérotransferrine est de 10 % 
par jour et sa demi-vie de 8 jours, alors que le "turn-over" du 
fer est de 100 minutes La plus grande partie de la sérotranfer­
rine est synthétisée par le foie (Morgan, 1981a) mais de nombreux 
tissus sont aussi capables de la synthétiser , tels que la rate 
( Phillips et Thorbecke, 1966), le macrophage péritonéal ( Haurani ~ 
~-, 1973; Custer ~ ~-, 1982), les cellules de la glande mammaire 
(Morgan, 1981 a), les cellules de Sertoli (Skinner ~ ~-, 1984) ,le 
muscle, les lymphocytes et le cerveau (Lev in ~ ~-, 1984). Le foie 
est aussi le site majeur du catabolisme de la sérotransferrine 
cependant Morell et al.,( 1971) ont constaté que lè! sérotransfer­
rine présentait u~c~ particulier dans l'élimination des asialo­
glycoprotéines circulantes.Cette question sera abordée dans l'in­
teraction avec les hépatocytes. La revue générale de Morgan 
( 1981 a) décrit en détail lo synthèse et le catabolisme de la sé­
rotransferrine. 
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STRUCTURE ET CONFORMATION DE LA PARTIE PROTEIQUE 

DES SEROTRANSFERRINES 

I STRUCTURE PRIMAIRE DES SEROTAANSFERRINES 

A. Messe moléculeire 

L'échelle des masses moléculaires des sérotransferrines de dif­
férentes espèces, citées dans la littérature, s'étale de 41 à 94 
kDa (Bobak ~ ~·, 1983). Les valeurs les plus récentes sont com­
prises entre ?4 et 80 kOa. Ces valeurs ont été déterminées pour 
lo pluport por des méthodes physiques qui ne permettent d'obtenir 
que des masses apparentes. 

A l'heure octuelle, lo connaissance de la séquence peptidique 
complète de certaines transferrines permet de calculer une voleur 
beaucoup plus exacte de leur masse moléculaire . Ainsi la masse 
moléculaire calculée de la sérotransferrine humaine, qui est 
constituée d'une seule chaîne peptidique de 6?9 résidus d'acides 
aminés et de deux glycannes biantennés est de ?9,5?0 kOa (Mc 
GilliVray li~·, 1983). 

8. Séquence peptidique dea sérotransfarrinea 

1. Sérotransferrine humaine. 

·La détermination de la séquence peptidique de la sérotransfer­
rine humaine, par coupure des liaisons méthionyles au bromure de 
cyanogène, a été entreprise en 196? par Jeppson , par Sutton et 
Brew en 19?4 et par Charet en 19?5. La structure définitive a 
été réalisée par Mac Gillivray ~ ~· ( 1982 , 1983) et est donnée 
dans la Fi2. 1, p.6 Cette structure a été confirmée par l'étude 
de la séquence d'un mANA de foie humain, responsable de la synth­
èse de la sérotransferrine, isolé par Uzan ~ ~.( 1984) et codant 
pour les résidus 403 à 6?9 ,et la séquence du eDNA (Yang~~ 
1984) Les différences entre ces deux séquences sont mineures et 
portent sur la transformation des résidus Asn 41? en Asp, Glu 
512 et 653 en Gln, Pro 539 en Thr 542 en Pro et Glu 6?2 en Gly. 
Les structures des deux autres transferrines séquencées ont été 
mises à titre de comparaison. 

2. Autres sérotransferrines 

Très peu d'études ont été réalisées sur les autres sérotrons­
ferrines les seuls résultats cités dans la littérature concernent 

' ,1 les sequences N-terminales de différentes sérotransferrines et 
les séquences peptidiques au voisinage du point d'attache des 
glycannes, qui sont rassemblées dans le Tableau II, p.?. 

Les séquences N-terminales des différentes sérotransferrines 
présentent une très grande homologie , tant dans la nature que 
dans la position des acides aminés. Les séquences au voisinage du 
point d'attache ne montrent pas d'homologie ~ l'exception de la 
séquence code Asn-X-Ser/thr, et seront discutées dans le paragra­
phe I-E p.10. 
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ORIGINE 

HOMME 1 Va 1 1 

LAPIN 1 Vol 1 

RAT 1 Va 1 1 

PORC 1 Va 1 1 

MOUTON Ser 

BOEUF Asp 

HOMME A sn 

PORC A sn 

HOMME A sn 

PORC A sn 

BOEUF A sn 

-a 
- Th:-

-l?rol 

-IP:-ol 

-IProl 

-jProj 

T ABLEA·U II 

Séquences peptidiques N-terminales, et au voisinage du point 
d'attache des glycannes, des sérotransferrines de plusieurs 
éspèces animales 

-----
S~QUENCE PEPTIOIQUE Références 

N - Terminole 

- Asp - Lys - Th:- - [ Arg l-IT rp 1- 1 Cys 

-EJ- Lys - Thr -,V.:~l - Asn -~Trp~-~Cys 

- Asp -~Lys - Thr - Val - Lys - Trp - Cys 

-IGl:l- Ly' -rhc 
-IGlui-!Ly'- Thc~-~-[]-El 
-jGlul- Arg -IThrl- Val - Arg 

Moc Gillivray ~ ~· ( 1982, 1983) 

Heaphy et Williams ( 1982) 

Schreiber et al. ( 19?9) 

Graham et Williams ( 19?5) 

Guerin li ~· ( 19?5) 

Brockg_!_ ~· ( 1980) 

au voisinage du point d'attache 
TYPE A. 

( CHO) - Lys - Ser - Asp - A sn - Cys 

( CHO) - Arg - Ser - Leu - Thr - Val 

TYPE 8. Graham et Wi 11 iams ( 1 9?5) 

( CHO) - Val - Thr - Asp - Cys - Ser 

( CHO) - Ser - Ser - Ser - Al.:~ - Phe 

( CHO) - Ser - Ser - Leu - Gln - Thr 

-...J 
1 
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C. Homoloaies des séquences peptidiques des 
tronsferrines 

La superposition des moitiés N et C-terminales de choque 
transferrine montre de grandes homologies de séquence , 41 % dons 
la sérotransferrine humaine, 37 % dans la lactotransferrine hu­
maine et 33% dans l'ovotransferrine de poule. Mc Gillivray et 
Brew dès 1975, avaient remarqué une grande homologie interne des 
séquences des deux parties de la chaîne peptidique de la séro­
transferrine humaine, et avaient émis l'hypothèse de la dupli­
cation d'un gène ancestral, responsable de la synthèse de la 
protéine. Au vu des nouveaux résultats concernant la structure 
primaire de la sérotransferrine, Mac Gillvroy ~ ~., en 1977, 
suggéraient l'hypothèse d'une quadruplication du gène ancestral. 

O. Emplacement des ponts disulfures 

Aucune des transferrines séquencées n'a montré l'existence 
de résidus de cystéine, excluant donc la présence de groupements 
thiols libres. La connaissance de la position des ponts disulfures 
est indispensable ~ la compréhension de la conformation de la 
protéine. 

La position des ponts disulfures de la sérotransferrine hu­
maine n'a pu être réalisée que par l'étude comparée des trois sé­
quences. L'ovotransferrine est la plus connue, sur ses 15 ponts 
disulfures 10 ont été positionnés avec certitude par Elleman et 
Wiliams ( 1970). Il existe 6 ponts dans la moitié N-terminale, nu­
mérotés de 1 N ~ 6 N, et 9 dans la partie C-terminale, numérotés 
de 1 C à 9 C. La position hypothétique des ponts de la partie C­
terminale àaété réalisée par analogie entre les moitiés N- et C­
terminales. 

La même numérotation a été reprise pour la sérotransferrine, 
qui possède le plus grand nombre de ponts disulfures , 19 dont 6 
seulement ont pu être localisés avec certitude (Mac Gillivray ~ 
~.,1983). La position des autres ponts a été déterminée par ana­
logie avec les deux autres transferrines Sur les quatres ponts 
supplémentaires par rapports~ l'ovotransferrine (3 par rapport à 
la lactotransferrine), il en existe deux dans la partie N-termin­
ale le 10 Net le 11 N, et deux dans la partie C-terminale le 
12 C et le 13 C. 

La position des ponts disulfures de la sérotransferrine est 
montrée dans la Fig 2, p.9 sur un modèle en ficelle inspiré de 
Williams~~.( 1982) pour l'ovotransferrine.Les ponts 1 à 6 sont 
très conservés dans les deux moitiés de la sérotransferrine et le 
pont 10 N est en position homologue du pont 7 C. 

La présence de 4 ponts supplémentaires , dans la partie C­
terminale de la sérotransferrine en position non homologue de la 
la partie N-terminale les ponts 8 C , 9 C , 12 C et 13 C rend 
cette région beaucoup plus rigide et compacte que la partie N­
terminale. La disposition des ponts disulfures sur les parties N­
et C-terminales indique clairement que la sérotransferrine est 
constituée de deux domaines indépendants Les preuves cristallo­
graphiques et chimiques de l'existence des deux domaines seront 
developpées dans le paragraphe conformation. 
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c 

Figure 2 Représentation de la molécule de sérotransferrine 
humaine selon un modèle "en ficelle" inspiré de Williams li 
~-C 1982) montrant l'existence des deux domaines, la position 
des ponts disulfures et la position des glycannes 

c:J ponts di sulfures communs aux trois transferrines 
séquencées 

_. ponts disulfures supplémentaires de la sérotransferrine 

,-CHO: Emplacement des glycannes. 
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E. Emplaoam~nt d11 alyo~nn•• des slrctronsferrines. 

Dans la sérotronsferrine humaine, deux séquences Asn-X-Thr/Ser 
codant pour la N-glycosglation ont été observées les deux sont 
glycosylées ( Asn 413 et Asn 611 ) . La fig.2 (p.9) montre que les 
deux glycannes de la sérotransferrine humaine sont en fait placés 
très près l'un de l'autre dans l'espace. Cette localisation rap­
prochée pourrait expliquer la grande résistance de la partie c­
terminale à la protéolyse,par la surface couverte par les glycan­
nes. Ce point sera discuté plus en détail p.19. 

Les séquences des acides aminés au voisinage du point d'attache 
des glycannes de diverses transferrines sont différentes comme le 
montre le Tableau II, p. ? Graham et Williams ( 19?5) ont classé 
ces séquences en deux types, suivant la nature du résidu en posi­
tion X dans la séquence Asn(CHO)-X-Thr/ser: le type A posséde un 
acide aminé basique et le type 8 un acide aminé aliphatique. 

F. Polymorphisme des tronsferrines 

1. Polymorphisme ~ ~ sérotransferrine humaine 

Le polymorphisme de la sérotransferrine humaine a été mis en 
évidence par Smithies ( 195?) par électrophorèse bidimensionnelle 
en gel d'amidon.Il montre qu'en plus de la bande habituelle de la 
sérotransferrine désignée par la lettre C,il existe dans certains 
sérums une bande supplémentaire, de migration plus rapide ( bande 
8), ou plus lente ( bande 0 ) toutes deux identifiées à la séro­
transf~rrine. Chacune de ces bandes 8 et 0 présente, en outre, 
des variations de mobilité. On connaît environ 22 variants géné­
tiques de la sérotransferrine humaine. Tous ces variants fixent 
deux atomes de fer, présentent les mêmes réactions immunologiques 
et -possèdent une teneur en acide sialique identique ainsi que la 
même constante de sédimentation. 

La forme la plus commune est la sérotransferrine C trouvée dans 
chaque population commme la forme prépondérante Deux variants 
atteignent des fréquences non négligeables,le variant D1 chez les 
Africains et le variant D-Chi chez les populations orientales. 
Les variants génétiques se différencient par des modifications 
ponctuelles de certains acides aminés dont la position exacte a 
été déterminée par Mac Gillivray ~ ~- 1983). La séquence pepti­
dique de la partie C-terminale déduite de la séquence du eDNA 
(Uzan et al., 1984) montre trois différences avec la séquence de 
Mac Gilli~ay Pro ( 539), Thr ( 542), et Gly ( 6?2) qui pourraient 
être attribuées au polymorphisme de la sérotransferrine. 

Aucune étude n'a été réalisée sur la partie glycannique de ces 
variants génétiques à l'exeption des acides sialiques. 

2. Polymorphisme des autres sérotransferrines 
animales. 

Des études ont été réalisées sur les variations génétiques des 
sérotransferrines dans d'autres espèces de vertébrés, essentiel­
lement chez les Primates, ou plusieurs formes de transferrines 
ont été mises en évidence (Wang ~ ~·, 1966). Il semblerait que ce 
polymorphisme se retrouve dans d'autres espèces, par exemple chez 
les Bovins la sérotransferrine présente une hétérogénéité électre 
phorétique (Ashton, 1958) .qui ne provient pas de la par·tie glycan­
nique (Hatten ~ ~-, 19??) .Des variants génétiques ont aussi 
été mis en évidence dans la sérotransferrine de Cheval(Glasnak et 
Jarolimova, 198D;Chung et Mc Kenzie, 1985) 
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II. CONFORMATION DE LA SEROTRANSFERRINE 

A. Dimensions da lo sârotronsfarrine 

Les mesures, effectuées en diffusion de neutrons par Mortel et 
~.( 1980), présentent la sérotransferrine humaine comme un ellip­
soïde de révolution dont la dimension des demi-axes est de 46,6x 
46,6 x 15,8 ~ et le volume de 144 x 45 x 10 a 

L'étude des paramètres hydrodynamiques de la molécule par 
Rosseneu-Mortreff ~ ~-, ( 1971) , montre que le rapport des axes 
varie en fonction de la saturation en fer passant de 3 pour la 
forme apo ~ 2 pour la forme saturée. 

8. Structure secondaire de la sérotransferrine. 

La sérotransferrine humaine posséde 17 ~ 21 %d'hélice a (Nagy 
~ ~-, 1972;Tomimatsu et~-, 1972;Ventura ~ ~-, 1973;Mazurier et 
~-, 1976) .Le taux de structure 13 est plus imprécis et varie de 40 
~ 68 %, le reste étant constitué de structure non organisée. 

La fixation du métal n'entraîne pas de variation de la struc­
ture secondaire de la chaîne protéique dans la sérotransferrine. 

C. Structure tertiaire de la sérotronsferrine 

Les homologies de séquences entre les moitiés N- et C-termino­
les et la disposition des ponts disulfures des transferrines ont 
fait suggérer à de nombreux auteurs l'existence de deux domaines 
struc~uraux indépendants dans les transferrines La mise en évi­
dence de ces deux domaines s'est effectuée par deux voies diffé­
rentes:les études de cristallographie aux rayons X et l'isolement 
de fragments après protéolyse ménagée. 

_1_. Données cristallographiques 

La sérotransferrine de Lapin est la première transferrine ~ 

avoir été cristallisée et les paramètres cristallographiques de 
la protéine saturée en fer ont été déterminés par Al Hilal ~ ~­
( 1976), puis par Gorinsk.y ~ ~- ,( 1979). Ces derniers auteurs ont 
construit un modèle moléculaire (Fig. 3, p. 12 selon lequel la 
glycoprotéine aurait les dimensions suivantes 95 x 60 x 50 a et 
apparaîtrait nettement constituée de deux parties de volume sen­
siblement identique Chacun de ces lobes , dont les axes forment 
entre eux un angle de 30 ° 1 est creusé d'une cavité tournée vers 
l'axe de symétrie de la molécule. 

Abola ~ ~.( 1982) ont aussi réalisé des études aux rayons X de 
l'ovotransferrine de Poule, à 5 a de résolution, et confirmé une 
structure bilobale, comme pour la sérotranferrine de Lapin, avec 
deux domaines indépendants apparaissant comme une région globu­
laire. Un des sites de fixation du fer serait situé près de la 
surface de la protéine. 

2. Isolement des domaines structuraux des 
transferrines 

Le premier isolement d'un fragment fixant le fer de 35 kDa, 
dérivé de la moitié N-terminale de l'ovotransferrine de Poule sa­
turée en fer à 30 %, a été réalisé par Williams ( 1974) par hydro­
lyse trypsique et chymotrypsique L'hydrolyse par la subtilisine 
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Modèle moléculaire de la sérotronsferrine de Lapin 
construit par Gorinsky et al. ( 19?9) d'après les 
données cristallographiques. 



- ·------------·- --...:.-.. -.,;._,_ ___ . .. --· --·· --~--

-13-

de 1 'ovotransferrine diferrique, a amené Williams ( 1975) èl isoler 
un autre fragment fixant le fer, de 35 k.Da, provenant cette fois­
ci, de la moitié C-terminale L'isolement simultané des domaines 
de l'ovotransferrine de Poule a été réalisé par Keung et al( 1982) 
en utilisant la subtilisine immobilisée. Les deux fragments .ainsi 
obtenus ont une masse moléculaire de 40 kOa. 

Ces expérimentations ont été étendues à la sérotransf'errine 
humaine. Evans et Williams en 1978, par hydrolyse trypsique de la 
sérotransferrine saturée en fer à 30 %, soit sur le site N-termi­
nal, soit sur le site C-terminal obtiennent respectivement deux 
fragments de 36 kDa et 43 k.Da.Lineback-Zins et Brew ( 1980) ne li­
bèrent par la thermolysine, que la partie N-terminale de la séro­
transferrine humaine diferrique. 

Les deux lobes de la sérotransferrine bovine ont été 
par Brock et Arzabe ( 1976 a,b) par hydrolyse trypsique 
kOa pour les parties N- et C-terminales. 

obtenus 
32 et 36 

La sérotransferrine de Lapin a été coupée en deux par Heaphy 
et Williams ( 1982) par la chymotrypsine. 

Esparza et Brock( 1980) ont réussi o couper par la trypsine, les 
différentes sérotransferrines diferriques, d'Homme, de Lapin, de 
Boeuf, de Cochon et de Cheval, quoiqu'avec de très faibles rende­
ments pour la sérotransferrine de Lapin. 

On peut dire en conclusion, que la présence d'une gronde homo­
logie.de séquence entre les moitiés N-et C-terminales des trans­
ferrines, et la localisation des ponts disulfures associées aux 
données cristallographiques et à la possibilité de couper en deux 
toutes les transferrines, démontrent bien l'existence de deux 
lobes de taille sensiblement voisine, possédant chacun un site de 
fixation du fer. 

----- .. 
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STRUCTURE ET CONFORMATION DE LA PARTIE 
GLYCANNIQUE DES TRANSFERRINES 

I. STRUCTURE COVALENTE DES GLYCANNES 

A. Structure dea glyc~nnea de 1~ aérotr~naferrine 

L~ nature glycoprotéinique de la sérotransferrine humaine a 
été reconnue par Schultze ~ ~.( 1958). Deux glycannes liés a la 
protéine par une liaison du type N-(~ aspartyl)-N-acétyl-gluco­
saminyl-aminique ont été identifiés par Spik ~ ~.( 1965). 

Les glycannes de la sérotransferrine humaine sont de type N­
acétyl lactosaminique et peuvent être biantennés, ( Spik ~ ~., 
19?4 a,b Montreuil, 1975; Montreuil et Spik, 1975; Dorland rt 
~1977) ou triantennés ( Debruyne ~ ~·, 1984 ; Spik et ~-, 
1985). La présence d'un glycanne de structure tétraantennée a été 
envisagée par Marz ~ ~- ( 1982), puis identifié par Spik ~ ~· 
( 1985) dans une proportion de l'ordre de 5 %. 

La structure de ces glycannes est donnée dans la Fig. 4 p. 15 

8. Structure de la partie glycannique des autres 
sérotransferrines 

·Le Tableau III,p.16 donne les compositions molaires en gluci­
des des sérotransferrines d'un certain nombre de mammifères, et 
montre qu'il existe un grand désaccord sur le nombre de glycannes 
de chaque sérotransferrine, dO en partie ~ la non homogénéité 
des fractions étudiées. Dés 1974, Hatton ~ ~-, avaient postulé 
que les sérotransferrines de Boeuf, de Porc, de Lapin et et de 
Chien ne contenaient qu'un seul glycanne par opposition aux séro­
transferrines d'Homme et de Babouin qui en renfermaient deux. 

Les travaux récents de Codeville ( 1987) réalisés au Laboratoi­
re montrent que les glycannes sont essentiellement de nature bi­
antennée. 

II. CONFORMATION DES GLYCANNES DE TYPE N-ACETYL 
LACTOSAMINIQUE 

Les différents types de conformation des glycannes sont repré­
sentés dans la Fig. 5, p. 18 

A. Conformation an "Y" 

La première image d'un glycanne a été donnée par Montreuil 
( 1975) après construction du modèle moléculaire du glycanne bian­
tanné de la sérotransferrine humaine. 

La conformation en "Y" fut proposée pour tenir compte des ponts 
hydrogènes qui la stabilisent. 
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NcUAc(02-G)Gal(!31-4)GlcNAc(Bl-2)Man(ol-G) 
. ~ 

~Man(!31-4)GlcNAc(!31-4)GlcNAc(Bl)Asn 

NcUAc(02-G)Gal(B1-4)GlcNAc(Bl-2)Man(01·3) 

NcUAc(02-G)Gal(!31-4)GlcNAc(G1-2)Han(Ol-6)~ 

~Man(81-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(B1lAsn 

HcuAc(02-G)Gal(Bl-4)GlcNAc(Bl-2)Man(ol-3) 

NcuAc (02-3) Gal ( !31-•1) GleNAc ( B 1-4) / 

NcUAc(a2-3)Gal(Bl-4)GlcNAc(Bl-6)"' 

NcUAc (02-G) Gal (!31-4) GleNAc (81-2) Man (al-6)~ 

Man(Bl-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(8l)Asn 

NcuAc(a2-G)Gal(Sl-4)GlcNAc(!31-2)Man(a1-3)~ 

Gal(Sl-4)GlcNAc(Sl-G)"' 

Gal ( !3 1-4) GleNAc ( !3 l-2) Han (al- 6) 

)Mon (3!-•1 l GloNAo ( 31-<; GloNAo ( 31) A sn 

Gal(Bl-4)GlcNAc(Sl-2)Man(O.l-J) 
. / 

(Gal(Sl-4))GlcNAc(Gl-4) 

., 

j 
J 

'' ! . 

Figura 4 Structure des glyconnes de 
(Spick !Ü_ ~-, 1973; 1974 
Dorland ~ ~- 1977; Marz 

la sérotransferrine humaine j 

1975; 1982; 1985 .:1· 
rt ~- , 1982)) . 

1 

1 
1: 

1 
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TABLEAU III- COMPOSITION MOLAIRE EN GLUCIDES DES SEROTRANSFERRINES 

DE DIFFERENTES ESPECES DE VERTEBRES 

MONOSACCHAR 1 DES 

(a) 

Gal 2 

Man 3 

GleNac 3,4 

Neu-Ac 2 

Fuc 1 

NOMBRE DE GROUPEMENTS 
GLYCANNIQUES EMIS EN 1 
HYPOTiiESE PAR LES AUTEURS 

~-

(a) HUDSON ET AL., 1973 
(b) GRAHAM ET WILLIAMS 1975 
(c) HATTON, REGOECZI ET WAUR, 1977 

(d) WILLIAMS 

( e) SPIK 

BOEUF 

(b) ( c) 

6,2 2 

7,2 3 

8,8 3,3 

2 2 et 

2 0, 13 

2 1 

PORC D-iEVAL POULET 

(a) (b) (a) ( d) 

8 3. 1 6 3,5 

9 4,3 4 1 • 8 

14 5,6 9 5,7 

3 7,8 2 4 1 , 7 

3,4 1 2 1 

4 1 2 1 

LAPIN 

(a) 

5 

4 

5·6 

4 

2 

2 

HOMME 

( e) 

4 

6 

8 

3 ou 4 

2 

CT\ 
1 

l' 
1 
1 

1 

1 

1 
1 

i 

f' 

~~ 
--'·-:-:;:.::_-_ _:-_; _________ ~------------~~-~·---.:..----s..~----.:-·- ... _...._~_ ......... ~ . ..;. ........... ~__.._-· .. -~ .. -------· 
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La conformation en "Y" a été modifiée, par la suite, afin de 
tenir compte des résultats obtenus par diffraction des rayons X 
sur des cristaux de trisaccharide Man (a 1,3) Man (13 1,4) GleNac 
(Warin ~ ~-, 19?9) et la conformation en "T" a été proposée par 
Montreuil et Dl. ( 19?8) et Montreuil ( 1980 a). Dans cette confor­
mation , 1...--;;-ntenne en (a 1-3) serait disposée perpendiculairement 
à 1 'antenne bt'anchée en (a 1-6). 

C. Conformation en "oiseau" 

La conformation en " oiseau " a été suggét'ée plus tard , par 
Montreuil ( 1980 b, 1982, 1983) , Deisenhofer ( 1981), Bock et ~­
( 1982) et Sutton et Phillips ( 1983). Cette conformation est obte­
nue par une large rotation de la branche autour de la liaison (a-
1-6) du mannose, qui oblige les antennes ~ prendre deux direc­
tions opposées. Selon Douy ~ ~- ( 1980 a, b) ces trois confor­
mations en "Y" "T" et "oiseou sont interconvertibles en solu­
tion. La flexibilité des antennes dans l'espace a été démontrée 
par les études en R.P.E. de glycopeptides porteurs d'un marqueur 
de spin sur les résidus d'acide sialique ou de galactose réali­
sées par Oavoust ~ ~- ( 1981) et Michel ( 1981). 

Cependant la conformation en "oiseau" est fovorisée 
glycanne est lié ~ une chaîne peptidique supérieure à 7 
qu'à des concentrations plus élevées (Douy~~-, 1980 
lo base de résultats non publiés de Perez et Worin, 
( 1982, 1983) cite aussi cette conformation comme étant 
queme~t la plus favorable et stériquement possible. 

O. Conformation en "aile brisée" 

quand le 
kDa ainsi 
a,b). Sur 
Montreuil 
énergéti-

----------., 

Dans cette conformation pt'oposée par Montreuil ( 1984 a,b) sur 
la base des t'ésultats de Brisson et Carver ( 1983 a;b) et Meyer 
( 1983), la branche liée en (a 1-6) subit une plus grande rotation 
qui la rabat contre le noyau du glycanne. Cette dernière confor­
mation est fortement stabilisée dans le cas de la lactotransfer­
rine humaine, par la présence de quatre groupements méthyls hy­
drophobes (deux résidus de N-acétyl glucosamine et deux de fucose) 
sur la branche liée en (a 1-6) qui deviennent ainsi confluents et 
peuvent interagir avec des parties hydrophobes de la chaîne pep­
tidique (Montreuil, 1984, a,b). 

E. Conforml!!ltion en "perepluia" 

Sur les bases de la conformation en "oiseau", Montreuil ( 1980b 
, 1982, 1983) propose une structure en "parapluie" pour le glycanne 
portant des branches supplémentaires sur les mannoses (a 1-6) et 
(o 1-3). Dans cette conformation toutes les antennes sont dispo­
sées perpendiculairement dans le même plan , et sont parallèles à 
la surface de la protéine avec laquelle elles peuvent interagir 
par des liaisons ioniques ou hydrogènes. 

La comparaison des dimensions relatives des glycannes et de la 
partie protéique de la transferrine a été réalisée par Montreuil 
(1983). Le schéma de la Fig.5F (p.18) montre, qu'en comparant les 
dimensions d'un glycanne biantenné possédant une conformation en 
"oiseau" = 55 x 24 x 5 A (Douy ~ ~-, 1980 a , b) à celle de la 
protéine (Gorinsky ~ ~., 19?9) pour la transferrine de Lapin-
95 x 60 x 50 A le glycanne couvre une surface de 200 A 
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95 x 60 x 50 .& le glycanne couvre une surface de 200 .& 

Selon Montreuil ( 1983; 1984 ~i b) le m~squ~ge import~nt de 1~ 

protéine par les glycannes surtout dans les glycoprotéines pos­
sédant plusieurs glycannes de type polyantenné, expliquerait leur 
résistance aux protéases, et leur faible antigénicité. En regar­
dant la position des deux glycannes de la sérotransferrine humai­
ne sur le modèle de la Fig.2, p.9, nous constatons qu'ils sont 
très rapprochés, et doivent couvrir une surface très importante 
du lobe C-terminal. 

III. LES VARIANTS GLYCANNIQUES DES SEROTRANSFERRINES 

A. Les vorionts glyconniques de lo sérotronsferrine 
humaine 

Nous avons vu précédemment que les deux glycannes sont liés 
sur les asparagines 413 et 611 des domaines CD1 et C03. 

Spik g_t ~.( 1974) positionnent le glycanne triantenné sur le 
deuxième site de glycosylation. Ensuite, Hatten g_1_ ~.( 19?9) mon­
trent que le glycanne triantenné peut se trouver soit sur le pre­
mier, soit sur le second site de glycosylation. Ces mêmes auteurs 
isolent d'ailleurs deux variants glycanniques triantennés de la 
sérotransferrine humaine par chromatographie d'affinité sur une 
colonne de lectine hépatique de Lapin immobilisée, ces deux vari­
ants contenant chacun un glycanne bi- et un glycanne triantenné. 

Ba_yard et Kerckaert ( 1980, 1981) et Kerck~ert et Bayard ( 1982) 
sur la base de résultats obtenus sur l'a-foetoprotéine et la tran 
sferrine postulent que seuls des glyc~nnes de structure identique 
peuvent être présents sur une même chaîne polypeptidique.La séro­
trànsferrine humaine ne pourrait porter,d~ns ce cas que deux gly­
cannes biantennés ou deux glycannes triantennés par chaîne. 

Wang g_t ~· ( 19?8) 1 ont séparé la sérotransferrine hum~ine en 
trois pics, par chromatographie d'affinité sur Con A- Sépharose. 
Spik. ( 1982), Debruyne ( 1983) et Oebruyne ~ ~-C 1983, 1984) ont 
réalisé la même séparation et isolé trois fractions désignées por 
leur ordre d'élution 

-Le pic I, non retenu par la lectine, représente 1,5% du total 
-Le pic II, retardé par la lectine, représente 23% du tot~l. 

- Le pic III, retenu par la lectine, représente 75,5% du total. 

Ces fractions analysées en électrophorèse d'immune-affinité 
bidimensionnelle en présence de CanA, ont donné les mêmes profils 
que la chromatographie d'affinité. La nature des glycannes de ces 
fractions et les proportions relatives de chacun d'entre eux ont 
été déterminées d'après les résultats de méthylation. La fraction 
III ne contient que deux glycannes biantennés de type A. La frac­
tion II, renferme 40 % du glycanne biantenné A, 25 % du glycanne 
triantenné B et 35 % du glycanne triantenné C. La fraction I con­
tient 25 % du glycanne triantenné B et ?5 % du glycanne 
triantenné C. 

Il semble qu'il existe bien au moins trois types de sérotrans­
ferrine port~nt respectivement: deux glyconnes biontennés,un gly­
canne biantenné et un glycanne triantenné , deux glyconnes trian­
tennés. La présence de structure tétraantennée, trouvée por M~rz 
et al. ( 1982) et Spik g_1_ ~- ( 1985) suggère 1 'existence d'un 
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quatrième type de sérotransferrine. 

Les données récentes obtenues au Laboratoire , suggèrent que 
l'attachement de ces glycannes peut se faire indifféremment sur 
les deux sites de glycosylation, ce qui porte à neuf, minimum, le 
nombre de variants glycanniques de la sérotransferrine humaine, 
en tenant compte uniquement des elycannes bi- et tri~ntenné~ 
(Fig.6, p. 21 ). 

B. Les variants glycanniques des autres transferrines 

Le polymorphisme glycannique des sérotransferrines a été moins 
étudié dans les autres espèces animales, et essentiellement chez 
le Boeuf, le Cheval, le Rat et la Souris. 

Deux composants de la sérotransferrine de Rat se différencient 
par leur comportement électrophorètique un composant rapide, 
plus acide,F (fast) et un composant lent,S (slow)(Huebers ~~., 
1976 , Young ~ ~·, 1983). Le composant F, longtemps soupçonné 
d'être un variant triantenné est en fait un variant biantenné 
contenant un troisième résidu d'acide sialique greffé sur la 
GleNAc de la branche inférieure (Coddeville, 1987). Une faible 
proportion de ces glycannes est fucosylée en (a1,6) sur la Gle-NAc 
du point d'attache. Il existe aussi une hétérogènéité dans l'ano­
mèrie des liaisons de ce variant possédant trois résidus d'acide 
sialique: NeuAc lié en (a2,3) sur un Gal lié (131,3) de la branche 
inférieure pour l'un des variants, et cette même structure sur 
les deux branches pour l'autre variant. 

La transferrine de Souris isolée du sérum possède un seul gly­
canne de structure biantennée classique alors que la transferrine 
isolée du lait de Souris, possédant des propriétés immunologiques 
communes à celle du sérum , possède un résidu du fucose greffé en 
(a 1,6) sur la glucosamine du point d'attache comme la lacto­
transferrine de Souris ( Leclercq ~ ~-, 1987). 

La sérotransferrine bovine ne possède qu'un groupement 
nique avec deux variants possèdant respectivement deux et 
résidus d'acide sialique (Hat ton ~ ê.l_., 1977). 

glycan­
trois 

La variation électrophorétique , constatée dans la sérostrans­
ferrine de Cheval (variants D et R) serait due~ l'existence d'un 
variant possèdant un glycanne biantenné et d'un variant possè­
dant deux glycannes biantennés ( Stratil ~ ~-, 1984) .Une hétéro­
supplémentaire a été trouvée au niveau de la nature de l'acide 
sialique la présence d'acide N-acétyl,4-D-acétyl,neuraminique 
(Coddeville, 1987). 

C. Conclusion. 

Si les variations glycanniques existent dans les sérotrans­
ferrines de nombreuses espèces animales, l'Homme semble actuelle­
ment être la seule espèce à posssèder des variants glycanniques 
triantennés.On peut se poser la question de la signification bio­
logique de l'existence de tels variants dans la sérotransferrine 
humaine et de la modification de leur taux dans certains cas pa­
thologiques (Spik, 1982). Nous allons tenter de répondre à cette 
question dans la partie réservée à nos travaux personnels. 
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variant I 

y~ y 1 Il 

1 

.· 
variant II 

y y y y 

variant III 

Figure 6 : Les différents variants glyconniques probables de la 
sérotransferrine humaine. 

glycanne triantenné de type C.(branche 
en (131-6) sur le mannose( cx1-6) 

glycanne triantenné de type 8 (branche 
en (131-4 sur le mannose (cx1-3) 

supplémentaire liée 

supplémentaire liée 
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STRUCTURE ET CONFORMATION DES SITES 
DE FIXATION DU FER 

I. NATURE DES METAUX FIXES 

Holmberg et Laurel! ( 194?) ont trouvé que la sérotransferrine 
pouvait fixer le fer et le cuivre mais que l'affinité pour le fer 
était beaucoup plus forte , tandis que le cuivre se fixait préfé­
rentiellement à la céruléoplasmine. Laurel! et Ingelman ( 194?) et 
Surgenor ~ ~- ( 1949) ont rapporté que deux atomes de fer ou de 
cuivre sont fixés par molécule de transferrine. Ces derniers ont 
trouvé que le fer se fixait sous forme d'ion ferrique plutBt que 
de manière covalente et en développant une coloration rouge dont 
le maximun d'absorption est centré à 465 nm . Fraenkel-Conrot et 
Feeney ( 1950) ont obtenu des résultats similaires sur l'ovotrans­
ferrine notant que le cuivre est moins fortement fixé que le fer. 
Ils ont aussi rapporté que le complexe se formait plus rapidement 
en présence de bicarbonate et de citrate. 

---------- ... 

Aisen ~al. ( 1969) ont précisé que le Cr, le Mn et le Co pou­
vaient se fixer spécifiquement sur le site du fer. Il est mainte­
nant connu que la tronsferrine fixe de nombreux outres métaux de 
transition, ainsi que les lanthanides dont voici la liste Cu++, 
Zn++, Yo++, Cr+++, Mn++, Co+++, Ga+++, Hb+++, Er+++, Tb+++, Eu+++ 
Nd+++, Pr+++, Gd+++, (Windle ~ ~·, 1953; Luk, 19?1; Aasa et 
Aisen, 1968 Zweir, 19?8 Teuwissen ~ ~·, 19?2). 

·Cependant le fer reste le métal qui possède le plus d'affinité 
pour les transferrines (Tan ~ ~·, 1969). La constante apparente 
de fixation du Fe+++ à la sérotransferrine est (pour une pression 
partielle de CD et un pH voisin de ceux du sang) de l'ordre de 
10 M (Jarrit et Charlwood, 19?6 ; Aisen et Leibman, 19?2). Ces 
derniers auteurs trouvent une constante de dissociation du fer de 
la lactotransferrine 260 fois plus élevée que de la sérotransfer­
rine ce qui suggèrerait que la première peut prélever le fer de 
la seconde Quand au fer ferreux (Fe++) il ne peut ~tre fixé 
(Bates ~~.,19?3). 

La distance entre les deux sites de fixation du métal varie 
entre 2,5 et 4,3 nm suivant les auteurs (Meares et Ledbetter,19?? 
;O'Hara ~ ~·, 1981 Luk, 19?1). 

II LA FIXATION DU FER 

A. Propriatas chimique• at iéomatria du far 

Le fer est un métal de transition. Sa formule électronique est 
la suivante ls 2 2s 2 2p6 3s2 3p 6 4s2 3d6 Les états d'oxydation 
du fer en solution aqueuse sont le fer ferreux (Fe++) qui a perdu 
les deux électrons de la sous couche 4s et le fer ferrique (Fe+++) 
qui a perdu un électron supplémentaire de la sous couche 3d , et 
possède donc cinq électrons célibataires sur sa dernière couche 
qui sont distribués selon les axes des cinq orbitales 3d. 



·- -·--·---...--·--· ·---- .. ---- -·· -.--------- ;;,.--;. 

-23-

Le fer ferrique est un acide de Lewis fort, qui accepte les 
électrons de donneurs pour former des liaisons de covalence, mais 
il peut aussi former une liaison de coordinence par l'intermédiaire 
de son orbitale 4s libre L'arrangement le plus courant du fer 
ferrique est une forme hexacoordinée, possèdant une géométrie oc­
taédrique, mais il est aussi trouvé sous une forme tétracoordinée 
et tétraédrique ( Castner rt ~-, 1960). 

Le Fe+++,de rayon ionique 0,6? Â, montre une très grande affi­
nité pour les ligands à oxygène tels que l'eau, les carboxylates, 
les carbonates, les phosphates et les phénols. Le Fe++ plus ~ros, 
0,83 A , possède une forte affinité pour de nombreux ligands plus 
doux, par l'intermédiaire de liaisons tels que les tétrapyrro­
les et d'autres amines insaturées. 

Le Fe+++ est virtuellement insoluble dans l'eau distillée à pH 
neutre ou basique, son Ks étant de 10-'

8 
M à pH ?, tandis que le 

Fe++ est soluble jusqu'à une concentration de O, 1 M Le Fe+++ ne 
peut donc être maintenu en solution , dans ces conditions qu'en 
déplaçant les molécules d'eau coordinées au fer par des agents 
chélateurs puissants. 

B. Méc~nisme de fixation et de libér~tion du fer de 1~ 
sérotransferrine 

Tous les métaux et lanthanides qui se fixent à la sérotrans­
ferrine nécessitent simultanément la fixation d'un anion et la 
libération de trois protons (Schade ~ ~., 1949 ; Warner et Weber, 
1952) .. 

-Nature de l'anion. 

L!anion naturel est le carbonate ou le bicarbonate (Schlabach êJ.. 
~.,19?5). En effet, selon Chasteen ( 19??), tout anion, possédant 
une formule du type R-CH(L)-COO où Lest donneur d'électrons peut 
convenir. 

2 - Mécanisme ~fixation ~fer 

Bates, dans sa revue générale de 1982, a proposé 
en cinq étapes pour expliquer le transfert du fer des 
aux transferrines 

1 . A po TF + HCD3 -----' Apo TF-CD3- + H+ ..----

• 
2. Chel-Fe+++ ---' Chel-Fe+++ ..----

un mécanisme 
chélateurs 

11 
TF-CO~-

lit 
3. Chel-Fe+++ + A po ---' Chel-Fe+++-TF-co;-..----

~ --
4. Chel-Fe+++ -+-TF-C03 Chel 

-M 

+ Fe+++-TF-co;-.. 
5. Fe+++-TF-co;- Fe+++- TF -co3--

Chel,Apo TF et TF représentent respectivement un chélateur,l'apo­
t rans ferri ne et 1 a trans ferri ne . ~he 1-Fe+++ et Fe+++- TF- C 03- des 
états activés où le fer est partiellement exposé.Ce mécanisme est 
schématisé dans la Fig. ?, p. 24 

Dans la première étape, l'apotransferrine fixe réversiblement 
le bicarbonate, la fixation de l'anion se faisant par l'intermé­
diaire d'un pont hydrogène avec un résidu d'acide aminé chargé po­
sitivement. 



-24-

L L 
+ 3t /o- + 

Fe --O=C 
+ '-o- + ( Che 1 )J. - F e}t 

3 

~<2 /~ 
~~hel-Fe"' Che! 

1 L 
Ch el 

1 

1 o- + 
1 3+ / 

Fe---O=C 
'-o- + 

.· 

5 

L 
o- + 

~... / 
Fe---O=C 

' o- + 

Figure ? : Représentation schématique du transfert du Fe+++, des 
chélateurs aux transferrines,d'après Bates ( 1982). 
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Lo deuxième étope représente lo conversion du complexe Fe+++ 
-chélate en une forme activée où le Fe+++ serait exposé Lorsque 
le chélateur est le citrate, le complexe Fe+++( citrate)z. perd un 
citrate, exposant ainsi le Fe+++à une ottaque par le complexe apo 
TF-Co3--: Il y a alors compétition entre 1 'apo TF-C03- et le citrate 
en exès (Bates ~ ~-, 1967 a). La réaction en présence de nitri­
lotriacétate serait plus rapide, le complexe Fe+++ NTA étant té­
tracoordiné, les deux axes libres du fer seraient occupés par de 
l'eau qui s'échange beaucoup plus rapidement et faciliterait 
ainsi l'attaque par l 'apo TF-C03~ Ce mécanisme est impossible dans 
le complexe Fe+++ EDTA, qui possède six liaisons entre le fer et 
le chélateur, l'échange est beaucoup plus lent (Bates ~ ~-, 1967 
b) 

La troisième étape est la formation du complexe quaternaire. 
Dans certains cas cependant,en présence de faibles concentrations 
en bicarbonate,il se forme un complexe ternaire Fe+++-TF-Chel, où 
le chélateur (NTA ou EDTA) prend la place du carbonate dans le 
site de fixation de 1 'anion ( Aisen !:J:_ ~-, 1967 Bates et ~-, 
1967 b ; Rogers ~ ~-, 1977 Schlabach et Bates, 1975). Le ché­
loteur peut être déplacé par le bicarbonate. 

Cependant, quand la concentration en bicarbonate et suffisante 
le véritable intermédiaire est le complexe quaternaire Chel­
Fe+++ -TF-COi- qui se forme en quelques secondes et qui dépend des 
concentrations en Fe+++-Chel, apo TF et HCO) . 

La quatrième étape qui représente le départ du chélateur, est 
plus lente, environ deux minutes. 

La cinquième étape représente le passage de la transferrine à 
une conformation du site où le fer n'est plus exposé. 

·Les étapes 3 4 et 5 ne pourraient effectivement s'expliquer 
que par un possible changement de conformation du site. Deux con­
formations étant possibles,la première, de type Apo TF est ouver­
te et permet l'accession au site,la deuxième est fermée et repré­
sente la forme saturée en fer Cette hypothèse est renforcée par 
les différences de conformation observées entre les formes apo et 
saturées des transferrines. 

3 - Mécanisme de libération du fer. ---

Le transfert du fer des transferrines se ferait aussi par l'in­
termédiaire de chélateurs. L'étape limitante dans ce cas étant le 
changement de conformation du site dans l'étape 5 , permettant l' 
accessibilité du fer aux chélateurs Dans le transport intracel­
lulaire du fer, l'abaissement du pH provoquerait le changement de 
conformation du site, et le Fe+++ serait pris en charge par des 
polyphosphates et plus particulièrement le pyrophosphate (Konopka 
et Romslo, 1980; Cowart ~ ~-, 1983) avant d'être réduit par une 
oxydoréductase ( Ulvik et Romslo, 1981; Thorstensen et Romslo, 1984). 

C. Ncture et locclisction des ligcnds impliqués 
dcns lo fixotion du métol 

- Nature des ligands 

Si tous les auteurs sont d'accord sur la participation des ré­
sidus d'histidine et de tyrosine et d'un ion bicarbonate,l'accord 
est loin d'être fait sur le nombre exact de chaque ligand. 
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La particip~tion de la tyrosine fut suggérée initialement par 
des différences en pH-titration entre l'apo et la ferritrans­
ferrine (Warner et Weber, 1954 ; Aasa ~ ~.,1963; Aosa et Aisen, 
1968), confirmée par iodination des tyrosines (Komatsu et Feeney 
196?) ainsi que par utilisation du tétranitrométhane (Line ~ ~· 
, 196?). L'analyse des spectres UV (Cannon~ ~.,19?5; Woodworth 
et Schade, 1961 Tan~~., 1969; Lehrer, 1969) ou de fluores­
cense (Luk, 19?1) des complexes métal-transferrine indique la par­
ticipation de quatre résidus de tyrosine par molécule de trans­
ferrine, nombre confirmé par Phillips et Aisen ( 19?2). Par contre 
la nitration donne un nombre plus élevé de résidus : 6 (Bezkoro­
vainy et Grohlich, 19?2) ou ? (Williams, 1982). 

En plus des tyrosines, deux résidus d'histidine sont impliqués 
dans ch~que site de fixation du Fe+++ et du Cu++ (Aasa ~ ~., 
1963 ; Windle ~ ~·, 1963 ; Line ~ ~·, 196?). L'étude des spec­
tres RPE de la sérotransferrine et de l'ovotransferrine saturées 
en cuivre, fournit un résidu d'histidine sur chaque site (Aasa ~ 
~·, 1968 ; Zweier et Aisen, 19??). Cependant Rogers~~·,( 19??) 
après modification chimique par le diéthyl-pyrocarbonate trouvent 
qu~tre résidus impliqués dons lo sérotransferrine et concluent qu' 
il y en ~ deux par site Par contre, Krysteva ~ ~·, ( 19?5), en 
utilisant le même réactif ne détruisent qu'un seul site, pour le­
quel ils suggèrent la participation de trois résidus d'histidine 
dans le cas de la sérotransferrine humaine. Sur la base des spec­
tres RPE de la sérotransferrine saturée en Cu-63, Mazurier ~ ~· 
( 19??) ne retrouvent qu'un seul atome d'azote dans le site acces­
sible et trois ou quatre sur le site non accessible au diethyl­
pyroc.,rbonate. 

Des études de fluorescence ont montré que les propriétés spec­
trales du tryptophane étaient affectées par la fixation du métal 
(T-an et Woodworth, 1969; Lehrer, 1969; Tomimatsu ~ ~., 19?3). 
Les résultats suggèrent la présence d'un résidu de tryptophane à 
proximité du site cependant aucune liaison directe entre le métal 
et le tryptophane n'a encore été démontrée. 

L'arginine a été proposée comme ligand de l'anion (Bates et 
Schlabach, 19?3; Rogers g_l_ ~·, 19??), la modification chimique sé­
lective de l'arginine entraînant la perte de la capacité de fixa­
tion du fer. La participation du groupement -NH de la lysine a 
aussi été évoquée dans la fixation de l'anion (Zweier, 1983). 

Il reste un dernier ligand possible pour le fer, en effet des 
études en RMN, menées par Koenig et Schillinger ( 1969) ont montré 
qu'une molècule d'eau est située à 2A du mét~l et une autre à SA. 

Raymond ~ ~·, ( 1982) recalculant les valeurs données dans la 
littérature par les différences de spectre UV pour la tyrosine, 
ont montré que quel que soit le métal, il n'y a que quatre résidus 
de tyrosine directement impliqués et proposent deux résidus 
d'histidine, deux résidus de tyrosine, un ion UH et un ion HCO 
comme ligands du fer. 

2 - Localisation des ligands ~fer 

De nombreux auteurs ont proposé une localisation des sites de 
fixation du fer, déduite des acides aminés, ligands probables du 
fer, conservés en position homologue dans les domaines N- et C­
terminaux des trois transferrines déjà séquencées (Mac.Gillivray 
~ ~·, 1983; Chasteen, 1983 b; Montreuil ~ ~·, 1985). 
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Après analyse des structures primaires et secondaires des trois 
transferrines, conservées en position homologue, Montreuil ~ ~­
( 1985) ont construit la cage du fer et proposé les localisations 
suivantes pour le7 ligands 3 paires de tyrosine (85-412, 95-426 
et 188-51?), 2 pa1.res d'histidine ( 119-451, 249-585) et une paire 
d'arginine (254-590) 

La fi2ure 8 (p.28) montre la position de ces ligands sur le mo­
dèle inspiré de Williams ( 1982) 

3 - Discussion 

Une ou deux histidine ? Deux ou trois tyrosines ? une arginine 
ou une lysine liant le bicarbonate ? une molécule d'eau ? Nous 
constatons, d'après ce bref panorama, que l'accord est loin 
d'être réalisé sur la nature exacte des sites de fixation du fer 
et en particulier, sur le nombre exact de chaque ligand. 

La nature et le nombre des ligands du fer, déduits des homolo­
gies de séquence, peut-il être exclusif ? Comment dans ces condi­
tions, si les deux sites sont identiques dans les deux domaines, 
expliquer les différences de stabilité et de réactivité de chacun 
des sites ? 

III. DIFFERENCES ENTRE LES DEUX SITES DE FIXATION OU FER 

A. Mise en évidence d'une différence entre les deux 
sites 

Jusqu'en 196?,la plupart des auteurs pensaient que les deux si­
tes de fixation du métal étaient identiques Fletcher et Huehns 
( 196?, 1968), en posant en hypothèse la non-équivalence biologique 
des deux sites de la sérotransferrine, ont lancé toute une série 
de recherches pour relier cette hypothèse à une non-équivalence 
physico-chimique. 

Princiotto et Zapolski ( 19?5) puis Lestas ( 19?6), montrent que 
la dissociation du métal de la sérotransferrine humaine est un 
processus biphasique , le premier fer part à pH 5,8 (site acido­
labile et le second à pH 4,8 (site acido-stable). La sérotrans­
ferrine de Rat possède le même comportement mais le fer part du 
site acido-labile à pH 5,2 (Okada rt ~-, 19?8). Ce même phénomène 
a été constaté pour la lactotransferrine humaine, en présence d' 
ions phosphates et d'EDTA, le fer quitte le site acido-labile à 
pH 6 et le site acido-stoble à pH 4 (Mazurier et Spik, 1980). Par 
contre , dans le cas de la sérotransferrine de Lapin , il n'a pas 
été possible à Princiotto et Zapolski ( 19?8) de différencier, par 
protonation, les deux sites de fixation du fer. 

Krysteva ~ .Q..l., ( 19?5, 19?6) suggèrent, grâce à des études par 
modification chimique au diéthyl-pyrocarbonate, et par différence 
de spectre UV en présence de perturbants, que l'un des sites se­
rait situé à la surface de la protéine , alors que l'autre serait 
enfoui, et moins accessible aux réactifs. 

L'étude des 
cuivre ( Aaso et 
ou au vanadium ( 

spectres RPE de la sérotransferrine saturée en 
Aisen, 1968; Mazurier et al., 19??; Zweier, 19?8) 

Cannon et Chasteen, 19?5; Harris, 19??; Chasteen 
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Figure 8 : Localisation des ligands susceptibles de fixer le fer 
d~ns la sérotr~nsferrine humaine sur le modèle inspiré de WilliDms 
( , 982) 

Acides aminés communs aux moitiés N et C-terminales des trois 
transferrines ;Y • Tyr; H - His; A • Arg; K- Lys; W • Trp 

0 Ligands du fer et de 1 'amion proposés par Mont1·euil et al.( 1985) 

•• 
ponts disulfures 

•• 
hic:O}localisation des glycannes 
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~ ~-, 1977) montre qu'il existe deux signaux caractéristiques et 
donc un environnement différent pour chacun des sites. 

8. Les différentes formes de s~turetion en fer da le 
sérotransferrine 

Aisen et ~.( 1978) ont calculé les constantes d'association du 
fer pour la sérotransferrine humaine possédantun fer, soit sur le 
site N-terminal (anciennement appelé site A), soit sur le site C­
terminal (Site B) (Tableau IV, p.30). Le fer possède plus d'affi­
nité pour la sérotransferrine ~ pH 7,4, qu'~ pH 6,3, et pour le 
site situé sur la partie C-terminale que sur la partie N-termina­
le. Frieden et Aisen ( 1980) ont proposé un schéma (Fig.9, p.3Dj 
pour expliquer les interconversions intra- ou inter-moléculaires 
entre les différentes formes de transferrine. Les constantes k~ N 
,k~ C, kl Net kz C dépendent de la température, du pH, de lo fo­
rce ionique de la concentration en anion susceptible de former un 
complexe ternaire. Les rapports k{ N/k{ Cet k~ C/k{ N orientent 
préférentiellement la fixation ou le départ du fer de l'un des 
deux sites. 

Il est possible de séparer les quatre formes de transferrine, 
soit par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence d'u­
rée (Makey et Seal, 1976), soit par électrofocalisation (Van Eijk 
~ ~·, 1978). Dans le sérum, la forme de saturation majeure est 
la forme FeN-Tf dont le fer est sur le site acide-labile (Leibman 
et Aisen, 1979; Williams et Moreton, 1980; Marx ~ ~·, 1982). 

C. Influence des ions sur lo forme de saturation de la 
sérotransferrine 

Les études par équilibre de dialyse (Baldwin et De Sousa, 1981; 
Williams et Moreton , 1980; Williams~~·, 1982) ont montré l'im­
portance de la concentration en ions chlorures. Dans le sérum, lo 
présence de chlorures favorise la fixation du fer sur le site 
N-terminal de la transferrine,tandis que l'élimination des sels 
entraîne la migration du fer ferrique du site N-terminal vers le 
site C-terminal. Ce phénomène pourrait être du à un changement de 
conformation différent des deux sites. 

Folatjar et Chasteen ( 1982) montrent que la fixation des chlo­
rures affecte les spectres RPE des transferrines monoferriques, 
avec un changement plus important de la partie N-terminale,tandis 
que le perchlorate affecte uniquement le site C-terminal. Ils ont 
montré que la fixation de ces anions était réalisée par un grou­
pement cationique de pKa élevé Le perchlorate modifierait l'hi­
stidine,tandis que le chlorure affecterait non seulement l'histi­
dine mais aussi la lysine et l'arginine (Chasteen ~ ~-, 1983). 

Cette différence , dans le comportement des deux sites en pré­
sence de sels, est aussi observée dans l'élimination du fer de la 
transferrine par des chélateurs tels le citrate,le pyrophosphate, 
le nitrilotriacétate et l'EDTA (Baldwin et de Sousa, 1981;Williams 
~ ~-, 1982 a). Des concentrations en NaCl variant de D, 1 à 1 M 
accélèrent le départ du fer du site C-terminal mais le retardent 
à partir du site N-terminal. La présence de sel stabiliserait le 
site N-terminal par rapport au site C-terminal 
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TABLEAU IV 

Constantes d'association du fer 

pour la s6rotransferrinc humaine 

Z,4.1o19 

5 .1o 18 

4,7.1020 

3 . 1019 

1 'Î' r-::......._ ~ l]J) 
1 1 ~ 

1 1 

Fez-Tf 

1 FeN-Tf ~Pc( 

/ 1 1 

Tf ~_; 1 1 
:) Fe(III) -Tf J: 1 1 ;-, 2 

:: ~,,, 
...._y. 1 \·C. 

~ Tf-Fee ;;--

Figure 9 : Sch6ma illustrant la formation des formes connues de 

transferrine ferrique (Frieden ct Aisen, 1980) 

Tf : Apotransferrine 
FeN-Tf : Transfcrrinc monofcrrique poss6dant un 1on ferrique 

sur le site N terminal (acide-labile). 

Tf-Fee : Transferrine monoferriquc poss6dant un ion ferrique 

sur le site C terminal (acido-stablc). 

Fez-Tf : FeN-Tf-Fee : Transferrine diferrique poss6dant deux 

ions ferriques sur chacun des sites. 
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d• conformotion antre les formes ope et 
s~turéa en fer des tr~nsferrines 

1. Stabilité ~ la dénaturation 

Les premières études ont montré que les apotransferrines et les 
ferritransferrines différaient dans leur solubilité dans l'alcool 
~ 40 %, et aussi dans leur résistance ~ la protéolyse, aux alca­
lis, aux dénaturations par la chaleur et par l'urée , ~ l'iodina­
tion et enfin aux traitements par les agents réducteurs (Koechlin 
, 1952 Azari et Feeney, 1958; 1961; Glazer et MacKenzie, 1963; 
Spik et Montreuil, 1966) .La stabilisation conférée par la fixation 
du fer, envers la dénaturation par l'urée et le chlorhydrate de 
guanidine a aussi été prouvée par Bezkorovainy et Grohlich ( 196?) 
et Krysteva ~ ~.( 19?6). 

2. Preuves physiques de la différence de 
conformation 

Kornfeld ( 1969) a trouvé par gel filtration sur Séphadex G-100 
que la ferritransferrine était retardée par rapport à l'apotrans­
ferrine. Ces résultats sont confirmés par Charlwood ( 19?1). 

Les études de sédimentation, de diffusion et de viscosité, ont 
montré que la sérotransferrine humaine possédait une forme plus 
sphérique quand elle était saturée en fer , et que le rapport des 
axes a/b de l'ellipsoïde de révolution passait ainsi de 3 à 2 
(Rosseneu-Motreff ~ ~·, 19?1. Ces résultats sont cependant con­
troversés par les études de Bezkorovainy et Rafelson ( 1964) et de 
Bezkor.ovainy ( 1966) qui obtiennent des valeurs inverses.Selon ces 
derniers auteurs, la valeur d'hydratation h décroît avec la fixa­
tion du fer, tandis que pour les premiers , elle augmente de 0,6 
à 0,? g d'eau/g de protéine avec la saturation en fer. 

3. Différence d'antigénicité entre les formes ~ 
et saturée ~ fer ~ ~ sérotransferrine 

Les expériences de Kourilsky et Burtin ( 1966; 1968) ont montré 
qu'un sérum de Lapin anti-sérotransferrine humaine réagissait 
différemment avec les formes apo et saturée en fer. 

4. Preuves biologiques de la différence de 
conformation 

Dès 1963, Jandl et Katz ont démontré que la sérotransferrine 
humaine saturée en fer se fixait avec une affinité relativement 
plus grande que la forme apo sur les réticulocytes.Aisen et coll. 
( 1966) ont montré que la sérotransferrine diferrique était plus 
fortement attachée aux réticulocytes que celle saturée ~ 50 %. 

0 a u t r y - V a r s a t e t Lod i s h ( 1 9 8 4) on t mon .t ré q u e 1 ' a f f i n i t é d e 1 a 
sérotransferrine pour son récepteur variait, entre les formes apo 
et saturée, en fonction du pH La sérotransferrine diferrique ne 
se fixe au récepteur qu'à un pH voisin de la neutralité tandis 
qu'à ce pH l'apo sérotransferrine n'a aucune affinité pour son 
récepteur. Inversement ~ un pH inférieur~ 5,5 c'est la forme apo 
qui posséde le plus d'affinité pour le récepteur. 

Cette différence d'affinité pour les cellules entre les formes 
apo et saturée de la sérotransferrine sera plus détaillée dans le 
chapitre réservé aux interactions sérotransferrine-cellules. 
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FONCTIONS BIOLOGIQUES DE LA SEAOTAANSFEAAINE 

I Rôle de la sérotransferrine dans le métabolisme du fer 

La sérotransferrine joue un role clef dans le métabolisme du 
fer. Ce rôle est décrit plus en détails dans les revues générales 
de Lane( 1976), Hershko( 1977) et Aisen et Brown( 1977). 

1. Rôle dans ~transport ~fer 

La sérotransferrine cède le fer prélevé, dans les sites d'ab­
sorption (les cellules muqueuses intestinales), dans les sites de 
réserve (le parenchyme hépatique) et dans les sites de catabolis­
me de l'hémoglobine (les cellules réticula-endothéliales du foie, 
de la rate et de la maëlle osseuse), aux sites d'utilisation (es­
sentiellement la maëlle osseuse) oJ le fer est réclamé en grande 
quantité pour la production d'hémoglobine lors du développement 
des cellules de la lignée érythropoïetique,mais aussi au placenta 
chez la femme enceinte, et à toutes les autres cellules de l'or­
ganisme qui ont besoin de fer. 

Le cycle du fer est représenté dans la Fig.10(p.33) .Le fer est 
surtout utilisé au niveau de la maëlle osseuse pour l'érythro­
poïèse. Le fer hémoglobinique représente 65 %du fer total chez 
l'Homme. La durée de vie des hématies est de 110 jours, les glo­
bules rouges sénescents sont alors phagocytés par les macrophages 
de. la maëlle osseuse, du foie et de la rate, qui catabolisent 
l'hémoglobine et le fer libéré est, soit capé par la sérotrans­
ferrine et réutilisé immédiatment, soit stocké dans la ferritine 
des cellules du système réticula-endothélial, soit stocké dans la 
ferritine du parenchyme hépatique (hépatocytes) par l'intermé­
diaire de la sérotransferrine. 

Le foie constitue un organe important de réserve du fer (envi­
ron 1/3 des réserves totales de l'organisme). Le fer de réserve 
se répartit pour 2/3 dans la ferritine, sous forme d'oxyhydroxyde 
de fer [FeOOH] qui est soluble dans le cytosol , et pour 1/3 dans 
l'hémosidérine dans les sidérosomes. L'hémosidérine est une pro­
téine insoluble qui contient plus de fer que la ferritine, mais 
son fer est plus faiblement mobilisable que celui de la ferritine 
(Hershko,1977). En fait les sidérosomes ne seraient que des lyso­
somes à fer, où la ferritine est détruite , perd sa coquille pro­
téique, et les noyaux de ferritine contenant le fer sous forme 
[ FeOOH] constituent "1 'hémosidérine amorphe" qui est insoluble 
( Wixom ~ ~· 1980 ; Richter, 1983). 

2. Rôle dans l'absorption intestinale~ fer 

Outre ce rôle de transport,la sérotransferrine possède un rôle 
de régulation qui dépend de son taux de saturation en fer.Le taux 
d'absorption intestinal du fer est augmenté si le taux de satura­
tion de la sérotransferrine est faible et inversement. Nous avons 
vu précédemment que le cycle du fer fonctionne en circuit fermé, 
et n'admet normalement qu'une fuite quotidienne de 1 à 2 mg chez 
l'Homme.Cette fuite est compensée par l'absorption d'une quantité 
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équivalente o partir du fer alimentaire resté disponible après la 
digestion. Malgré la faible quantité de fer mise en jeu,l'obsence 
d'une r~gulation de l'excrétion implique l'existence d'une réeu­
lation. très importante de l'absorption . Cette absorption a lieu 
essentiellement dons la portion supérieure de l'intestin grêle, 
principalement au niveau du duodenum et du jejunum . Une mauvaise 
régulation entraîne des troubles graves comme l'hémocromatose id­
iopathique où l'absorption du fer est accrue.De nombreuses revues 
eénérales ont été consacrées ~ cette réeulation (Forth et Rummel, 
1973 , Turnbull,1974 ; Catton, 1979; Refsum ~ ~., 1980, 1984) mais 
elle est encore très mal connue. 

L'absorption intestinale du fer fait surtout intervenir l'en­
térocyte (Linder et Munro, 19??), mois les macrophages villosi­
taires joueraient également un rôle important dans la régulation 
(Cattan, 19?9 Refsum ~ ~., 1980). En effet, c'est dans le ma­
crophage que se trouve le stock de fer le plus important de la 
villosité, et chez le sujet normal, le transfert ne porte que sur 
25% de la quantité captée (Powell ~ ~·, 19?0). Refsum et Schrei­
ner ( 1984) ont proposé un schéma (Fig. 11, p. 35 ) qui résume les 
différentes voies du fer au niveau de la muqueuse intestinale. 

Il existe une controverse , à l'heure actuelle, sur le type de 
transferrine impliquée dans la fixation du fer sur la bordure en 
brosse des entérocytes: soit la sérotransferrine (Huebers ~ ~., 
19?4 , 1983 b ; Kiyoko et Yoschinari, 1982; Purves ~ ~.,1984; 
Refsum et Schreiner, 1984), soit la lactotl·ansferrine (Cox rt 21..-, 
19?9 ; Yoshino .ê..l. ~·, 1983 ; Mazurier rt ll·, 1984). Cependant 
les résultats récents de Parmley rt ~.,(1985) par l'utilisation 
des anticorps monoclonaux OKT9, infirmant l'existence de récep­
teurs de la sérotransferrine sur les microvillosités du duodenum, 
ainsi que ceux de Bezwoda ~ ll· ( 1986), montrant l'incapacité de 
la sérotransferrine humaine à stimuler l'absorption intestinale 
du· fer chez des sujets achlorhydriques,suggèrent que la séro­
t1·~nsferrine ne joue pas un rôle physiologique dons l'absorption 
du fer. 

Les sels de fer, essentiellement les sels ferreux, jouent éga­
lement un rôle important dans la régulation de l'absorption du 
fer en se fixant sur des sites de la membrane des villosités (Cox 
et O'Donnel, 1981 Marx et Aisen, 1981 Muir ~ ~·, 1983). 

3. Rôle dans l'activité bactériostatique 

La sérotransferrine possède également une fonction très impor­
tante, en complexant le fer, elle empêche la multiplication dans 
l'organisme des agents infectieux pour lesquels ce métal est un 
facteur indispensable. Cette activité bactériostatique a été mise 
en évidence, in vitro, dès 1946 par Schade et Caroline. 

En fait dans l'organisme, le mécanisme serait plus complexe et 
ferait intervenir une autre transferrine :la lactotransferrine 
(Van Snik ~ ~·, 19?? Spik et Montreuil, 1983; Sawatski ~ ~·, 
1983). Ce mécanisme est schématisé dans la Fig.12, p. 36. Au con­
tact de la bactérie,les leucocytes mononuclées secrètent un agent 
pyrogène qui active les leucocytes polynucléés en leur faisant 
synthétiser la lactotransferrine qui, relarguée dans le milieu, 
peut désaturer la sérotransferrine plasmatique dans les condi­
tions de pH acide au voisinage des leucocytes activés. Elle 
emmène ensuite le fer dans les macrophages du système réticula­
endothélial où il est stocké dans la ferritine. Ce processus doit 
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capillaire 

basale. 

lamina propr1;1. 

Figure 11 Mécanismes de la régulation de l'absorption intesti-
nale du fer proposé par Refsum et Schreiner en 1984 

1) incorporation du fer endogène dans les cellules de la crypte 
2) incorporation du fer et transport à travers l'entérocyte 
3) incorporation du fer lié à la ferritine dans les macrophages 
4) absorption rapide dans le sang (fer lié à la sérotransfer­

t~ine) 

5) absorption retardée dans le sang (fer lié à la sérotransfer­
ri ne) 

6) excrétion du fer nouvellement absorbé, en excès, à travers 
les cellules à mucus (fer lié à la ferritine) 

?) excrétion du fer en excès de l'organisme via les macrophages 
puis les cellules à mucus. 
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Figure 12 : Rôle des transferrines dans l'hyposidérémie pendant 
l'infection bactérienne (Spik et Montreuil, 1983) 
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être très rapide en roison de lo demi-vie très brève de lo locto­
transferrine dans le sang. La bactérie est à nouveau privée du 
fer, essentiel à sa croissance, par la sérotransferrine, bien 
qu'il y· ait compétition entre celle-ci et les sidérophores bacté­
riens qui sont capables de fixer fortement le fer à pH acide. 

II. INCORPORATION CELLULAIRE OU FER 
DE LA SEROTRANSFERRINE 

La sérotransferrine transporte le fer à travers tout l'orga­
nisme pour le réportir entre les différents tissus. Elle est donc 
capable de prélever et de céder le métal à plusieurs types de 
cellules, ce qui implique l'existence de récepteurs spéci~iques 
de la transferrine, situés 6 la surfoce des cellules o~ s'effectue 
le transfert. 

Il est couramment admis que le processus 
fer peut être décomposé en quatre étapes 

d'incorporation 

( 1) Interaction de la sérotransferrine avec un récepteur 
membranaire spécifique 

du 

(2) Internalisation du complexe récepteur-sérotransferrine 
(3) Libération du fer de la sérotransferrine 
(4) Détachemant de l'apo-sérotransferrine de la cellule 

Nous verrons que l'étape (2) est encore controversée. 

A. LE RECEPTEUR MEMBRANAIRE DE LA SEROTRANSFERRINE 

1. Historique ~la mise en évidence d'un récepteur 
membranaire 

L'incorporation du fer par les réticulocytes a été mis en évi­
dence en 1949 par Walsh ~ ~.( 1949) qui ont montré que ces cel­
lules étaient capables d'absorber le fer du milieu comme les cel­
lules de la maëlle osseuse. Mais c'est Jandl ~ ~· en 1959 puis 
en 1963 qui ont révélé la participation de la sérotransferrine 
dans ce processus de fixation du fer. Ils ont montré que lo 
transferrine pouvait donner son fer aux réticulocytes et non aux 
érythrocytes matures et que ce n'était pas dû à un phénomène de 
simple diffusion mais 6 l'attachement spécifique de la tronsfer­
rine à la surface du réticulocyte. En effet, ni la sérum albumine, 
ni les immunoglobines ne se fixent sur les réticulocytes, et, 
quand ceux-ci sont traités à la trypsine, ils sont incapables 
d'incorporer le fer de la transferrine. Ils ont ainsi conclu 6 
l'existence d'un récepteur de la sérotransferrine à la surface du 
réticulocyte, ce récepteur étant spécifique de la sérotransferrine 
saturée. 

Cette découverte a déclenché de nombreuses études pour isoler 
et caractériser le récepteur membranaire de la sérotransferrine. 
Les premiers essais d'isolement du récepteur datent de 19?3, avec 
l'utilisation de détergents solubilisant les protéines membranai­
res. Garett et al. ( 19?3) ont montré que la sérotransferrine se 
fixait au su~ageant de réticulocytes traités au détergent et ont 
isolé des complexes dont la masse moléculaire apparente variait 
de 350 kDo o 700 kDo suivant lo nature du détergent employé. 

Depuis cette dote de nombreux outeurs ont isolé, por solubili­
sation des membranes de réticulocyte,des complexes dont la masse 
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molécul~ire varie de 123 kDa à 700 kDa ce qui donne pour le ré­
cept8ur une masse variant de 30 kDa à 200 kDa. Cette grande hété­
rogénéité des résultats est due aux techniques utilisées pour 
isoler· le complexe et pour en mesurer sa masse. La plupart des 
auteurs utilisent le tamisage moléculaire en présence de déter­
gents, or ceux-ci se fixent sur les protéines et peuvent en aug­
menter considérablement le rayon de Stokes (Hu et Aisen, 1978) ou 
former des agrégats résultant de l'association de plusieurs ré­
cepteurs et de plusieurs transferrines (Light, 1977) , ceci expli­
quant les masses molèculaires élevèes. D'un autre côté la rupture 
des cellules libère les enzymes protéolytiques contenues dans les 
lysosomes, et à cette époque, très peu d'auteurs utilisaient des 
inhibiteurs de protéases , ce qui expliquerait les faibles masses 
observées pour le récepteur, celui-ci aurait été dégradé par pro­
téolyse au cours du fractionnement. 

Le coup d'arrêt à ces études d'isolement, par des méthodes 
chromatographiques, du récepteur réticulocytaire de la sérotrans­
ferrine par solubilisation des membrones, a été donné par Enns et 
Sussman en 1981, qui ont montré de grandes similitudes entre les 
récepteurs de la sérotransferrine des réticulocytes et du pla­
centa, chez 1 'Homme, et por Newmon ~ ~- ( 1982), qui ont montré 
l'identité du récepteur des normoblastes (précurseurs des éryth­
rocytes) et du récepteur commun aux cellules en prolifération, 
por utilisotion de l'anticorps monoclonol DKT 9, ainsi que par 
Frazier et ~-, en 1982, qui ont comparé le récepteur des 
réticulocytes humains et des cellules humaines nucléées en 
culture.Le récepteur de la sérotransferrine sur le réticulocyte 
humain serait donc le même que sur les cellules se divisant acti­
vemenf (placenta,cellules transformées cellules en culture, etc.) 
que nous allons décrire dans le paragraphe suivant. 

On sait maintenant qu'il existe des récepteurs de la sérotrans­
fe~rine sur les réticulocytes (Jandl et Katz, 1963 Morgan, 1964 
Baker et Morgan, 1969 a et b), sur les hépatocytes (Van Bockxmeer 
et al., 1975; Grohlich ~ ~~ 1977, 1979) et sur le tissu placenta! 
CFa~k et Galbraith, 1979 Wada ~ ~-, 1979 a; Galbraith ~ ~ 
1980 a, b; Loh ~ ~- 1980) qui sont impliqués dans l'incorpora­
tion du fer. 

2. Universalité Q_y_ récepteur de la sérotransferrine 

Hamilton ~ ~.( 1979), Wada ~ ~-C 1979 b) partant de 1 'obser­
vation que les cellules trophoblastique du placenta présentent 
des propriétés communes aux cellules néoplasiques ( elles échap­
pent au système immunitaire et présentent une croissance rapide), 
utilisent des anticorps dirigés, soit contre la sérotransferrine, 
soit contre le récepteur placentaire de la sérotransferrine hu­
maine pour repérer ses récepteurs sur de nombreuses lignées 
cellulaires humaines. Ils démontrent ainsi l'universalité d'un 
seul récepteur de la sérotransferrine dans toutes les lignées 
à croissance rapide. Cependant les récepteurs du foie et du rein 
ne présentent pas de réactions immunologiques avec cet anticorps. 
Pour ces auteurs, le foie et le rein sont des tissus en état de 
repos et ne nécessitent pas autant de transfert du fer que les 
tissus placentaires ou que les cellules de la lignée érythropoïè­
tique ou encore que les cellules transformées dont le "turn-over" 
est beaucoup plus rapide. 

En 
corps 

1 981 ' deux 
monoclonal 

groupes de chercheurs ont isolé chacun un anti­
réagissant avec le récepteur de la sérotrans-
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ferrine humaine, et précipitent le complexe récepteur-sérotrans­
ferrine. Il s'agit de Trowbridge et Domingo qui ont isolé l'anti­
corps . 8 3/25 dirigé contre la lignée cellulaire K 562 (cellules 
de leucémie érythroïde), et de Sutherland ~ ~-, qui ont isolé 
l'anticorps OKT9 dirigé contre les lymphocytes T.Ces deux groupes 
de chercheurs ont démontré que l'expression du récepteur de la 
sérotransferrine, reconnu par l'anticorps monoclonal, est forte­
ment en corrélation avec la prolifération de cellules en culture, 
ce récepteur étant pleinement exprimé dans les cellules qui sont 
en prolifération active. L'utilisation de l'anticorps monoclonal 
OKT9 a permis à Newman rt ~- ,( 1982) d'isoler le récepteur à par­
tir d'une grande variété de types de cellules :le foie foetal,les 
normoblastes, les lymphocytes, les cellules leucémiques, les neu­
roblastomes, les mélanomes et les cellules du cancer du pancréas. 

3. Spécificité de ~fixation ~ ~ 
sérotransferrine ~ ~ récepteur 

Le récepteur est spécifique de la sérotransferrine,ni la lacto­
transferrine, ni l'ovotransferrine ne se fixent ni ne donnent le 
fer aux réticulocytes de mammiféres ( Princiotto et Zapolski, 19?6; 
Cox et al. ,19?9; Van Bockmer et Morgan,1982) 

De nombreux auteurs ont utilisé la représentation de Scatchard 
des courbes de saturation pour estimer le nombre et l'affinité 
des récepteurs de la sérotransferrine sur un grand nombre de ce­
llules. Une revue détaillée de ces valeurs a été réalisée par 
Broc!<. ( 1985) .La grande disparité constatée dans les paramètres de 
fixation provient essentiellement des conditions de travail : fi­
xation non spécifique,utilisation de systèmes non homologues. Les 
valeurs de ces paramètres seront discutées dans la partie consa­
crée à nos résultats. 

Il est ~ noter que tous les types de cellules en culture ont 
besoin de transferrine pour pousser de manière optimale, dans un 
milieu dépouvu en sérum (Hutchings et Stato,19?8;Barnes et Stato, 
1980) .De même la fixation d'un anticorps monoclonal antirécepteur 
inhibe la croissance des cellules tumorales humaines (Trowbridge 
et Omary, 1981). La sérotransferrine bovine se fixe spécifiquement 
sur les cellules humaines K 562 avec cependant, une affinité 2000 
fois plus faible que la sérotransferrine humaine (Tsavaler ~ ~-
1986)ce qui est important car la plupart des études d'interaction 
entre la sérotransferrine et son récepteur ont été réalisées à l' 
aide de cellules cultivées en présence de sérum de veau foetal. 

4. Structure et conformation du récepteur 
de ~ sérotransferrine 

L'utilisation des anticorps monodonaux DKT9 et 83/25 a permis 
l'isolement et l'étude structurale de ce récepteur chez l'Homme. 
Son schéma est donné dans la Fig.13, p.40 (Newman ~ !l.l_., 1982). 
Schneider ~ ~- ( 1982) ont montré qu'il s'agissait d'une glyco­
protéine de 180 I<.Da, constituée de deux sous-unités de 90 kDa id­
entiques à celles déjà isolées par Wada rt al. ( 19?9) dont le pH 
est voisin de 5,2 et reliées entre elles par un pont disulfure. 
Chaque sous unité possède trois glycannes, deux de type oligoman­
nosidique et un de type N-acétyl-lar.losamique. Ces glycannes ne 
semblent pa~ avoir de rôle dans la reconnaissance des anticorps 
monoclonaux. Lo majeure portia des chaînes peptidiques se trouve 
à l'extérieur de la cellule et porte les sites de lo sérotrons­
ferrine. Chaque molécule de récepteur peut fixer deux molécules 
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Représentation schématique du récepteur de la séra­
humaine selon Newman ~ ~· ( 1982). 
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Figure 14 Structure et orientation dans la membrane du 
récepteur de la sératransferrine selon Schneider et ~· ( 1984) 
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de tronsferrine. Choque chaîne porte un acide gras, l'acide pal­
mitique ( Omary et Trowbridge, 1981) qui permet 1 'ancrage du récep­
teur qui est transmembranaire et phosphorylé. 

Le gène controlant la biosynthèse de ce récepteur a été situé 
sur le chromosome 3 par Enns ~ ~· ( 1982) et Goodfellow ~ ~· 
( 1982). Schneider ~ ~.( 1983) ont réussi à synthétiser in vitro 
le récepteur ~ partir du RNA placentaire humain. La séquence pep­
tidique déduite du mRNA par Schneider g_i_ tl.( 1984) et du eDNA par 
Mc Clelland ~ ~.( 1984), est représentée dans la Fig.15,p.42. La 
structure et l'orientation du récepteur dans la membrane sont re­
présentées dans la Fig.14,p.4D.Chaque sous-unité est un polypepti­
de de ?60 résidus d'acides aminés. La partie N-terminale, consti­
tuée de 62 résidus d'acides aminés est orientée vers le cytoplas­
me contrairement à la plupart des autres protéines transmembra­
naires connues, mais comme la bande 3 des érythrocytes humains. 

La partie transmembranaire est constituée de 26 résidus d'aci­
des ~minés très hyhdrophobes et possède un résidu de cystéine en 
position 65 qui pourrait être le site de fixation de l'acide 
gras, par une liaison thioester.La partie transmembranaire sert à 
la fois d'ancrage et de signal de translocation dans la membrane 
( Zerial et al., 198?) .La partie C-terminale est orientée vers l'ex­
térieur ;t ;;t constituée de 6?2 résidus d'acides aminés. La sé­
quence intra-membranaire est entourée de deux résidus de cystéine 
en position 63 et 89 et d'un autre résidu à proximité en position 
98. On ne sait pas lequel de ces résidus forme le pont disulfure 
inter chaîne mais il semble peu probable que ce soit le résidu 
situé dans le cytoplasme en raison des conditions réductrices du 
milieü intra-cellulaire. Les autres cystéines sont groupées par 
deux en position 353, 363, 556 et 558 et doivent former des ponts 
disulfures intra-chaîne,car l'hydrolyse trypsique libère des fra­
gm~nts de ?O~Da non reliés par un pont disulfure. Chaque molécule 
possède cinq séquences code Asn-X-Ser/Thr, dont trois seulement 
sont situées sur la partie C-terminale et qui sont sans doute les 
sites de fixation des trois glycannes:en position 251, 31? et ?2?. 

B. LE RECEPTEUR DE LA SERDTRANSFERRINE ET 
L'ENTREE DU FER DANS LA CELLULE 

La présence de récepteurs spécifiques et saturables de la sé­
rotransferrine a été observée comme nous venons de le voir, à la 
surface de nombreuses cellules, mais le mécanisme par lequel le 
fer est enlevé de la transferrine et incorporé dans les cellules 
reste très controversé. Deux hypothèses ont été avancées dans 
la première la transferrine ne rentre pas dans la cellule, alors 
que dans la deuxième la transferrine est endocytée par l'intermé­
diaire de son récepteur. 

1. La transferrine ~rentre ~dans ~cellule 

Cette première hypothèse a été formulée, pour les réticulo­
cytes, par Jandl ~ ~.( 1963), puis par Speyer et Fielding ( 19?4) 
et enfin par Nunez et Glass( 1985). Une fois fixée sur son récep­
teur à la surface de la cellule , la transferrine cède son fer à 
des composants membranaires, et retourne dans le milieu extracel­
lulaire , tandis que le fer passe dans le cytoplasme où il est 
pris en charge par des transporteurs intracellulaires. 

De tels composants membranaires renfermant du fer ont été 
lés par de nombreuses autres équipes dans les réticulocytes ( 

iso­
Van 
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der Heul ~ ~-, 1978; Sly ~ ~-, 1978; Glass ~ ~-, 1980) et dans 
les hépatocytes (Morley ~ ~-, 1985). Cette hypothèse semble de­
voir être renforcée par la mise en évidence de l'incorporation du 
fer par les réticulocytes, à partir de transferrine liée à des 
billes d'agarose qui ne peuvent rentrer dans la cellule (Loh et 
~.,1977). 

2. Endocytose ~ ~ transferrine ~ 
l'intermédiaire de son récepteur. 

La deuxième hypothèse impliquant une endocytose de la trans­
ferrine, est issue essentiellement ou déport d'observations mor­
phologiques (Morgan et Appleton, 1969 ; Hemmaplordh et Morgan, 
1977 ; Sullivan .ê..l. ~-, 1976) Le complexe fer-transferrine est 
endocyté par l'intermédiaire de son récepteur membranaire, la 
transferrine relache son fer à l'intérieur de la cellule puis est 
excrétée sans dégradation. 

Cette hypothèse a reçu un développement considérable ces der­
nières années avec l'utilisation des cellules en culture. Plu­
sieurs revues générales récentes lui ont été consacrées(Octave ~ 
ËÙ._., 1983, 1984; Oautry-Varsat et Lodish, 1984; Pastan et Willingham 
, 1985; Hanover et Oickson, 1985; Sussman ~ ~-, 1985). Nous allons 
passer en revue les mécanismes proposés par ces auteurs pour le 
cycle intracellulaire de la transferrine et le recyclage de son 
récepteur. 

a. Hypothèse d'Octave ~ ~-

A partir d'observations sur les fibroblastes embryonnaires de 
Rat, en culture (Octave ~ ~-, 1979, 1981, 1982 b), les érythroblas­
tes de Rat (Octave ~ ~-, 1982 a) et les hépatocytes de Rat (Si­
b i 11 e ~ ~. , 1 9 8 2 , 1 9 8 4 )., 0 c t a v e ~ ~. ( 1 9 8 3 , 1 9 8 4) an t pro pas é un 
mécanisme unique pour l'internalisation de la transferrine dans 
fes cellules de mammifère en culture (Fig.16,p.44) .Ils ont montré 
par l'utilisation d'agents lysomotropiques, la méthylamine et la 
chlaroquine, ou d'un agent bloquant l'endocytose, la colchicine, 
que la fixation de la transferrine sur la membrane n'est pas 
affectée, mais que l'accumulation du fer dans les lysosomes est 
considérablement diminuée. 

Les récepteurs de la membrane plasmique agiraient uniquement 
en tant que sites spécifiques de la transferrine saturée en fer, 
mais ne seraient pas les sites de départ du fer de la transferri­
ne. Le départ du fer se ferait, après internalisation de la 
transferrine et de son récepteur dans des compartiments intra 
cellulaires ou le pH est acide, la transferrine restant associée 
à son récepteur est ensuite recyclée. 

b. Hypothèse de Oautry-Varsat et Lodish 

Les études menées sur des cellules cancéreuses humaines en 
culture, par Ciechanover ~ ~- ( 1983 a,b), Geuze ~ ~.( 1983) et 
Oautry-Varsot ~ ~.( 1983): les cellules Hep-G2 (cellules d'hépo­
tome humain établies en lignée continue) ont permis d'approfondir 
l'hypothèse d'Octave et al., et d'expliquer le recyclage de la 
transferrine. 

La tronsferrine possède une affinité différente pour son ré­
cepteur suivant qu'elle est sous forme apo ou saturée en fer 1 en 
fonction du pH: à pH 5.4, le pH des vésicules d'endocytose (Tycka 
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Figure 16 Cycle intra-cellulaire de la transferrine dans les 
cellules de mammifères, en culture, selon Octave gJ:_ ~· ( 1983) 
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et Maxfield, 1982) la transferrine perd son fer , mois possède lo 
même affinité pour le récepteur que la transferrine diferrique à 
pH neutre, tandis qu'à pH ?,3, l'apotransferrine se fixe très peu 
sur son récepteur (5% de la fixation de la transferrine diferri­
que). Cette hypothèse est confirmée par l'observation de la dis­
sociation rapide à 4°c de l'apotransferrine fixée à pH 5,4 quand 
le pH est ramené à ?,3.Klausner li ê..l_.( 1983) ont d'ailleurs abou­
ti à des conclusions similaires en étudiant des précurseurs des 
érythrocytes, les cellules K 562 (cellules cancéreuses provenant 
d'érythroleucémie humaine). 

L'ensemble de ces résultots ont omené Doutry-Vorsot et Lodish 
( 1984) à proposer un modèle pour le cycle introcelluloire de lo 
transferrine pour toutes les cellules humaines en culture (Fig.1? 
p.46). La transferrine,fixée sur son récepteur,est endocytée dons 
un puits recouvert de clathrine ("coated pit") ,la vésicule d'endo­
cytose toujours recouverte de clathrine (''coated vesicle") s'en­
fonce dans le cytoplasme en perdant le revêtement de clathrine et 
se transforme en réceptosome (Willingham et Paston,1980) ou endo­
some (Wall ~ ~-, 1980) ,où le pH acide (inférieur à pH 5,5, Tyck.o 
et Maxfield,1982) libère le fer.L'endosome se transforme alors en 
compartiment de dissociation, le CURL ("compartment of uncoupling 
ligand and receptor"): la partie tubulaire, contenant la transfer­
rine toujours attachée à son récepteur, est recyclée vers la mem­
brane plasmique, puis arrivée à la surface de la cellule , le pH 
neutre du milieu extra-cellulaire dissocie l'apotransferrine de 
son récepteur. 

c. Hypothèse de Pastan et Willingham 

Le mécanisme par lequel la transferrine est endocytée par son 
récepteur et recyclée a été étudié dans les cellules KB par Will­
in'gham rt ~-C 1983) , Hanover ~ ~-C 1984) et Hanover et Dick.son 
( 1985). La peroxydase couplée à la tronsferrine permet de locali­
ser celle-ci en microscopie électronique ainsi que les différents 
organelles lo contenant. Les différentes étapes de l'endocytose 
et de l'exocytose sont identiques à celles décrites par Dautry­
Varsat et Lodish, à l'exception d'un passage par le trans-Golgi. 
La dissociation fer-transferrine se ferait dans le réceptosome 
(ou endosome) au voisinage du trans-Golgi correspondant aux CURL. 
La transferrine associée à son récepteur serait transferrée dons 
les élements tubulaires du trans-Golgi (et non dons les puits re­
couverts du Golgi) , puis ensuite dans des vésicules de forme tu­
bulaire, associées à des microtubules, et réinsérées dans la mem­
brane plasmique à la surface de la cellule, o~ l'apotransferrine 
est relachée dans le milieu en raison du pH neutre. 

d. Existence de deux voies de recyclage du 
complexe transferrine-récepteur 

La resialylation de la sérotransferrine par le foie , mise en 
évidence par Regoeczi rt ~-C 1982) et retrouvée dans des vésicu­
les d'endocytose recouvertes de clathrine (Fishman et Fine, 198?) 
ainsi que la resialylation du récepteur traité à la neuraminidase 
(Sniders et Rogers, 1985) confirme le passage par le trans-Golgi, 
en effet, la sialyl-transferase est située dans le trans-Golgi 
(Roth ~ '!.l.·, 1985). Le temps nécessaire à la complète resialyla­
tion de la transferrine et du récepteur ( 1-2h) est beoucoup plus 
long que leur internalisation et leur recycloge ( 15 min) ce qui 
expliquerait l'existence d'une voie normale de recyclage courte 
(Golgi-indépendante) et d'une voie longue qui ferait intervenir 
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le trans-Golgi Au sujet de cette dernière voie , 1 'existence de 
deux types de vésicules d'exocytose est décrite par Fishman et 
Fine (~987) une vésicule recouverte de clathrine renfermant la 
plupart des protéines membranaires recyclées et nouvellement syn­
thètisées, et une vésicule de secrétion non recouverte de clathr­
ine renfermant plus de protéines solubles secretées que de pro­
téines membranaires. 

Les études de Stein ~ ~.( 1984), Stein et Sussman ( 1985, 1986) 
et Sussman ~ ~.( 1985) sur les cellules K 562 traitées 6 la mo­
nensine font dire à ces auteurs qu'il existe deux voies de recy­
clage du complexe transferrine-récepteur: une voie monensine-sen­
sible faisant intervenir le complexe de Golgi comme il est décrit 
dans l'hypothèse précédente et une voie monensine-résistante, ap­
pelée Golgi-indépendante. En présence de monensine les récepteurs 
de la voie Golgi-dépendante sont accumulés dans la région périnu­
cléaire du Golgi, alors que les récepteurs de la voie Golgi-dé­
pendante sont continuellement recyclés à la surface. De plus le 
récepteur est internalisé indépendament de la présence du ligand. 

e.Cas particulier de la transferrine dans l'endocytose 
via un récepteur et son recyclage 

L'endocytose de la transferrine que nous venons de décrire 
présente un cas particulier par rapport aux autres systèmes d'en­
docytose par l'intermédiaire d'un récepteur . Ceci est schématisé 
dans la Fig.18,(p.48) qui représente les trois types principaux 
d'endocytose. 

En effet, chez les mammifères, les ligands internalisés par 
l'intermédiaire d'un récepteur se trouvent généralement dans les 
lysosomes où ils sont dégradés (Goldstein ~ ~.,1979 ; Pastan et 
Wïllingham, 1981a;b) tandis que le récepteur est recyclé. C'est le 
cas du récepteur à mannose du macrophage, du récepteur des asia­
loglycoprotéines des hépatocytes, du récepteur des LDL ("Low den­
sity lipoproteins") ,du récepteur de l'a2-macroglobuline (qui fixe 
les protéases du sérum) pour ne citer que les plus connus. 

Dans d'autres cas tel celui de l'EGF (Epidermal growth factor) 
le ligand mais aussi son récepteur se retrouvent dans les lysoso­
mes où ils sont dégradés. A la différence de la transferrine que 
l'on retrouve dons les éléments tubulaires du trans-Golgi, les 
puits recouverts du Golgi seraient impliqués dons l'orientation 
des molécules vers les lysosomes (Pastan et Willingham,1983). 

En moins de 5 minutes la sérotransferrine est retrouvée dans des 
structures tubulaires voisines du complexe de Golgi de pH 6,4 
alors que l'a2-macroglobuline est retrouvée dans des vésicules d' 
endocytose classiques de pH 5,4 (Yamashino ~ ~,1985). Le trans­
Golgi serait ainsi la plaque tournante du recyclage les ligands 
destinés à être dégradés après dissociation acide dans le récep­
tosome, et fusion de celui-ci avec les éléments tubulaires du 
Golgi (CURL) migreraient vers les puits recouverts du trans-Golgi, 
puis ces éléments fusionneraient avec les lysosomes. Dans le cas 
du récepteur de l'EGF, celui-ci prendrait le même chemin. Les ré­
cepteurs non destinés à être dégradés , resteraient dans les élé­
ments tubulaires du Golgi, puis retourneraient vers la surface de 
la cellule par un processus identique 6 celui décrit pour la 
tronsferrine.Le recyclage de la transferrine s'expliquant unique­
ment par lo forte affinité de l'opotransferrine pour le récepteur 
à pH acide. 
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Figure 18 Schéma résumant les différentes voies d'endocytose et 
d'exocytose dons les cellules en culture, d'opr~s Pastan et Wil­
lingham ( 1985). 
Les ligands montrés en exemple sont (E) pour EGF; (T) pour trans­
ferrine; (A) pour a2-macroglobuline Les récepteurs respectifs 
de ces ligands sont représentés par (•) pour le récepteur de l'EGF 
,(•) pour le récepteur de la transferrine et (6) pour le récepteur 
de l'a2-macroglobuline. 
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3. Transport intracellulaire ~fer 

Diverses hypothèses ont été formulées, impliquant le transport 
intr~cellul~ire du fer conjugué 6 des tr~nsporteurs. Le fr~ction­
nement chromatographique ou électrophorétique du cytosol de nom­
breuses cellules, démontre l'existence de différentes substances 
contenant du fer non hèminique. 

La plupart des auteurs trouvent le radiofer dans la ferritine 
et la transferrine. Nous venons de voir l'importance de 1~ trans­
ferrine dans le transport intra-membranaire du fer mais la ferri­
tine, lonetemps sueeérée comme le transporteur intracellulaire du 
fer (Speyer et Fielding,1974; 1979) aurait plutôt un rôle dans le 
stockage que dans le transport du fer (Primosigh et Thomas,1968 ; 
Borova ~ ~·, 1973; Panka~ ~.,1980; 1982) 

D'outres molécules contenant du fer ont aussi été isolées, pos­
sédant des masses moléculaires de quelques centaines à plusieurs 
milliers de daltons ( Nunez ~ ~·, 1980; Panka ~ ~·, 1980 ; 1982; 
Egyed,1983). Ces composants constituent ce qu'on appelle communé­
ment une réserve intermédiaire du fer ("iron transit pool") sous 
forme de complexes du fer de faible masse moléculaire C'est à 
cette réserve intra-cellulaire qu'aboutirait le fer de la trans­
ferrine mais aussi celui provenant de la libération du fer hémi­
nique par l'hème-oxygènase microsomale avant son incorporation 
dans la ferritine. 

Le rôle de cette réserve intra-cellulaire du fer est cependant 
contesté son existence pouvant être simplement dû à la pénétra­
tion ~ar simple diffusion dans la cellule de chélates ferriques 
de faible masse moléculaire ( Crichton, 1985). Selon Egyed ( 1983), 
il n'existe pas de modèle non ambigu pour le transport intra-cel­
lulaire du fer. 

Pourtant Romslo !U_ ~· ( 1982) ont proposé un mécanisme pour le 
transport intra-cellulaire du fer entre la transferrine et la mi­
tochondrie. La sérotransferrine fixée sur son récepteur est endo­
cytée, le fer ferrique, détaché de la transferrine par abais­
sement du pH, serait pris en charge par des polyphosphates de 
faible masse moléculaire, essentiellement le pyrophosphate 
(Konopka et Romslo,1980 ; Cowart ~ ~-, 1983). Le fer ferrique, 
chélaté par le pyro-phosphate , serait ensuite essentiellement 
utilisé pour la synthèse de l'hémoglobine dans la mitochondrie 
Après réduction par une FMN oxydoréductase mitochondriale (Vlvik 
et Romslo, 1981), le fer devenu ferreux serait incorporé dans 
1 'hème par une ferro-chélatase Konopka et Romslo, 1981). L'autre 
voie pour le complexe Fe(III)pyro-phosphate serait le stockage du 
fer dans la ferri tine ( Konopka ~ ~-, 1980) d'où il pourrait à 
nouveau être mobilisé en cas de besoin par la FMN oxydoréductase 
et incorporé à 1 'hème par le même mécanisme ( Vlvik, 1981). 

C. RELATION ENTRE L'EXPRESSION DU RECEPTEUR ET LA 
PROLIFERATION CELLULAIRE 

L'utilisation par Bartek !U_ ~- ,( 1983) d'une série d'anticorps 
monoclonaux dirigés contre la sérotransferrine humaine , a permis 
de montrer clairement sur plusieurs lienées cellulaires que la 
fixation de la sérotransferrine sur son récepteur était en rela­
tion directe avec la prolifération cellulaire. En effet l'anti­
corps monoclonal -14 , qui inhibe le plus la fixation de la séro­
transferrine sur son récepteur est aussi celui qui inhibe le plus 
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lo proliférotion celluloire et l'incorporotion du fer dons lo 
cellule. Il est à noter que cet anticorps reconnaît un déterminant 
antigènique similaire dans les sérotransferrines de Lapin et de 
Porc. 

Bien que toutes les cellules nucléées possédant probablement 
des récepteurs de la sérotransferrine, la densité de ces récep­
teurs ~ la surface est considérablement augmentée quand les cel­
lules deviennent malignes , quand elles sont en phase logarithmi­
que de croissance ou sont induites à proliférer rapidement in vi­
tro. Cette association entre la densité du récepteur et la crois­
sance active a été constatée dans les fibroblastes (Octave ~ ~-
1979), les cellules de la lignée lymphocytaire (Larrick et Cress­
well, 1979) et les cellules leucémiques (Delia~~-, 1982) .Si ces 
cellules leucémiques sont induites à se différencier et à dimi­
nuer leur proliférotion , une forte décroissance du nombre de ré­
cepteurs de la sérotransferrine est constatée. 

De même dons le cos des lymphocytes de Souris ,seules les cel­
lules stimulées par des agents mitogènes montrent des récepteurs 
de la sérotransferrine à la surface, mais les lymphocytes normaux 
non activés contiennent une certoine quontité de récepteurs intro 
cellulaires non exposés, correspondant environ à 20 %du nombre 
total des cellules activées, ce qui implique une altération de la 
régulation de l'expression du récepteur de la sérotransferrine 
dans le processus de stimulation (Weiel et Hamilton,1984). 

Les cellules transformées sont des cibles sensibles aux cel­
lules tueuses appelées N.K.(natural killer) ,(Herberman et Holden, 
1978): Newman ~ ~- ( 1982) ont montré qu'il existe une très 
grande corrélation entre l'expression du récepteur de la séro­
transferrine sur un certain nombre de cellules transformées et la 
se~sibilité aux cellules NK, alors que les cellules normales cor­
respondantes qui ne possèdent que très peu ou pas de récepteur de 
la sérotransferrine sont insensibles à ces cellules tueuses. Il 
ont montré qu'il était possible d'inhiber la reconnaissance des 
cellules transformées par les cellules NK en utilisent le 
récepteur de la sérotransferrine purifié. 

Les cellules NK auraient donc évolué de manière à empêcher les 
cancers cellulaires en reconnaisant une structure 1 le récepteur 
de la sérotransferrine,associée à la prolifération cellulaire. De 
nombreuses études sont actuellement en cours pour approfondir 
cette question d'un intérêt primordial dans la lutte contre le 
cancer de même que l'utilisation de drogues couplées à la séro­
transferrine ou à un anticorps monoclonal anti-récepteur de la 
transferrine pour cibler les cellules cancéreuses (voir à cet ef­
fet la l"evue générale de Kogho ~ ~- ,( 1985) .Ces même auteurs ont 
ouvert une voie dans le diagnostic du cancer en montront qu'il 
était possible de doser les récepteurs de transferrine circulante 
par méthode radio immunologique en utilisant une technique sand­
wich entre deux anticorps monoclonaux différents OKT9 et 83/25. 
Le nombre de récepteurs est augmenté en cas de cancer et en fonc­
tion de la taille de la tumeur. 

O. Régulation du nombre de récepteurs de la 
sérotransferrine 

On sait depuis longtemps que les érythrocytes matures ne fixent 
plus la sérotransferrine et que l'incorporation du fer de la séro 
transferrine dans les cellules de la lignée rouge diminue avec la 
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moturotion de ces cellules Le nombre de récepteurs sur les pré­
curseurs des érythrocytes décroît en fonction de la maturation 
( Nunez ~ ~-, 1977; Van Bock.xmeer et Morgan, 1979; Frazier ~ ~-, 
1982; Iocopetto ~ ~-, 1982). Nous avons vu que dans les cellules 
non-erythroïdes , la possession de récepteurs de la sérotransfer­
rine est associée à la transformation et à la division des cellu­
les La différenciation des cellules transformées o pour consé­
quence une diminution du nombre de récepteurs. 

La disponibilité du fer pour les cellules peut être altérée par 
des changements dans le nombre de récepteurs de la transferrine 
sur la surface cellulaire. Ces changements peuvent être lents et 
sont dus à une modification de la synthèse du récepteur ou à une 
perte de récepteurs,ou plus rapides par un déplacement de la pro­
portion du nombre de récepteurs entre la surface cellulaire et la 
réserve endogène. La Fig.19,(p.52) tirée de la revue générale de 
Bomford et Munro( 1985) fait un rapide tour d'horizon des facteurs 
affectant le nombre de récepteurs de transferrine disponibles à 
la surface de la cellule et affectant soit le recyclage du récep­
teur, soit sa synthèse. 

La synthèse du m RNA et sa transcription en récepteur de 
transferrine semblent essentiellement régulés par la quantité de 
fer présente dans le milieu. Un excès de fer apporté, soit par des 
sels de fer du serum de veau foetal enrichi en fer (Rudolph~~-
1985), soit par de l'hème (Ward~ ~.,1984; Louache ~ ~.,1984) 
font décroître le nombre total de récepteurs par cellule.A l'in­
verse une carence en fer, due soit à une culture en présence de 
serum de veau foetal déficient en fer (Rudolph ~ ~-, 1985), soit 
à l'addition de chélateurs du fer tels que la desferrioxamine 
(Mattia et al., 1984; Bridges et Cudk.owicz, 1984) ou 1 'acide pico­
linique Clo~che ~ ~-, 1984), soit à des inhibiteurs de synthèse 
comme 1 'hème (Ward ~ ~-, 1984), augmente le nombre total de ré­
cepteurs. Nous avons déjà vu que la transformation maligne des 
c~llules était accompagnée de man1ere caractéristique par une 
disrégulation de l'expression du récepteur consistant en l'aug­
mentation accrue de sa synthèse. Neck.ers ~ ~- ,( 1985) , ont 
montré une relation entre l'accessibilité des canaux à calcium 
et l'expression du récepteur de la transferrine le blocage des 
canaux calcium inhibe la transcription et la sfnthèse du récep­
teur ainsi que la prolifération cellulaire. 

Par opposition à ces changements lents de l'ordre de 24 h ou 
plus, il existe des variations rapides dans le nombre des récep­
teurs de surface, dues à une translocation des récepteurs entre 
la surface et un réservoir à l'intérieur de la cellule. Une dimi­
nution rapide et réversible du nombre de récepteurs de surface 
peut être provoquée par les esters de phorbols (May~~-, 1984 ; 
Klausner ~ ~-, 1984;Kohno ~ ~.,1986)qui sont des agents utili­
sés pour stimuler la différenciation des précurseurs cellulaires. 
Pendant la mitose, les récepteurs de transferrine disparaissent 
aussi de la surface cellulaire ( Sager ~ ~-, 1984) .Par opposition 
à l'action des esters de phorbol, l'abondance des récepteurs de 
surface peut être augmentée à partir du "pool" intra-cellulaire 
par addition dans le milieu de culture,d'un facteur de croissance 
1 'EGF ( epidermal growth factor) ( Wiley et Kaplan, 1984), de calcium 
(Buys ~ ~.,1984) ou d'insuline (Davis rt ~.,1986). 

En conclusion, le nombre de récepteurs de surface disponibles 
pour la sérotransferrine, donc pour l'entrée du fer dans la cel­
lule,peut varier, soit par une modification de la synthèse du ré­
cepteur soit par échange entre les récepteurs de surface et le 
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"pool" intra-cellulaire. Le premier type de modification, plus 
lent consiste plus spécifiquement en une régulation du nombre to­
tal de .récepteurs en fonction de la quantité de fer Les varia­
tions plus rapides sont plus souvent dues à des changments dans 
la différenciation cellulaire ou à un contrBle endoeène du cycle 

'cellulaire. 

E. Cos porticulier de l'interoction 
sérotronsferrine-hépotocyte 

C'est dons le foie que se trouve lo plus importonte réserve de 
fer de l'orgonisme, soit 30% du métol stocké sous forme de fer­
ritine ou d'hémosidérine. Ce fer est amené soit par les cellules 
non parenchymateuses, les cellules de Kupffer, macrophages qui 
capturent les érythrocytes sénescents, soit par les cellules par­
enchymateuses, les hépatocytes. Au niveau de l'hépatocyte, le fer 
est amené par l'intermédiaire de récepteurs,soit par l'hème-hémo­
pexine (Smith et Morgan, 1979), soit par le système hémoglobine 
haptoglobine (Kino ~ ê.l_., 1980), soit par la sérotransferrine 
(Gardiner et Morgan, 1974; Van Bockxmeer ~ ê.1._.,1975; Grohlich ~ 
.ê..l.-, 1977; 1979), bien que selon Soda et Tavassoli ( 1984) et Tavas­
soli ~ ê..l_.( 1986), ni les hépatocytes, ni les cellules de Kupffer 
ne possèdent de récepteurs de la sérotransferrine, mais seulement 
les cellules endothèliales du foie (et non celles du cordon ombi­
lical) qui capteraient la sérotransferrine, la désialylerait et 
celle-ci serait captée par le récepteur à galactose des hépatocy­
tes. 

Comme toutes les glycoprotéines sériques, la sérotransferrine 
est synthétisée et catabolisée dans le foie. La perte de l'acide 
sialique entraîne généralement une rapide élimination des glyco­
protéines plasmatiques de la circulation, le catabolisme de cha­
que glycoprotéine variant en fonction de leur affinité pour le 
récepteur hépatique ( Morell ~ ~-, 1971). La sérotransferrine dé­
sialylée semble échapper à ce phénomène (Fig.20 , p.54). En fait 
sur une période d'observation beaucoup plus longue,Regoeczi ~ ê.l_. 
( 1974) ont montré que l'asialo-sérotransferrine humaine était 
éliminée du plasma plus rapidement que la forme sialylée. 

Le récepteur des asialoglycoprotéines est une lectine à Gal/ 
Gal NAc dont les propriétés sont décrites dans la revue générale 
d'Harford et Ashwell ( 1981) qui possède beaucoup plus d'offinité 
pour les structures glycanniques asialo-tétraantennées et trian­
tennées que pour les structures asialo-biantennées (Lee ~ ~·, 
1984). La sérotransferrine est partiellement désialylée dans le 
serum de cirrhotiques ( Stibler ~ ê.l_., 1980; 1981; Regoeczi ~ ê.l_., 
1984a) le taux de structures glycanniques triantennées de la séro­
transferrine est augmenté dans ces serums et pourrait expliquer 
ainsi la sidérose hépatique par une incorporation accrue de séro­
transferrine par le récepteur hépatique (Oebruyne ~ ~.,1983a;b; 
Regoeczi ~ .ê...!_., 1984a). L'interaction des variants glycanniques 
de la sérotransferrine humaine avec les hépatocytes de Rat est 
détaillée dans la revue générale de Regoeczi ( 1984b). 

L'interaction de la sérotransferrine avec les hépatocytes est 
un phénomène complexe , en raison de la présence de deux récep­
teurs différents à la surface de l'hépatocyte et de la synthèse 
de sérotransferrine endogène. (Regoeczi, 1986) 
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Figure 20: Temps de survie dans le sang 1 chez le Rat, de 
différentes glycoprotéines plasmatiques humaines. 

(A) selon Morell ~ê1_.,19?1; (dose injectée 65J.Jg 
d'asialo-orosomucoide et 150J.Jg d'asialo-transferrine, pour 
100g de poids de corps) 

( 8) selon Regoeczi et QJ_., 19?4); (dose injectée "' 2J.Jg 
de transferrine/100g de poids de corps); (o) sialo-transfer­
rine humaine; (e) asialo-transferrine humaine. 
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CONCLUSIONS 

Ainsi que nous avons pu le constater, la sérotransferrine est 
une elycoprotéine très étudiée en raison de son rôle prépondérant 
dans le métabolisme du fer. 

La connaisance de la structure primaire, tant protéique que 
glucidique est maintenant complète pour la sérotransferrine hu­
maine , mais nous possédons beaucoup moins de renseignements sur 
les sérotransferrines des autres espèces de mammifères. Les 
analogies de séquences entre les moitiés N et C-terminales, ainsi 
que les coupures protéolytiques ménagées ont permis de montrer 
qu'elles sont constituées de deux lobes indépendants de taille 
similaire,confirmé pour la sérotransferrine de Lapin par les ana­
lyses de diffraction des rayons X. 

La sérotransferrine véhicule le métal jusqu'à des tissus 
qu'elle reconnaît par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques. 
Une hétérogéneité physicochimique a été mise en évidence entre 
les deux sites de fixation du fer , mais l'hétérogéneité fonctio­
nelle suggérée par Fletcher et Huehns n'a pu être prouvée.Les ré­
ticulocytes ont été pendant les années 60 et 70 le seul modèle 
étudié pour comprendre les interactions entre la sérotransferrine 
et son récepteur, cependant les très nombreux résultats obtenus 
sont souvent contradictoires, en raison de l'utilisation de sys­
tèmes hétérologues et de conditions de fixation non spécifiques. 

L'assimilation du récepteur de la sérotransferrine sur les ré­
tièulocytes à celui des cellules humaines nuclées en culture a 
permis, depuis le debut des années 80, de faire d'énormes progrès 
dans la connaisance de sa structure, de son recyclage et de sa 
régulation. 

Si la structure des glycannes des sérotransferrines est bien 
connue, on ne sait pratiquement rien sur leur rôle, et, il était 
tentant de penser que ces glycannes étaient le signal reconnu par 
le récepteur membranaire de la cellule. En effet la principale 
différence structurale des sérotransferrines semble porter sur le 
nombre de glycannes, et dans certains cas sur la structure de ces 
elycannes.C'est ce que nous avons cherché à démontrer dans le cas 
de la sérotransferrine en utilisant le modèle le plus communément 
étudié et le plus facilement isolable, le réticulocyte de Lapin 
La plupart des études déjà réalisées sur les interactions séro­
transferrine-réticulocytes l'ont été en système hétérologue uti­
lisant la sérotransferrine humaine et les réticulocytes de Lapin. 

Afin de travailler en système homologue, nous avons été amenés 
à isoler la sérotransferrine de Lapin, alors peu connue, à foire 
la structure de sa partie elucidique et à comparer ses princi­
pales propriétés à celles de la sérotransferrine humaine. Nous 
avons ensuite cherché à montrer que la différence d'affinité, 
trouvée entre les deux sérotransferrines pour les réticulacytes 
de Lapin, provenait d'une différence dans les sites de fixation 
du fer ou dans la structure de leur partie glucidique. 
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Enfin, toujours dans l'hypothèse des glycannes signaux de recon­
naissance cellulaire, nous avons changé de modèle et utilisé la 
sérotransferrine humaine, connue pour posséder des variants gly­
canniques, et nous avons étudié l'influence de cette variation 
glycannique sur l'interaction avec les réticulocytes de Lapin. 

L'étude des mécanismes de reconnaissance par les récepteurs 
membranaires étant aléatoire en systéme hétérologue, en raison d' 
une différence structurale possible des sérotransferrines , nous 
avons choisi ensuite un tissu humain,le placenta, afin d'utiliser 
toujours un système homologue et de rechercher la présence éven­
tuelle d'un récepteur de nature lectinique pouvant expliquer 
l'augmentation des variants contenant des structures triantennées 
dans le serum des femmes enceintes. 



TRAVAUX PERSONNELS 
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PURIFICATION DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN 

Le sang de Lapin , recueilli en grande quantité, est partiel­
lement hémolysé malgré la présence d'héparine en raison des con­
ditions du prélèvement à l'abbatoir et du temps de latence entre 
la collecte du sang et la centrifugation au laboratoire.Cette hé­
molyse partielle nous a amené à modifier les procédés de purifi­
cation utilisés pour la sérotransferrine humaine (Roop et Putnam, 
196?) et pour la sérotransferrine de lapin (Martinez -Medellin et 
Schulman, 19?3) 

I. DIFFERENTES ETAPES DE LA PURIFICATION 
DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN. 

Le schéma de purification de la sérotransferrine de Lapin est re­
sumé dans la Fig.21, p.58. 

1-Précipitation ~plasma 

Après dialyse et lyophilisation du plasma, nous obtenons envi­
ron 50g de protéides par litre de sang (toutes les quantités don­
nées par la suite sont ramenées à 1 litre de sang de départ). 

La précipitation au rivanol élimine essentiellement la sérum­
albumine et une partie des globulines. Le surnageant I, dialysé 
et lyophilisé , correspond à ?,6g La première précipitation au 
s~lfate d'ammonium (55% de saturation) élimine essentiellement 
les immunoglobulines.Le surnageant II qui contient la sérotrans­
ferinne représente 3,6g. La deuxième précipitation au sulfate 
d'ammonium (?0% de saturation) fournit 1,42g de précipité III 
enrichi en sérotransferrine. 

2- Chromatographie d'échange d'ions sur 
DEAE-Séphadex 

La chromatographie sur DEAE-Séphadex fournit quatre fractions 
(Fig.22-1, p.60) dénommées A, 8, Cet O. La fraction 8 (1,D?g), 
correspondant à l'élution par le tampon renfermant du NaCl D,1M, 
contient la majeure partie de la sérotransferrine. 

L'un des principaux contaminants des préparations de séro­
transferrine quand le sérum est hémolysé est l'hémopexine.Ce con­
taminant conduit à l'obtention de transferrines "brunes" (Gordon 
et Louis, 1963). Hatton ~ ~· ( 19??) ont montré l'impossibilité 
d'éliminer l'hème-hémopexine des préparations de sérotransferrine 
bovine par simple chromatographie sur DEAE-Cellulose 

Cette contamination pourrait résulter du changement de pHi de 
l'hémopexine après fixation de l'hème (sérum hémolysé) déjà cons­
taté chez 1 'homme ( Plancke ~ ~·, 19?8) et chez le Rat (Bernard 
~ ~·, 19?5 ) . Chez le Rat, l'apo-hémopexine possède des variants 
dont le pHi varie entre 5,5 et 5,95 etl'hème-hémopexine entre 4,8 
et 5,25. La sérotransferrine de Lapin saturée en fer possède un 
pHi de 5,1, et de 5,55 sous forme apo (résultats p.92). 
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Plasma (50g) 

!Rivanol 

Précipité I 
(éliminé) 

I-0 

Précipité !.!_ 
(éliminé) 

PI~écipité III 

DEAE-Séphadex 

8 ( 74, 7 % c ( 18, 8 %) 

1, 0?9 
SP-Sephadex 

BII a (0,05g) 

Con A 
Sepharose 

I ( 20mg) II 

I-1 

F.P.L.C. 
(Mono-S) 

I-2 I-3 

Surnogeont I (7,6g) 

( NH .:,)~ SOt., 55% 
de saturation 

Surnageant II (3,6g) 

( NH t,l~ S04 ?0% 
de saturation 

Surnageant III 
(éliminé) 

0 ( 5, 6 %) 

BII b (0,65g) 

T SP-Sephadex 

ISTF Lapin (0,58g) 

I-4 1 I-51 
( 2mg) 

I-6 

igure 21: Schéma de purification de la sérotransferrine de Lapin 
: partir du plasma dialysé et lyophilisé.(Les quantités en g sont 
·amenées a 1 1 de sang). 
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Quand le sérum est hémolysé la chromatographie sur DEAE-Sépho­
dex du sérum saturé en fer , permet d'éliminer l'apo-hémopexine 
tondis que l'hème-hémopexine est cofroctionnée avec la ferri-séro 
tronsferrine Une deuxième chromatographie à pH acide est alors 
nécessaire pour fractionner la sérotransferrine sous forme apo et 
ainsi éliminer l'hème-hémopexine. 

3. Chromatographie d'échange d'ions sur SP-Séphadex 

Le pic B obtenu après DEAE-Séphadex est chromatographié sur SP 
Séphadex à pH 5,0 et l'élution est réalisée par un gradient liné­
aire de pH croissant (Fig. 22-2, p.60). Seul le pic BII contient 
de la sérotransferrine. Ce pic présente un épaulement appelé BIIa 
( 0, 05g), la fraction BIIb ( 0, 65g) correspond à la majeure partie 
du pic. La fraction BIIb est repurifiée dans les mêmes conditions 
sur une deuxième colonne de SP-séphadex. Un pic symétrique est 
obtenu et correspond à la sérotransferrine de lapin utilisée par 
la suite dans nos études. 

La quantité de sérotransferrine de lopin obtenue après deux 
chromatographies sur SP-séphadex est de 0,58 g. Le taux moyen de 
sérotransferrine dans le plasma de lapin étant de 3,4g/l, soit 
environ 2g/l de sang, le rendement final de notre préparation est 
d'environ 30%. 

Afin de purifier la fraction Bila celle-ci a été soumise à une 
chromatographie d'affinité sur colonne de Con A-sépharose, puis à 
une chromatographie d'échange d'ions à haute performance. 

4- Chromatographie d'affinité sur Con A-Sépharose. 

La chromatographie sur Con A-sépharose de la 
fournit une fraction non retenue I (40%) et une 
par l'a-méthyl-0-glucoside II (60 %) . La fraction 
une contamination du pic BIIa par le pic BIIb. La 
retenue,ne contient que 50% de sérotransferrine, 
dosage immunochimique) 

5- Chromatographie d'échange d'ions 
haute performance. 

fraction 8IIa 
fraction éluée 
II correspond à 
fraction I, non 
(déterminé par 

Nous avons chromatographié la fraction non retenue sur Con A, 
sur une colonne Mono-S (groupement échangeur: Sulfo-propyle) à l' 
aide d'un appareil de F.P.L.C.(Fast Protein Liquid chromatography) 
dont la résolution est beaucoup plus fine que la chromatographie 
ordinaire sur SP-Séphadex. 

Nous obtenons ? fractions (Fig.22-3 p.60). La fraction I-0 
correspond au pic d'injection, la fraction 11 est retardée, les 
fractions I-2, I-3, I-4 et I-5 sont éluées respectivement par 
10 %, 20%, 30% et 40% de tampon 8 et la fraction I-6 est éluée 
par des concentrations supérieures à 50% du tampon 8. 

La fraction II-5, contenant uniquement de la sérotransferrine 
ne représente que 2mg pour 20mg de fraction I totale. 
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Figure 22 Fractionnement de la sérotransferrine de Lapin par 
chromatographie d'échange d'ions 
1- chromatographie d'échange d'ions sur colonne de DEAE-Séphadex 
A-50 (?,5 x 45 cm) du précipité ?0% de saturation en sulfate 
d'ammonium, par un gradient discontinu en NaCl de 0-0,2M dans le 
tampon Tris-HCl de pH 8,5. 
2- chromatographie d'échange d'ions du pic 8 sur une colonne de 
SP-séphadex C-50 (2,5 x35 cm) équilibrée en tampon citrate de 
sodium 0,02M et développée un gradient continu en citrate de so­
dium 0,02 de pH 5,0 ~ 6,0. 
3 -chromatographie d'échange d'ions en FPLC (Mono-S) du pic BII 
b, en tampon acétate de sodium 50 mM, pH 4,5 (tampon A) 
l'élution est réalisée par un gradient discontinu en tampon 8 
tampon A contenant NaCl 0,5 M) 
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II - ANALYSE DES DIFFERENTES FRACTIONS 
OBTENUES AU COURS DE LA PURIFICATION 

A. Electrophorèse ~ ~ ~ polyocrylomide. 

Les différentes fractions obtenues lors de la précipitation du 
plasma et des chromatographies d'échange d'ions ont été analysées 
par électrophorèse en eel de polyacrylamide en présence de SOS. 

L'électrophorèse de la Fig. 23-o p.62 montre l'enrichissement 
progressif en sérotransferrine (bande à environ ?SkDa) lors de la 
précipitation du plasma (lignes 1-3). Un des contaminats majeurs 
est une bonde de masse moléculaire supérieure à 60 kDo, retrouvée 
dans toutes les fractions éluées de DEAE-séphadex (lignes 4-?). 
Lo sérotronsferrine est aussi présente dans toutes ces fractions, 
la fraction B étant la plus enrichie (85% de sérotransferrine). 
La révélation spécifique à l'o-dianisidine de l'électrophoré­
gramme, réalisé sur acétate de cellulose, démontre que le conta­
minont mojeur de lo froction 8 est une ~1-globuline, de noture 
héminique migrant comme la sérotransferrine l'hémopexine déjà 
signalée comme principal contaminant des préparations de séro­
transferinne. La fraction 8IIb rechromatographiée sur SP-séphadex 
ne montre qu'une seule bande en gel de polyacrylamide (ligne 8). 

La Fig.23-b (p.62) montre l'électrophorèse en gel de polyacry­
lamide des fractions obtenues en F.P.L.C. Toutes les fractions 
analysées, sauf la fraction I-5 contiennent de l'hémopexine . Les 
fractions plus acides , éluées plus rapidement contiennent plus 
d'hémopexine que les dernières fractions qui contiennent plus de 
sérotransferrine.La fraction I-5 ne contient que de la sérotrans­
ferrine. 

B. Analyse de la composition en glycanne des fractions 
isolées. 

L'étude de la composition glycannique des différentes fractions 
obtenues lors de la purification a été réalisée par les méthodes 
colorimètriques et chromatographique classiques décrites dans l' 
appendice technique et par l'analyse des interactions avec une 
lectine, la con-A, au cours de l'immuno-affino-électrophorèse. 

1- Composition centésimale ~molaire ~glucides 

Les compositions centésimale et molaire en monosaccharides de 
différentes fractions sont données dans le tableau V, p.63 . Nous 
constatons que la fraction 8 ( obtenue par chromatographie sur 
DEAE-Séphadex) est environ deux fois plus riche en sucres que la 
fraction 8IIb rechromatographiée sur SP-Séphadex . Les valeurs 
élevées en glucides de la fraction 8 sont très proches de celles 
obtenues par Hudson ~ ~.( 19?3) et seraient en faveur de la pré­
sence de deux groupements glycanniques, alors que les valeurs de 
la fraction 8IIb sont en accord avec la présence d'un seul gly­
canne de type N-acétyl-lactosaminique biantenné. 

Nous avons montré précédemment que la fraction 8 était essen­
tiellement contaminée par l'hémopexine saturée en hème.Cette con­
tamination peut expliquer à elle seule, la forte teneur en sucre 
de la fraction 8. En effet, l'hémopexine de lapin est très riche 
en sucres, 21,5% (Hrkal et Muller-Eberhard, 19?1) et particulière­
ment en N-acétyl-glucosamine et en acide N-acétyl-neurominique.La 
fraction 8 ne contient que 85% de sérotransferrine (dosage immu-
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Figure 23 Contrôles électrophorétiquesdu fractionnement de la 
sérotransferrine de Lapin. 
(a) Electrophorèse en gel de polyacrylamide en prèsence 
de SOS 0,1 p100 et de ~-mcrcaptoethanol des différentes froctions 
obtenues lors du fractionnement de la sérotransferrine de Lapin. 

1 sérum de Lapin 
2 - Précipité I 
3 - Précipité II 
4 - Fraction A du fractionnement sur OEAE sephadex 
5 - Fraction 8 
6 - Fraction C 
? - Fraction 0 
8 - Fraction BIIb rechromatographiée sur SP-Séphadex 

(b) Electrophorése en gel de polyacrylamide à ?,5% en présence 
de SOS 0,1 %des fractions obtenues par FPLC. 
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TABLEAU V 

COMPOSITION EN GLUCIDES DE LA SERDTRANSFERRINE DE LAPIN 

Composion 
(g/100g) 

Centésimale 
( a) 

Oses neutres 

Glucosamine 

Acide sialique 

Total 

Composition Molaire 
(résidu/mole) (b) 

Galactose 

Mannose 

N-acetyl ( C) 
glucosamine 

Acide N-acetyl­
neuraminique 

Nombre total 
de Résidus 

Fraction 8 
( DEAE-Séphadex) 

2,02 

1 '07 

1 '57 

5,26 

3,7 

4,7 

5,5 

3,8 

17,7 

Fraction BIIb 
( 2è SP-Séphadex) 

1 '22 

1 '23 

0,82 

3,2 

2' 1 1 

2,88 

4,03 

1 '92 

10,94 

Fractioni5 
(F.P.L.C) 

1 '34 

1 '35 

0,65 

3,34 

2,73 

3,00 

4,70 

1 '63 

12,06 

( a) La 
résultats 

composition centésimale a été déterminée d'après les 
de chromatographie en phase gazeuse après méthanolyse 

(b) En raison des faibles quantités méthanolysés, 
molaires ont été calculés en prenant pour base 
mannose. 

les rapports 
3 résidus de 

(c) La glucosamine non détachée 
systématiquement rajoutée. 

par la méthanolyse a été 
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nologique) . Etant données les teneurs respectives en sucres de lo 
sérotransferrine et de l'hémopexine une contamination de 10% en­
viron de la préparation par l'hémopexine peut expliquer les 5% de 
sucres dosés dans cette fraction. 

La composition en glucides de la fraction I-5, obtenue après 
chromatographie FPLC de la fraction non retenue sur Con-A du pic 
Bila, montre une auementation de près d'un résidu de ~alactose et 
de glucosamine par rapport à la fraction majeure BIIb. Cette com­
position serait en faveur de l'existence d'un variant glycannique 

possédant sans doute une antenne supplémentaire 2reffée sur l'un 
des deux mannoses, et expliquant ainsi son manque d'affinité pour 
la Con-A.La fraction I-5 ne contient que 1,6 résidus d'acide sia­
lique. Les quatre fractions précédentes sont éluées à des mola­
rités plus faibles en NaCl, et renferment toutes de la sérotrans­
ferrine, mais cette contamination par des taux différents d'hémo­
pexine ne permet pas d'analyser correctement les résultats des 
dosages de sucres. Cette microhétérogènéité du variant de la sé­
rotransferrine de Lapin pourrait être due , soit o une variation 
peptidique, soit plutôt à une micro hétéro~ènéité de la teneur en 
acide sialique, due aux longues étapes de purification. 

2- Immuno-affino électrophorèse bidimensionnelle. 

La présence de variant glycannique dans les fractions Bila et 
BIIb a été analysée par immuno-affino électrophorèse en présence 
de Con-A, qui permet de séparer les glycoprotéines renfermant des 
glycannes biantennés, retardées,de celles contenant des glycannes 
triantennés, non retardées. 

Les électrophorèses montrées dans la Fig.24 (p.65), révèlent 
que la fraction Bila obtenue après la première SP-Sêphadex est 
hétérogène en ce qui concerne la sérotransferrine seulement 10% 
environ de la sérotransferrine est reconnue par la Con-A (Fig.24, 
d) alors que la sérotransferrine obtenue après deux chromatoera­
phies sur SP-Séphadex est reconnue à 100% (Fig.24,c) .Quand le pic 
Bila est chromatographié sur Con-A-Sépharose, la fraction non re­
tenue (I) n'est pas reconnue (Fi2.24,e) Cette perte d'affinité 
pour la Con A peut s'expliquer comme dans le cas de la sérotrans­
ferrine humaine par l'existence d'une troisième antenne greffée 
sur un des mannoses.Cette troisième antenne sialylêe expliquerait 
la diminution du pHi de cette fraction éluée plus tôt sur SP-Sé­
phadex. Selon cette hypothèse, la sérotransferrine de la fraction 
BIIb ne renfermerait qu'un glycanne de type biantennê et la sêro­
transferrine de la fraction Bila un glycanne polyantenné, les 10% 
reconnus par la Con-A correspondant à une contamination par la 
fraction BIIb. 

Afin d'évaluer la quantité de ce variant glycannique dans le 
sang, ce type d'électrophorèse a été réalisé sur du sérum frais 
de Lapin. Lorsque l'électrophorèse est réalisée dans les mêmes 
conditions que précédemment (Fig.24,a,p.65), le pic non reconnu 
par la Con A est presque invisible, mais si la quantité d'anti­
sérum monospécifique ajouté dans la deuxième dimension est divi­
sée par deux (Fig.24,b,p.65) ,le pic non reconnu par la Con-A est 
très visible Les proportions relatives des deux variants de la 
sérotransferrine de Lapin étant très différentes , il n'est pas 
possible d'obtenir une bonne relation entre les quantités d'anti­
gènes et d'anticorps pour ces deux variants et, il est donc très 
difficile de les quantifier. En combinant les résultats des deux 
plaques d'électrophorèse le taux du variant glycannique non 
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Figure 24 : Affino-immuno-électrophorèses bidimensionnelles en 
présence de Con A dans la première dimension : 
a Sérum de Lapin (quantité d'antisérum standart) 
b Sérum de Lapin (quantité d'antisérum divisée par 2) 
c fraction BIIb éluée de SP.Sephadex. 
d fraction BIIa eluée de SP séphadex. 
e fraction non retenue sur Con A Séphorose du pic BIIo. 
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reconnu pDr la Con A est de l'ordre de 3 à 5% environ. 

III- CONCLUSION 

La méthode de purification que nous avons utilisée permet d'ob­
tenir une préparation de sérotransferrine de Lapin débarassée de 
son principal contaminant,l'hémopexine, ce qui est important pour 
nos études ultérieures sur le rôle de la fraction elycannique de 
la sérotranferrine, car l'hémopexine est très riche en sucres. 

Outre l'élimination de l'hémopexine, la chromatographie sur 
SP-Séphadex conduit à l'obtention d'apo-sérotransferrine de lapin 
sans utilisation d'autres chélateurs que le citrate du tampon de 
chromatographie. 

Au vu de la composition molaire en monosaccharides de la séro­
transferrine de Lapin purifiée,nous pouvons affirmer que celle-ci 
contient un seul groupement glycannique, sans doute biantenné. 

Nous avons mis en évidence l'existence d'un variant glycannique 
possédant un résidu de galactose et de glucosamine supplémentaire 
suggérant l'existence d'une troisième antenne. Ce variant est 
difficilement purifiable en raison de son pHi très voisin de ce­
lui des variants de l'hèmopexine. Les quantités obtenues de ce 
variant pur ne nous ont pas permis d'en faire l'analyse ulté­
rieure. La seule méthode permettant de le préparer quantitati­
vement est la chromatographie d'affinité sur colonne d'anticorps, 
qui permettrait d'obtenir tous les variants, même les plus sialy­
lé s .. 

L'obtention de sérotransferrine de Lapin à l'état très purifié 
nous a permis d'entreprendre des recherches ultérieures portant 

1. sur la structure et la conformation de sa chaine 
polypeptidique 

2. 
3. 

sur ses propriétés de fixation du fer 
sur la structure du ou des glycannes 

Ceci dans le but de préciser l'origine des différences d'affi­
nité entre la sérotransferrine humaine et celle de Lapin vis à vis 
des réticulocytes de lapin ( Jandl li ~.1959 et Lane, 19?2). 
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STRUCTURE ET CONFORMATION DE LA CHAINE 
PEPTIDIQUE DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN 

Les préparations de sérotrans~errine de lapin que nous avons 
obtenues ont été analysées de manière comparotive à la sérotrans­
ferrine humaine, afin de préciser d'éventuelles différences de 
masse moléculaire, de composition en acides aminés de séquences 
d'acides aminés de la partie N-terminale et ou point d'ottache 
des glycannes de structure secondaire et de conformation de la 
chaîne peptidique. 

I- STRUCTURE PRIMAIRE DE LA CHAINE POLYPEPTIDIQUE 

A- Massa moléculaire. 

La masse moléculaire de la sérotrans~errine de Lapin déterminée 
par équilibre de sédimentation est de 75 ± 2 kDa La masse molé­
culaire de la sérotransferrine humaine, déterminée dans les mêmes 
conditions est de 75,6 ± 2 kDa (Léger gJ_ ~-, 1977). 

Par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SOS 
et de 2-mercaptoéthanol, les R~ des deux sérotransferrines sont 
identiques. Les masses moléculaires calculées d'après des témoins 
sont de 76 kDa pour les deux sérotransferrines. 

En tenant compte de la valeur de 79,6 kDa, obtenue d'après la 
structure primaire de la sérotransferrine humaine, la comparaison 
des résultats obtenus sur les deux sérotransferrines par les deux 
techniques que nous avons utilisées, permet d'attribuer une masse 
moléculaire de l'ordre de 77kDa pour la sérotransferrine de Lapin 
en sachant que celle-ci ne possède qu'un glycanne Cette masse 
moléculaire est en accord avec celles citées dans la littérature, 
de 70 à 77 kDa (Baker gJ_ ~-, 1968; Greene et Feeney, 1968; Palmour 
et Sutton,1971; Hudson et ~.,1973). 

8- Composition molaire en acides aminés 

La composition molaire en acides aminés de la sérotransferrine 
de Lapin, donnée dans le tableau VI (p.68) en comparaison avec 
celle de la sérotrans~errine humaine ne fait pas apparaître de 
différences signi~icatives. 

C- Détermination des séquences peptidiques. 

- Séquence N-terminale 

Nous avons déterminé la séquence N-terminale de la sérotrans­
ferrine de Lapin en utilisant la dégradation récurrente d'Edmon 
et, soit l'identification de P.T.H.-aminoacides libérés à chaque 
cycle par chromatographie sur couche mince, soit par analyse des 
acides aminés à l'autoanalyseur après régénération des PTH amine­
acides. La séquence que nous avons déterminée est la suivante 

Val-(X)-Glu-Lys-Thr-Val. 

Il n'a pas été possible d'identifier l'acide aminé en deuxième po­
sition par aucune des méthodes utilisées. Cet acide aminé ne sem­
ble pas être la praline comme dans la plupart des autres séro-
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TABLEAU VI 

Composition moloire en acides ominés de la sérotransferrine de 
Lapin (a). Comparaison avec la composition de la sérotransferrine 
humaine ( b) 

Acides aminés Séi~otransferrine Sérotransferrine 
de Lapin humaine 

As x ?4 85 

Thr 2? 30 

Ser 44 41 

Glx 68 59 
Pro 36 32 

Gly 48 50 

Alo 54 5? 

Cys ( c) 36 38 

Val 46 46 

Met ? 9 

!le 1 6 15 

Leu 60 59 

Ty l' 2? 25 

Phe 25 28 

Lys 55 58 

His 1 8 19 

Arg 2? 26 

Trp 1 0 8 

Total 6?8 6?9 

(a) Chaque détermination est déduite de l'analyse des résultats 
obtenus après 24,48 et ?2 heures d'hydrolyse, pour une masse mo­
léculaire de ??kOa 
( b) 0 'après la structure primaire (Mc Gillivray et al., 1983) 
(c) Déterminé sous forme de 5-caboxyméthyl cystéine 
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tronsferrines. Par contre Heaphy et Williams ( 1978) identifient 
cet acide aminé à la thréonine, ce qui differencierait la séro­
tronsferrine de Lopin des outres sérotronsferrines. 

Quoi qu'il en soit, il existe une très grande conservation de 
structure dans la partie N-terminale des sérotransferrines et la 
sérotransferrine de lapin ne fait pas d'exception à cette règle. 

2- Séquence peptidigue au niveau du point d'attache 
~ glycanne 

La séquence peptidique de la sérotransferrine de lapin au voi­
sinage du point d'attache du glycanne o été déterminée oprès iso­
lement des glycopeptides pronasiques et trypsiques, il s'agit de: 

Asn (CHO)-Ser-Ser-Leu-(Asp,Ser,Glu,Pro,Gly,Ala,Val,Leu)-Lys. 

Cette séquence serait une séquence de type 8 suivant la clas­
sification de Graham et Williams ( 1975) puisque ne possédant pos 
de résidu basique en deuxième position ( Tableau II, p.?) Cette 
séquence ressemble beaucoup à celle de la sérotransferrine bovine. 

II- CONFORMATION DE LA CHAINE POLYPEPTIQUE 

A - Détermination de la structure secondaire 
de la protéine par dichroïsme circulaire 

1. Analyse des spectres dichroïques entre 180 ~ 250 nm. 

Le spectre obtenu pour la sérotransferrine de Lapin est simi­
laire à celui de la sérotransferrine humaine (Fig.25-A ; p.?O) et 
présente deux bandes négatives centrées à 208 et 222 nm (caracté­
ristiques de l'hélicité a) Comme dans le cas de la sérotrans­
ferrine humaine, la bande centrée à 220 nm possède une elliptici­
té plus faible que la bande centrée à 208 nm, indiquant un faible 
taux d'hélicité (de l'ordre de 20%) par rapport aux structures~-

2. Analyse des spectres dichroïques entre 250 .ê.J:_ 550 ~· 

Les spectres des deux sérotransferrines dépourvues de fer sont 
très semblables (Fig.25-8, p.?O) montrant peu de différences, au 
niveau des ponts d:i sulfures (large bande négative à 276 nm) ,de la 
tyrosine et du tryptophane (bandes positives centrées à 283 et 
291 nm) La saturation en fer induit une large bande négative 
centrée à 455 nm. (Fig. 25-C, p.?O). 

3.0iscussion. 

L'analyse des spectres dichroïques ne montre pas de différence 
détectable entre les structures secondaires des sérotransferrines 
d'Homme et de Lapin. 

8 - Isolement du domaine C-terminal por 
hydrolyse protéolytique ménaiéa 

Nous avons réalisé des hydrolyses ménagées de la sérotransfer­
rine de Lapin, dont la structure bilobée a été démontrée par Go­
rinski et al.( 1979), afin d'isoler les deux domaines comme dans 
les autres~ransferrines.Cet isolement o pour but de localiser le 
glyconne et de préciser les rôles respectifs des domaines vis-à­
vis de la reconnaissance par les réticulocytes de lapin. 
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Figure 25 Spectres dichro~ques de la sérotransferrine humaine 
(ligne continue) et de la sérotransferrine de Lapin (ligne dis­
continue). 
(A) Spectres des aposérotransferrines dans l'U.V proche 
(8) Spectres des aposérotransferrines dans l'U.V lointain. 
(C) Spectres des ferri-sérotransferrines dans le visible. 
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Figure 25 Spectres dichro~ques de la sérotransferrine humaine 
(ligne continue) et de la sérotransferrine de Lapin (ligne dis­
continue). 
(A) Spectres des aposérotransferrines dans l'U.V proche 
(B) Spectres des aposérotransferrines dans l'U.V lointain. 
(C) Spectres des ferri-sérotransferrines dans le visible. 
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1.Protéolyse ménagée de la sérotransferrine ~lapin 

Un échantillon de sérotransferrine de Lapin,portant un seul ion 
ferrique sur le site C-terminal , est obtenu comme il est décrit 
p.95. Cet échantillon a été soumis à l'action d'un certain nombre 
d'enzymes protéolytiques pendant différents temps d'hydrolyse: 
trypsine, chymotrypsine, papa~ne, clostripa~ne, pepsine et proté­
ase V-8 Seules la trypsine et la chymotrypsine, après 1 à 4h d' 
hydrolyse, nous ont fourni des fragments de masse moléculaire su­
périeure à 30 kDa. 

2.Fractionnement des hydrolysats. 

La chromatographie de tamisage moléculaire sur Ultrogel AcA-44 
fournit 8 pics (Fig.26, p.?2). L'analyse en gel de polyacrylamide 
des fractions nous a montré que seuls les quatre 
possèdent des masses moléculaires supérieures à 10 

premiers 
kDa. 

pics 

Après 4h d'hydrolyse trypsique, 6 partir de 150mg de sérotrans­
ferrine nous obtenons 21,2mg du pic 1 et 13,2mg du pic 2 Les 
proportions respectives de ces deux pics sont inversées dans l' 
hydrolyse chymotrypsique 14,6mg pour le pic 1 et 20,2mg pour le 
pic 2 Les rendements de l'hydrolyse chymotrypsique étant supé­
rieurs, en fragments de masse moléculaire importante,à ceux de l' 
hydrolyse trypsique, seule la première technique a été utilisée 
par la suite. 

3.Propriétés électrophorètigues des fragments 
chymotrypsigues. 

Les différents pics sont analysés par électrophorèse en gel de 
polyacrylamide en présence de SOS. Le pic 1 renferme essentielle­
ment un peu de sérotransferrine de Lapin intacte, un fragment ma­
jeur de ?0 kDa et un autre mineur de 6? kDa. Le pic 2 est consti­
tué d'un fragment mineur de 29 kDa,d'un fragment majeur de 31 kDa 
et de trace d'un fragment de 35 kDa. 

Une cinétique d'hydrolyse par la chymotrypsine a été suivie par 
électrophorèse en gel de polyacrylamide.La Fig.2?-A (p.?3) montre 
que la sérotransferrine est rapidement dégradée, en moins d'une 
demie heure, en un fragment de ?0 kDa. Les fragments de 30 à 40 
kDa n'apparaissent que vers 1 h d'hydrolyse, avec un maximum vers 
4h d'hydrolyse. 

Les immuno-électrophorèses (Fig.2?-B, p.?3) montrent 
drolyse protéolytique confère rapidement un caractère 
fragments libérés, le pic 2 étant plus acide que le pic 
portement acide pourrait être du à la libération d'un 
possédant une séquence basique. 

que l'hy­
acide oux 
1.Ce corn-
fragment 

4.Purification des fragments chymotrypsigues 

A la suite des résultats précédents,le fragment de ?0 kOa a été 
purifié après 1 h d'hydrolyse, et le fragment de 31 kDa après 4h 
d'hydrolyse Les étapes de la purification des fragments corres­
pondant aux pics 1 et 2 sont rassemblées dans la Fig.28, (p.?4). 

Le pic est tout d'abord rechromatographié sur Ultrogel AcA-44 
et le pic majeur obtenu est purifié sur colonne de DEAE-trisacryl. 
Le premier pic de la chromatographie d'échange d'ions (I-a) cor­
respond à la sérotransferrine non coupée et le deuxième pic (I-b) 
au fragment de ?0 kDa. 

1 
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Figure 26 : Profils d'élution des hydrolysats chymotrypsiques (A) 
et trypsiques (8) de la sérotransferrine de Lapin partiellement 
saturée en fer, sur colonne d'ultrogel AcA-44 (2,2 x 130 cm) 
temps d'hydrolyse = 4h). 
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Figure 27 : Cinétique d'hydrolyse par la chymotrypsine. 
A pourcentage de récupération de pics 1 et 2 à différents temps 

d'hydrolyse. 
8 Immunoélectrophorèses en présence de sérum de mouton anti-
sérotransferrine de Lapin.( 1): 15' d'hydrolyse;(2): 1hd'hydrolyse 
(3) :4 h d'hydrolyse;(4) :pic 1 purifié ;(5) :pic 2 purifié. 
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Figure 28 Isolement des fragments obtenus après hydrolyse chy-
motrypsique de la sêrotransferrine de Lapin monoferrique 
(A) Chromatographie sur Ultrogel AcA44 de (a) pic 1 de l'hydra-

lysat 1 h ; (b) pic 2 de l'hydrolysat 4 h. 
(8) Chromatographie d'échange d'ions sur OEAE-trisacryl de 
(c) pic majeur I de A-a et (d) pic majeur II de A-b. 

L''lution est réalis'e par un gradient continu de 0 ~ 0,3 M Nac 
représent' en tirets. Les courbes en pointillé représentent l• 
radioactivité du Fer 59 
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Le pic 2, rechromatogrophié sur Ultrogel AcA-44, fournit un pic 
majeur qui est fractionné sur colonne de DEAE-trisocryl . Sur les 
trois pics obtenus,seuls les pics II-a et II-b contiennent encore 
du fer radioactif (hydrolyse réalisée sur une sérotransferrine 
marquée au fer-59). Seul le pic II-b renfermant le fragment de 31 
kDa a été analysé par la suite. 

5.Propriétés physico-chimiques des fragments purifiés 

Les principales propriétés physico-chimiques des fragments iso­
lés après hydrolyse ménagée par la chymotrypsine sont rassemblées 
dans le tableau VII,p.76. 

Le fragment de 70 kDa est glycosylé, sa séquence N-terminale 
est différente de celle de la protéine native et il est saturé en 
fer. 

- Le fragment de 31 kDa renferme un site de fixation du fer et 
il est glycosylé. Sa séquence N-terminale est différente de celle 
de la sérotransferrine native et du fragment de 70 kDa. 

Une fois désaturés, les fragments se comportent de manière 
différente vis-o-vis de lo fixation du fer. Seul le frogment de 
70 kDa est encore capable de refixer le fer avec efficacité (BD%), 
le fragment de 31 kDa ne refixe au maximum que 32% de sa capacité 
théorique. 

6. Discussion. 

L'hydrolyse ménagée par la chymotrypsine,de la sérotransferrine 
de Lapin partiellement saturée sur le site C-terminal, conduit à 
l'obtention d'un fragment de 70 kDa sans doute par perte d'un 
peptide N-terminal de 76 kDa, présentant un point de coupure ac­
cessible à la chymotrypsine. Un autre fragment plus petit est ob­
tenu avec de bons rendements, sa masse moléculaire est de 31 kDa, 
il possède encore un atome de fer et est glycosylé . Ce fragment 
peut être assimilé au deuxième lobe de la sérotransferrine de La­
pin correspondant au domaine C-terminal. 

Si nous comparons nos résultats à ceux obtenus par Heaphy et 
Williams ( 1982) sur la sérotransferrine de Lapin, nous constatons 
que les masses moléculaires des fragments qu'ils obtiennent sont 
différentes. Ces auteurs hydrolysent par la chymotrypsine une sé­
rotransferrine traitée par la desferrioxamine (possédant le fer 
sur le site N-terminal) et isolent ainsi un fragment N-terminal 
de 36 kDo. L'hydrolyse d'une sérotransferrine saturée à 20% (es­
sentiellement sur le site C-terminal) leur fournit un fragment de 
39 kDa glycosylé. 

Les résultats obtenus par Evans et Williams ( 1978) sur la séro­
transferrine humaine avaient aussi montré que les glycannes étai­
ent situés sur le lobe C-terminol. Les domaines isolés par ces 
auteurs à partir de sérotranferrine humaine saturée , soit sur le 
site N-terminal, soit sur le site C-terminal possèdent des masses 
moléculaires respectivement de 36 kDa et de 43 kDa. 

Nos résultats se rapprochent de ceux de Brock et Arzabe ( 1976) 
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TABLEAU VII 

Principales propriétés physico-chimiques 
des fragments chymotrypsiques 

Sucres Séquence N- Taux de fer Capacité 
Moléculaires (g/10Dg) terminale (ion/mole) fixation 

( k.Oa) fer 

?? 2,85 V-T-E-K-T-V 2 100 

?o 2,9 S-L ( V) , '8? BD 

30 6,à S-G-K-V-G 0,83 32 

(V) Val ( T) Thr- (E) Glu ( K) Lys (S) Ser (G) Gly . 

·--·---- --· ,-

de 
du 

( %) 
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et de Broc!<. ~ ~· ( 1976) obtenus sur lo sérotronsferrine bovine 
diferrique. Ces auteurs clivent la molécule en deux fragments de 
32 et 38,5 kDa (les masses moléculaires estimées par gel filtra­
tion sont respectivement de 29,4 et 38 kDa) .Le fragment de 32 kDa 
de comportement plus acide en électrophorèse correspond ou domai­
ne C-terminal et le fragment de 38,5 kDa migrant moins rapidement 
correspond au domaine N-terminal. Le glycanne de la sérotransfer­
rine bovine se trouve sur le lobe C-terminal ( Brock ê.1_ ~-, 1978). 

III - CONCLUSIONS 

Les résultats partiels que nous avons réunis montrent que la 
sérotransferrine de lapin ne diffère pas des autres sérotransfer­
rines ni au niveau de la masse moléculaire, ni au niveau de la 
séquence N-terminale, ni au niveau de la composition en acides 
aminés. 

Les études de dichroïsme circulaire ne font pas apparaître de 
différence détectable avec la sérotransferrine humaine. 

L'hydrolyse ménog~e de lo sérotronsferrine de lopin saturée sur 
le site C-terminal nOLIS a permis d'isoler le lobe C-terminol pos­
sédant encore son fer et de localiser le glyconne sur ce lobe 
comme dons la sérotronsferrine humaine et la sérotronsferrine 
bovine. 

Lo séquence peptidique au point d'attache du glycanne et les 
masses moléculaires des domaines isolés ainsi que leur comporte­
ment électrophorètique font apparaître plus d'homologies entre la 
sérotransferrine de lapin et la sérotransferrine bovine qu'avec 
la sérotransferrine humaine. 
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ETUDE DES SITES DE FIXATION DU FER 
DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN 

I - INTRODUCTION 

Jandl ~ è.l__. ( 1959) et Lane ( 1972) avaient montré que la séro-
tr~nsferrine de lapin incorporait son fer aux réticulocytes de 
lapin deux fois plus vite que la sérotransferrine humaine. Les 
premières études de Jandl et Katz ( 1963) et de Aisen ~ ~.( 1966) 
avaient montré l'importance de l'état de saturation en fer de la 
sérotransferrine humaine vis-à-vis des réticulocytes. L'hypothèse 
de Fletcher et Huehns ( 1967, 1968) sur la non-équivalence biologi­
que des deux sites de fixation du fer de la sérotransferrine a 
lancé toute une série de recherches pour relier cette hypothèse 
à une différence chimique entre les deux sites. 

Les observations réalisées en système hétérologue sérotransfer­
rine humaine-réticulocyte de Lapin ou homologue sérotransferrine 
de Lopin-réticulocyte de Lapin ont amené des résultats contradic­
toires De nombreuses études semblaient confirmer l'hypothèse de 
Fletcher et Huehns en système héterologue (Fletcher, et Suter 
1969 ; Chernelch et Brown, 1970 ; Hahn, 1973 ; Zapolski ~ ~·, 
1974 ; Harris et Aisen, 1975, a). Par contre cette hypothèse ne 
semblait pas vérifiée en système homologue (Morgon, 1974 ; Morgan 
et Kailis, 1974 ; Harris et Aisen, 1975, b Princiotto et Zapolski, 
1978) 

A l'époque où nous avons entrepris ces travaux, nous savions 
déjà qu'il était possible de différencier , par protonation , les 
deux sites de fixation du fer de la sérotransferrine humaine 
(Princiotto et Zapolski, 1975 ; 1976 b ; Lestas, 1976). L'un des 
sites est acido-stable et l'autre acido-labile. Une telle diffé­
rence n'a pu être mise en évidence dans le cas de la sérotrans­
ferrine de Lapin ( Princiotto et Zapolsk.i, 1978). En outre Krysteva 
et al.( 1975, 1976) avaient suggéré, par modification chimique, 
l'existence d'un site accessible aux réactifs et d'un site enfoui 
dons la sérotranferrine humaine. 

Il nous est alors apparu intéressant d'étudier de manière com­
parative les sites de fixation du fer des deux sérotronsferrines 
d'Homme et de Lapin, afin de vérifier si l'origine de leur diffé­
rence d'affinité pour les réticulocytes de lapin ne provenait pas 
d'une différence au niveau des sites de fixation du fer. C'est 
pourquoi nous avons entrepris 

1-l'étude des sites de fixation du fer des deux sérotrans­
ferrines par modification chimique en nous intéressant uniquement 
aux résidus d'Histidine. 

2-l'étude de la stabilité des sites de fixation du fer vis 
-à-vis du pH, de la force ionique, de certains ions et de diffé­
rents chélateurs du fer. 

II - CARBETHOXYLATION DES RESIDUS D'HISTIDINE 

A - Principe. 

L'anhydride éthoxy-formique ou diéthyl-pyrocarbonate (D.E.P.) 
réagit spécifiquement sur les résidus d'histidine (Ovadi ~ ~·, 
1962) à pH 6,1 en formant des résidus carbéthoxy-histidyls selon 
le schéma suivant 
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Le coefficient d'extinction molai~e à 240 nm (E-240nm) de la ca~­
béthoxy-histidine est de 3.200 l.mor' .cm-' à faible concent~ation 
en ~éactif. 

8 - Détermination des coefficients d'extinction molaire 
de la carbéthoxy-histidine. 

La Fig.29 (p.BO) mont~e la va~iation du coefficient d'extinc­
tion molai~e de la N-acétyl-histidine en fonction de la concentra 
tian en diéthyl-py~oca~bonate Nous constatons que la valeu~ de 
3.200 l.mole .cm n'est valable que pour des concent~ations en 
~éactif de 1 à 2 mM. Cette valeu~ croît ensuite pou~ les concen­
trations plus élevées et atteint des valeu~s 2,5 fois supé~ieu~es 
à 25 mM. Nous constatons parallèlement un déplacement de la lon­
gueur d'onde d'absorption maximale de 240 vers 230 nm pour les 
fortes concentrations en réactif Cette augmentation avait déjà 
été constatée par Avaeva et Krasnova ( 19?5) et par Loosemore et 
Pratt ( 19?6), elle correspond à une N-N'-dicarbéthoxylation des 
résidus d'histidine. 

Par la suite nous utiliserons cette valeur de 3.200 uniquement 
pour les concentrotions en réactif de 1 à 2 mM et les différents 
coefficients de cette cou~be pour les concent~ations supérieures. 

C- Cinétiques de carbéthoxylation des apo-transferrinea 

Puisque la quantification des résidus de mono ca~béthoxy-histi­
dine n'est possible qu'à faible molarité en D.E.P, nous avons ré­
alisé les cinétiques à des concentrations en réactif de 2 mM . Le 
nombre total de résidus modifiés à cette concentration est déter­
miné au bout d'une heure, alors que la réaction est terminée, un 
plateau étant atteint après 45 minutes. 

Les réactions pour les deux sérotransferrines sont biphasiques 
et peuvent être considérées comme la somme de deux réactions de 
pseudo o~dre 1 (Fig.30, p.B1). D'après les pentes de ces courbes 
on peut déduire les constantes de vitesse et le nomb~e de résidus 
modifiés dans les deux phases (Tableau VIII,p.B1 ) .Les constantes 
de vitesse de la phase rapide sont identiques pour les deux séro­
tranferrines (k, =0,24 min )la deuxième phase étant 6 fois et 10 
fois plus lente respectivement pour la sérotransferrine humaine 
et la sérotransferrine de Lapin. 

Le nomb~e de résidus d'histidine réagissant rapidement est su­
périeur de 1 dans la sérotransferrine humaine (6,1) par rapport à 
la sérotransferrine de lapin (4,9) . 



-80-

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

5 10 15 20 25 

DEP mM 

Figure 29 : Variation du coéfficient d'extinction molaire de la 
N-acétyl-histidine carbéthoxylée (?0,4~M) en fonction de la con­
centration en diéthyl-pyrocarbonate (DEP) , mesuré a la lon2ueur 
d'onde d'absorption maximale (240nm) 
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Fig~rc 30 Cinilique de carbêthoxylation des aposérolransferrines 
i une concentralion en di6thyl pyrocarbonate de 2mM. 
L~ ~ourbe esl exprimée en lOg du pourcentage de résidus d'histi­
dine intacts.Lc nombre total de résidus modifiés est déterminé au 
bout d'l h. {o) s6rolran!lfCI"I"ine humaine; (•) sé1·otrans·l'errine de 
Lapin. Le~ courbcn en point1116 rcpr6scntcnt la détermination de 
la vitesse de r6acliun de la ~hase rapide , apr&s soustraction de 
lcl phase lcnlc. 

T AD LEAU V III 

CONSTANTES DE VITESSE ET NOMORE DE RESIDUS D'HISTIDINE 
MODIFIES DANS LES 2 PHASES 

Provenance des "• Histidines kl Histidines 
sérotransferrincs modifiées modifiées 

( ph<Jse 1 ) ou totol 

rn in %( 0) re~ min %( b) res 

Homme 0,24 50 6' 1 0,040 64 12,2 

Lopin 0,24 42 4,9 0,020 65 11 '7 

Histidines 
Totales 

res 

19 

10 

o) Le pourcenl<Jge de résidus corbétoxyl6s dons lo prem1ere phase 
est calculé en fonction du nombre total de r~sidus modifiés en lh 
(b) Le poucent<Jgc total de résidus modifiés est calculé en 
fonction du nombre de r6sidus d'histidine de la molécule 
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Il n'est p~s possible de modifier 
à 2 mM en DEP 12,2 sur 19 pour la 
11,7 sur 18 pour la sérotransferrine 

tous les résidus d'histidine 
sérotransferrine humaine et 

de lapin. 

D - C~p~cité de fix~tion du far da• ••rotron•ferrina• 
carbéthoxylées en milieu non dénaturant. 

Pour obtenir une modification complète des résidus d'histidine 
il est nécessaire d'augmenter la concentration en réactif. Nous 
avons donc étudié l'action du DEP à des concentrations variant de 
0 è 25 mM et ensuite mesuré la capacité résiduelle de fixation du 
fer des sérotransferrines modifiées, en essayant de quantifier le 
nombre de résidus impliqués dans les sites de fixation du fer. 

1. Quantification 
modifiés. 

du nombre de résidus d'histidine 

Nous avons vu qu'aux fortes molarités en DEP,les résidus d'hi­
~biclin~ ~toi~nt N-N'-dicorb~thoxyl~s, augmentant la valeur du co­
efficient d'extinction moloire. 

La Fig.31-a (p.83) montre le nombre apparent de résidus (cal­
culé ovec 3.200 l.mola-' .cm-'). Il ·:lpporoit qus dons lo zone com­
prise entre 8 et 25 mM, l'augmentation est proportionnelle à la 
concentration du réactif et n'atteint jamais un plateau. L'appli­
cation directe des différents coefficients, déterminés d'après la 
Fig.29 (p.80) nous amène à des résultats ininterprétables. Ceci 
peut s'expliquer por lo différence de réactivité des deux popula­
tions d'histidine celle réagissant rapidement et pouvant ainsi 
être ~acilement dicarbéthoxylée par un excès de réactif, et celle 
réagissant beaucoup plus lentement et ayant ainsi peu de chance 
d'être disubstituée. 

Nous avons donc utilisé les différents coéfficients uniquement 
pour les résidus réagissant rapidement: 4,9 pour la sérotransfer­
rine de lapin et 6,1 pour la sérotransferrine humaine. Cette mé­
thode de calcul nous conduit à un nombre corrigé de résidus d'hi­
stidine modifiés qui est représenté dans la Fig.31-b (p.83). Dans 
ces conditions, nous constatons que tous les résidus ne sont pas 
modifiés, même à une concentration en réactif supérieure à 20 mM. 
Le nombre total de résidus modifiés, après correction est identi-
que dans les deux sérotransferrines 14 résidus. 

2. Capacité résiduelle ~fixation du fer des 
sérotransferrines modifiées. 

La capacité résiduelle de fixation du fer est déterminée par 
mesure du pourcentage de fer-59 fixé aux protéines après élimina­
tion de l'excés de réactif. Dans la Fig.32-a (p.85) cette capaci­
té de fixation du fer est exprimée en fonction de la concentra­
tion en réactif et se résume en trois étapes similaires pour les 
deux sérotransferrines 

- une perte séquencielle de 50% de la capacité de fixation du 
fer pour des concentrations en réactif de 0 à 11 mM. 

un plateau à 50% de fixation du fer entre 11 et 18 mM. 
- une légère perte pour les concentrations supérieures à 18 mM: 

40% de resaturation de la sérotransferrine humaine et 30% pour la 
sérotransferrine de Lapin à 25 mM en OEP. 
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Fig11re 31 : Quantification du nombre de Pésidus d'histidine modi­
fiés par le diéthyl-pyrocarbonate (5) sérotransferrine humaine 
sérotransferrine de Lapin 
(a) nombre apparent de résidus modifiés, calculé en utilisant 

240 • 3200 l.mole-' cm-• 
(b) nombre corrigé de résidus modifiés, 
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Un des sites de fixation du fer semble donc être facilement 
détruit par modification des histidines pour des concentrations 
inférieures à 10 mM en réactif. Il est impossible de détruire le 
deuxième site,même à des concentrations de 25 mM. Il est possible 
d'expliquer cette réactivité par la localisation , à proximité de 
la surface de molécule, du site accessible ou réoctif 1 ls dsuxi~ms 
site, beaucoup plus enfoui à l'intérieur de la molécule,n'est pas 
accessible au réactif dans les conditions utilisées. 

En examinant la Fig.32-b (p.85)il apparaît que la modification 
des 12 premiers résidus d'histidine n'induit que très peu de per­
te de fixation du fer dans les deux sérotransferrines ( 100 à 92%). 
Lo perte de 50% de capacité de fixation du fer est brutale entre 
12 et 14 résidus d'histidine modifiés, suggérant la participation 
essentielle de deux résidus d'histidine réagissant lentement, et 
qui ne sont donc pas localisés directement à la surface de la mo­
lécule, mais qui sont encore accessibles au réactif. 

3.Spécificité ~la modification. 

Les différences de spectres réalisées à forte concentration en 
DEP font apparaître une bande négative centrée à 2?9 nm,attribuée 
à une 0-alkylation des résidus de tyrosine (Simpson~~-, 1963). 
En utilisant un E-2?8 nm de 1.310 l.mole- 1 .cm- 1 pour la 0-corbétoxy 
-tyrosine ( Burstein ~ ~-, 19?4) il est possible de calculer le 
nombre de résidus de tyrosine modifiés 

-à 11mM en DEP, 0,5 résidus de tyrosine sont modifiés dans la 
sérotransferrine de Lapin, et 1,5 résidus chez l'homme 

-.à 20 mM, 6,5 résidus sont modifiés dans la sérotransferrine 
de Lapin et 9,1 chez l'homme. 

A forte concentration en réactif,la carbétoxylation n'est plus 
spécifique des seuls résidus d'histidine, les résidus de tyrosine 
sont modifiés,mais aussi les résidus de tryptophane comme le sug­
gère une légère bande négative à 292 nm. 

Quoi qu'il en soit, à la concentration de 11 mM, nécessaire à 
la destruction du site accessible, la modification des résidus de 
tyrosine est mineure,et n'affecte pas la quantification des rési­
dus d'histidine impliqués dans le site bien qu'on ne puisse in­
firmer la participation de ces résidus de tyrosine modifiés dans 
le site. 

4. Régénération des résidus d'histidine modifiés 

La régénération des sérotransferrines modifiées a été réalisée 
par traitement à l'hydroxylamine 0,8M, des échantillons modifiés 
à une concentration en DEP induisant une perte de 50% de la capa­
cité de fixation du fer:20% des résidus d'histidine modifiés sont 
régénérés,et la restauration de la capacité de fixation du fer n' 
est pas totale (80% pour la sérotransferrine de Lapin et 85% pour 
la sérotransferrine humaine) 

Cette faible régénération des résidus d'histidine,à cette con­
centration en DEP ( 10 mM) peut s'expliquer par le grand nombre de 
résidus dicarbéthoxylés. 

E - Capacité de fixation du fer des sérotransferrines 
corbéthoxylées en présence d'urée. 

Il est impossible de modifier plus de 14 résidus d'histidine et 
de détruire plus d'un site de fixation du fer en absence d'agent 
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Figure 32 : Capacité résiduelle de fixotion du fer des sérotrons­
ferrines humaine ( 0 ) et de Lapin ( e ) modifiées par le dié­
thyl pyrocarbonate en fonction 
(a) de la concentration en réactif, et (b) du nombre corrigé de 
résidus d'histidine modifiées. 
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dénaturant. Afin de rendre les résidus d'histidine du deuxième 
site accessibles au réactif, nous avons réalisé la carbéthoxyla­
tion des deux aposérotransferrines en présence de concentrations 
croissantes en urée. 

1. Quantification du nombre de résidus d'histidine 
modiTiés ~présence d'urée. 

Nous avons tout d'abord vérifié que la présence d'urée, même à 
forte concentration, ne modifiait pas la réactivité des résidus 
d'histidine vis-à-vis du diéthyl-pyrocarbonate.Les différences de 
spectres (Fig.33,p.B?) d'aposérotransferrine en présence d'urée 
6M montrent deux points isobestiques, à 26? nm et 225 nm pour des 
concentrations en DEP de 0 à 3,5mM. Pour les concentrations supé­
rieures le deuxième point isobestique disparaît , et l'absorption 
maximale se déplace vers les faibles longueurs d'onde.Ceci est dù 
à la N-N'-dicarbétoxylation des résidus d'histidine qui sont tous 
devenus accessibles,en raison du dépliement de la chaîne polypep­
tidique. Dans ces conditions tous les résidus d'histidine réa2is­
sent à la même vitesse,et nous pouvons appliquer les coefficients 
d'extinction tirés de la Fig.29 (p.BO). 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau IX (p.BS), et 
montrent que le nombre de résidus d'histidine réagissant rapide­
ment est beaucoup plus dépendant de la concentration en urée que 
le nombre total de résidus. A partir de 6M en urée,tous les rési­
dus d'histidine des deux sérotransferrines sont modifiés o une 
concentration en DEP de 3,5 mM et se comportent comme réagissant 
rapidement. A forte concentration en DEP, 20 mM, le nombre total 
de résidus d'histidine ayant réagi ne varie pas pour des concen­
trations en urée de 0 à 3M. C'est pourquoi la capacité résiduelle 
de.fixation du fer des sérotransferrines a été déterminée après 
carbéthoxylation en présence d'urée à des concentrations variant 
entre 3 et SM. 

2. Capacité résiduelle ~fixation ~fer des apo­
sérotransTerrines modiTiées ~présence d'urée. 

Nous avons tout d'abord vériTié que la dénaturation par l'urée 
ne modiTiait pas la capacité de fixation du fer des témoins séro­
transferrines après élimination de l'urée. Jusqu'à 4M en urée, la 
resaturation en fer est de 100%, puis elle baisse graduellement 
jusqu'à SO%, en urée SM. La renaturation de la chaîne peptidique 
est donc suTfisante pour reconstituer presque totalement la con­
formation des sites de Tixation du métal. Le 100% de fixation du 
fer a été déterminé sur un témoin traité uniquement par l'urée. 

La Fig.34 (p.S9) ,montre la relation entre la capacité résidu­
elle de Tixation du fer des sérotransferrines carbétoxylées et le 
nombre de résidus d'histidine modifiés. A SM en urée, la perte de 
capacité de fixation du fer est en relation linéaire avec le nom­
bre de résidus modiTiés, montrant ainsi que tous les résidus sont 
accessibles et réagissent sensiblement à la même vitesse. La des­
truction complète des deux sites est atteinte quand 1S résidus 
sont modifiés dans la sérotransferrine de Lapin et 19 dans la 
sérotransferrine humaine. 

Par contre à 4M en urée,la perte de capacité de fixation du fer 
se foit en deux phases.La première correspond à la destruction du 
premier site (site accessible) et à la carbéthoxylation de 14 ré­
sidus d'histidine dans la sérotransferrine de Lapin et de 16 ré-
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2 5 0 3 0 0 

À(nm) 

différence de spectres de la sérotransferrine humaine 
d'urée 6M à différentes concentrations en OEP 

2 2,5mM 3 ; 2,5mM ; 4 : 3,5mM 5 : SmM ; 
? 20mM. 
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TAEILEAU IX 

Nombre dg résidus d'histidine réagissant avec le diéthyl-pyrocar­
b on a te ( DE P) dan s 1 e s s é r o t ra n s ferri ne s dé na t urée s par di f f é re n te s 
concentrations en urée. 

Concentration en DEP 

~ .;LJi mM _ 1·ésidus 
réagissant rapidement(a) 

STF humaine 

STF lapin 

DEP 20 mM: résidus 
réagissant au total(b) 

' 
STF humaine 

STF Lapin 

D 

?,2 

6,? 

14 

14 

Molarité en 
3 4 

Urée 
6 

12,3 13,4 19 

1 0 13 18 

14,5 18,2 19 

1 3 16 18 

8 

19 

1 8 

19 

18 

(a) En présence d'urée la chaine peptidique est dépliée, tous les 
résidus exposés sont supposés réagir à la même vitesse , et sont 
considérés comme résidus 1·éagissant rapidement ~ une concentra­
tian de 3,5mM en réactif, le nombre exact de résidus est calculé 
en utilisant le coéfficient d'absorption moléculaire 6 240 nm-
3.600 l.mole-1 .cm-' d'après la figure 29 p. 80 

(b)Le nombre total de résidus ayant réagit avec le DEP est calcu­
lé en tenant compte du nombre de résidus ayant réagi rapidement, 
qui sont considérés comme étant N,N'-dicarbétaxylés à une concen­
tration de 20mM en OEP. 

.r 
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Figure 34 Capacité de fixation du fer des aposérotransferrines 
humùine(symboles vides) et de Lapin (symboles pleins) modifiées 
par le diethyl pyrocorbonate après traitement par de l'urée 4M 
COle) et BM C0

1
.). 

La capacité résiduelle de fixation du fer est exprimée en 
fonction du nombre de résidus d'histidine modifiés 
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sidus dans la sérotransferrine humaine.La destruction du deuxième 
site, (site enfoui) correspond à la modification de deux résidus 
d'histidine supplémentaires dans les deux sérotransferrines, soit 
16 résidus pour la sérotransferrine de lapin et 18 pour la séro­
transferrine humaine. 

III-DIFFERENCE DE STABILITE DES DEUX SITES DE FIXATION DU FER 
EN FONCTION DU PH, DE LA FORCE IONIQUE ET DES CHELATEURS 

La différence de réactivité chimique entre les deux sites, que 
nous venons de constater dans la sérotransferrine de lapin de­
vrait aussi se manifester vis-à-vis de la protonation comme dans 
la sérotransferrine humaine (Princiotto et Zapolski, 19?5; Lestas, 
19?6) et de Rat (Okada ~ ~-, 19?8). C'est pourquoi nous avons 
étudié, d'une part la saturation en fer de la sérotransferrine de 
Lapin en présence de différents chélateurs et , d'autre part la 

, dissociation du complexe en fonction du pH et de certains ions. 

A - S~turation en fer 

1. Détermination ~ ~ capacité totale ~fixation 
~fer ~ ~ sérotransferrine ~Lapin. 

Nous avons représenté dans la Fig.35-A(p.91), la courbe de 
saturation en fer de la sérotransferrine de Lapin, en fonction 
du volume de citrate ferrique ajouté. D'après les résultats obte­
nus, la capacité totale de fixation du fer est de 1,42% .. La quan­
tité dé fer fixée à saturation,déterminée par dosage calorimétri­
que à la sulfobathophénanthroline après élimination du fer en 
excés donne un résultat similaire, de 1,3?% .. Ces résultats sont 
en ~ccord avec ceux de la littérature pour la sérotransferrine de 
Lapin qui fixe 2 ions ferriques à saturation, comme la sérotrans­
ferrine humaine. 

2. Influence ~~sur la saturation en fer des 
sérotransferrines. 

La saturation en fer des sérotransferrines a été réalisée en 
présence de tampon citrate 30 mM,bicarbonate 15 mM à des pH vari­
ant de 5,5 à 8,6, pendant un temps minimum de 15h. Les courbes de 
saturation (Fig.35-B,p.91) montrent une allure similaire pour les 
deux sérotransferrines.La sérotransferrine de Lapin semble cepen­
dant fixer le fer dans une gamme de pH plus étroite : de 6,4 à 
?,35, que la sérotransferrine humaine : de 6,2 à ?,8. 

3. Fixation sélective du fer sur les sites N- et C--- ---
terminaux ~ ~ sérotransferrine ~lapin. 

Nous avons appliqué les techniques déjà décrites pour la séro­
transferrine humaine (Evans et Williams,19?8; Aisen ~ ~· ,19?8). 
La saturation partielle de la sérotransferrine humaine conduisant 
à une fixation préférentielle du fer sur le site C-terminal quand 
le donneur de fer est le Feiii-NTA , et sur le site N-terminal 
quand le donneur est FeCl ou Feiii-citrate. 

La Fig. 36,(p.93) montre les profils d'électrofocalisotion ob­
tenus avec la sérotransferrine de lapin saturée à 30% ou 6D%,soit 
en présence de citrate ferrique à pH 8,2, soit en présence de Fe­
NTA à pH ?,5.Quel que soit le chélate ferrique utilisé comme don-

/ 
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Figura 35 : SQturQtion en ~er des sérotrQns~errines 
A Courbe de SQturation en ~er de la sérotrans~errine de Lapin 
(2 ml de solution à 10mg/ml dQns le tampon citrQte bicarbonate 
0, 1M, pH 8,6) par la solution d'A:z:ori et Baugh ( 1967) contenant 
3,84~g de ~er/10~1. 
8 Courbes de saturation en fer des sérotrans~errines d'Homme (e) 
et de Lapin (0) à 5mg/ml en ~onction du pH dans un tampon citl·ate­
ocide citrique 0,03 M, bicarbonate 0,015M ( 15 h de saturation) . 
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neur de fer il est impossible de fixer sélectivement dans ces 
conditions, le fer sur l'un des deux sites de la sérotransferrine 
de Lapin. En présence de citrate ferrique le fer se répartit de 
manière identique sur les deux sites,alors que dans la sérotrans­
ferrine humaine le fer se fixe 3,5 à 5 fois plus sur le site N­
terminal que sur le site C-terminal. En présence de Fe-NTA , nous 
trouvons très peu de différences, avec toutefois une léeère occu­
pation préférentielle du site C-terminal par rapport au site N­
terminal, dans un rapport de 1,3:1 à 1,5:1. 

Les pHi, déterminés par électrofocalisation pour la sérotrans­
ferrine de Lapin sont respectivement : 5,55 pour l'aposérotrans­
ferrine, 5,35 pour l'espèce monoferrique saturée sur le site N­
terminal et 5,1 pour la sérotransferrine diferrique. 

L'accessibilité des deux sites de fixation du fer de la séro­
transferrine de Lapin vis-à-vis des différents donneurs de fer 
étant beaucoup moins marquée que celle de la sérotransferrine hu­
maine , il n'a pas été possible , par cette technique de préparer 
sélectivement les deux espèces monoferriques de la sérotransfer­
rine de Lapin. 

8 - Désaturation en fer des sérotransferrines 

1. Influence~~~ des chélateurs ~fer. 

Les expériences d'élimination séquentielle du fer des transfer­
rines saturées en fer ont été réalisées par protonation , à force 
ioniqÜe inférieure à 0,1. Les courbes de dissociation du fer en 
fonction du pH sont montrées dans la Fig. 3? (p.94) . 

. En présence de cacodylate , les résultats déjà décrits pour la 
sérotransferrine humaine (Lestas, 19?6) sont retrouvés (Fig.3?-A): 
élimination du fer de site acide-labile entre pH 6,4 et 5,?, puis 
du site acide-stable entre pH 5,? et 5,0. Dans les mêmes condi­
tions,la sérotransferrine de Lapin ne montre aucune différence de 
stabilité entre les deux sites de fixation du fer , l'élimination 
du métal se faisant de manière continue entre pH 5,9 et pH 5,0.Ce 
résultat ne permet pas de caractèriser la présence d'un site aci­
de-labile dans la sérotransferrine de Lapin. 

L'addition d'ions phosphates fragilise la liaison du fer. La 
courbe de dissociation du fer de la sérotransferrine humaine est 
toujours biphasique mais le pH de demi-dissociation est auementé 
à 6, 1.La destruction du site acide-stable se fait entre pH 6,1 et 
5,3. Comme dans le cas précédent, il n'est pas possible de mettre 
en évidence une différence de stabilité des deux sites de lo séro 
transferrine de Lapin,lo destruction étant continue entre pH 6,?5 
et pH S,S. Par exemple à pH 5,9, seul le site acide-labile de la 
sérotronsferrine humaine est détruit,alors que plus de ?5% de dé­
soturotion sont constatés pour lo sérotransferrine de Lapin. 

L'utilisation d'un chélateur fort du fer,le citrate,fait dispa­
raître l'allure biphasique de la courbe de désaturation de la sé­
rotransferrine humaine,le site acide-stable devient accessible au 
chélateur à des pH plus élevés. L'élimination du fer est continue 
entre pH ?,6 et 6, 1. La sérotransferrine de Lapin, légèrement plus 
résistante montre une courbe monophasique entre pH ?,1 et 6,2. 

un 
Les expériences ainsi réalisées retrouvent bien l'existence d' 
site acide-labile et d'un site acide-stable dans la sérotrans-
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Figure 36 Profils d'électrofocalisation sur gel Ultrodex en 
présence d'ampholines LKB (gradient de pH 4,0 ~ 7,0) de sciro­
transferrine de Lapin partiellement saturée 6 30% en fer (B et D) 
et à 60 % en fer (A et Cl, en présence de Fe III-citrate (A et B) 
et de Fe III-NTA (Cet D). Après l'électrofocalisation le gel est 
coupé en bandes de 1 cm et élué par de l'eau distillée, le repé­
rage est effectué par lecture de l'absorbance 6 200 nm et le pH 
de chaque fraction est mesuré. (La courbe en pointillé de la Fig. 
A représente le gradient de pH) . 
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Figure 37 Désaturation des sérotransferrines de Lapin (A) et 
humaine (8) en fonction du pH et de la nature des ions. 
( o ) Tampon citrate-acide citrique de force ionique 0,08. 
( o ) Tampon phosphate-acetate de force ionique 0,05. 
( • ) Tampon cacodylate-acide cacodylique de force ionique 0,08 . 
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ferrine humaine, mais ne permettent pas de mettre en évidence l' 
existence d'une telle différence dans la sérotransferrine de La­
pin . Dans tous les tampons utilisés,les deux sites de la séro­
transferrine de Lapin se comportent comme le site acide-stable de 
la sérotransferrine humaine. 

2. Cinétiques Q_g_ désaturation Q_g_ ~ sét~atransferrine 
~Lapin ~différents ~~présence ~phosphate 
~ d'EDTA. 

N'ayant pas réussi à mettre en évidence une différence de sta­
bilité, en milieu acide, des deux sites de fixation du fer de la 
sérotransferrine de Lapin, nous avons regardé l'accessibilité du 
métal aux chélateurs tels que les ions phosphates et l'EDTA à des 
pH variant entre ?,1 et 8,05. 

Les cinétiques de désaturation en fonction du pH (Fig.38,p.96) 
montrent une élimination progressive du fer en fonction du temps, 
quand le pH baisse de 8,05 à ?, 1 pendant deux jours de désatura­
tion. Une stabilisation du taux de fer restant fixé sur la proté­
ine est constatée pour des temps allant jusqu'à 5 jours. Les ré­
sultats montrent que les deux sites de fixation du fer de la séro 
transferrine de Lapin sont relativement accessibles aux chéla­
teurs du fer et qu'il est possible de la désaturer totalement en 
24h à pH ?,1 dans un tel système tampon. 

Un taux constant de fer de 53% est retrouvé sur la sérotrans­
ferrine de Lapin au bout de deux jours de désaturation en tampon 
phosphate 30 mM,Tris-Hcl 15 mM,EDTA 2,5 mM à un pH final de ?,85. 
Après élimination du fer en excés , l'analyse de cet échantillon 
par électrofocalisation en présence d'ampholines montre que la 
majeure partie de la sérotransferrine de Lapin est monoferrique 
et que le fer est situé sur le domaine C-terminal. Le site acces­
sible aux chélateurs serait donc le site situé sur le domaine N­
terminal de la sérotransferrine de Lapin. 

IV DISCUSSION. 

Les résultats que nous avons obtenus peuvent être reliés à la 
structure des lobes N-et C-terminaux des transferrines. Il est 
connu que toutes les classes de transferrine possèdent une grande 
conservation de la position des ponts disulfures,le lobe C-termi­
nal en contenant plus aurait une conformation plus compacte. Dans 
le cas de la sérotransferrine humaine, le lobe C-terminal est en­
core plus compact (Fig.2,p. 9) avec 11 ponts disulfures, contre 8 
dans le lobe N-terminal. Les résidus d'histidine inaccessibles au 
réactif en milieu non dénaturant seraient localisés dans le lobe 
C-terminal, et les résidus accessibles dans le lobe N-terminal,l' 
exposition du site enfoui étant réalisée en présence de concen­
trations élevées en urée Par analogie avec la sérotransferrine 
humaine, la sérotransferrine de Lapin, qui se comporte de manière 
identique possèderait aussi un site accessible sur le lobe N-ter­
minal et un site enfoui situé sur le lobe C-terminal. 

Nous avons trouvé deux résidus d'histidine essentiels dans cha­
que site de fixation du fer pour les deux sérotransferrines. Ces 
résultats sont en accord avec le nombre de résidus d'histidine 
communément admis comme participant à la fixation du fer (cf.gé­
néralités p.26,2?). 

Nous avons mis en évidence une différence majeure entre les 

~-------------··--- ···--- --·-· 
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Figure 38 Désaturation en fer de la sérotransferrine de Lapin 
en fonction du temps en présence d'ions phosphates et d'EOTA à 
diffét·ents pH: (e) pH 8,05; (o) pH ?,85; (•) pH ?,6; (o) pH ?,35; 
(o) pH ?,1.Les di-fférents tampons sont obtenus par mélange de 1,2 
ml de tampon Na2.HP04, KH2 PO" 50mM à pH 6,8, 0,3 ml de Tris-Hel 
O, 1M à pH 8,6, 0,1 ml d'EOTA O,OSM et 0,4 ml de sérotransf'errine 
de Lapin dans l'eau (concentration finale de lo sérotronsferrine: 
5mg/ml) . 
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deux sérotransferrines, au niveau de la stabilité des deux sites 
de fixation du fer vis-à-vis de la protonation. La sérotransfer­
rine humaine possède un site acido-labile totalement détruit à pH 
5,? en ~bsence de chélateurs,6 pH 6,0 en présence de phosphate 10 
mM et à pH 6,9 en présence de citrate 25 mM, le site acido-stable 
est détruit ~ des pH inférieurs. Dans le cas de la sérotransfer­
rine de L~pin une telle différence de stabilité n'a pu être mise 
en évidence les deux sites se comportant comme le site acide­
stable de la sérotransferrine humaine. 

L'utilisation simultanée d'ions phosphate et d'EDTA nous a 
permis de préparer quantitativement une sérotransferrine de Lapin 
monoferrique sur le site C-terminal, stable à pH ?,8 avec le 
temps, ce qui nous a permis de réaliser des protéolyses ména­
gées et d'isoler ce lobe saturé en fer. 



---
-98-

STRUCTURE ET ROLE OU GLYCANNE DANS LES PROPRIETES PHYSICO­
CHIMIQUES ET IMMUNOLOGIQUES DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN 

Afin de préciser si les différences de spécificité entre la sé­
rotronsferrine humaine et de Lapin, constatées lors de l'interac­
tion avec les réticulocytes de Lapin , provenaient de la partie 
glycannique nous avons entrepris d'une part l'étude complète de 
la structure de lo portia glyconnique de lo sérotronsferrine de 
Lapin et d'autre part nous avons effectué sa déglycasylation com­
plète. 

I- ETUDE DE LA STRUCTURE DU GLYCANNE 
DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN 

L'étude de la structure du glycanne a été réalisée sur la 
fraction BIIb obtenue après purification de la sérotransferrine 
selon le schéma de fractionnement décrit dans la Fig. 21, p.5B. 
Après hydrolyse pranasique, les glycopeptides dont la composition 
en glucides a été précisée, ont été perméthylés et analysés en 
Résonance magnétique nucléaire (R.M.N) à 360 Mhz. 

A - Hydrolyse pranasique 

L'hydrolyse pranasique a été réalisée selon le protocole décrit 
dans !·'appendice technique (p. 8 ) . A chaque étape de 1 'hydrolyse 
des contrôles ont été effectués, par dosage des ases neutres,pour 
détecter une perte éventuelle de glycanne lors du fractionnement. 
90%, 88% et 82% des sucres initiaux sant récupérés après la pre­
mière, la deuxième et la troisième hydrolyse. Après précipitation 
à l'ATCA nous retrouvons ?6% des sucres initiaux et après passage 
sur résines échangeuses d'ions,il reste 62,5% des sucres initiaux. 

8 - Fractionnement de 1 'hydralysat pranasique. 

La fraction glycopeptidique totale récupérée après chromatogra­
phie sur Séphadex G-25 est soumise à une électrophorèse prépara­
tive sur papier à pH 2,4. La migration est réalisée de la cathode 
vers l'anode, ce qui permet d'éliminer les peptides qui souillent 
la fraction glycapeptidique.Les glycapeptides passèdant de l'aci­
de sialique sant faiblement ionisés à ce pH , et migrent surtout 
grâce à l'électrorhéopharèse et se séparent les uns des autres en 
fonction de leur nombre de résidus d'acide sialique. Deux frac­
tions GP-I et GP-II ont ainsi été séparées et isolées. 

A partir de Sg de sérotransferrine de Lapin , 90mg de fraction 
glycopeptidique totale ont été obtenus (soit environ 60%). 11 mg 
de glycapeptide GP-I et 43,5mg de glycopeptide Gp-II ont été iso­
lés par électrophorèse préparative,soit respectivement 20 et 80% 
Le rendement final est de 36% En raison des contrôles effectués 
à chaque étape il semble peu probable qu'il y ait eu perte d'un 
groupement glycannique. 

C - Analyse des deux fractions glycopeptidiques. 

1- Composition ~acides aminés. 

La composition en acides aminés des deux glycopeptides, donnée 
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dons le Tableau X, p.100, révèle une identité totale entre ces 
deux fractions. 

2- Composition en glucides. 

Les compositions molaires en glucides des deux fractions sont 
rassemblées dans le Tableau X, p.JOO. Ces résultats obtenus mon­
trent que le glycopeptide majeur GP-II ne diffère du GP-I que par 
la présence d'un résidu supplémentaire d'acide sialique. 

3- Perméthylation des glycopeptides. 

Les résultats des analyses chromatographiques des éthers méthy­
liques obtenus après perméthylation et acétylation des glycopep­
tides GP-I et GP-II sont rassemblés dans le Tableau XI,p.\0\. Ces 
résultats montrent l'identité des glycopeptides GP-I et GP-II, la 
seule différence étant l'existence d'un résidu de perméthyl-gala­
ctose dans le glycopeptide GP-I,démontrant la présence d'un rési­
du de galactose en position terminale non réductrice. 

La présence de deux résidus de 2,3,4 tri-0-méthyl-galactoside 
dans le GP-II montre qu'il ne possède plus de résidus de galacto­
se en position externe, ceux-ci étant substitués en 6 par de l'a­
cide N-acétyl neur~minique. 

D'autre part, la présence dans les deux glycopeptides d'un ré­
sidu de 2,4 di-0-méthyl-mannose et de deux résidus de 3,4,6 tri-O 
-méthyl-mannose, montre l'existance d'un noyau trimannosidique. 

L'éxistence uniquement de 3,6 di-0-méthyl-glucosamine montre 
que tous les résidus sont substitués en 1 et en 4. 

L'ensemble de ces résultats montre que la seule différence 
entre les deux glycopeptides GP-I et GP-II est l'absence d'un 
résidu d'acide N-acétyl neuraminique en position externe sur un 
résidu de galactose, et nous permet déjà de prévoir une structure 
glycannique biantennée de type lactosaminique identique à celle 
déjà trouvée dans la sérotransferrine humaine. 

4- Etude des spectres~ RMN 9J:!_ proton à 360Hz. 

Le glycopeptide GP-II a été désialylé par action de la neura­
minidase (Clostridium perfringens). L'asialo-glycopeptide a été 
isolé par électrophorèse préparative à pH 2,4, avec une migration 
de l'anode vers la cathode. 

Les valeurs des déplacements chimiques des protons du glycopep­
tide GP-I et du glycopeptide GP-II sialylé et asialylé, comparées 
avec les valeurs obtenues pour les glycopeptides de la sérotrans­
ferrine humaine ( Oorland et al. 1977) sont données dans le Tableau 
XII, p. 102. L'étude des dépï;cements chimiques des pics caracté­
ristiques du glycopeptide GP-II désialylé et asialylé,confirme 
l'existence d'un glycanne biantenné possédant un noyau du type 
mannotrioside-di-N-acétyl neuraminyl-(a2,6)-N-acétyllactosamini­
que. Les valeurs des déplacements chimiques des protons des 
glycopeptides sialylés et asialylés des deux sérotransferrines 
sont identiques permettant d'affirmer l'identité de la structure 
du glycanne biantenné de la sérotransferrine de Lapin à celle du 
glycanne biantenné de la sérotransferrine humaine. 
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TABLEAU X 

Compositions molaires en monosaccharides et en acides aminés des 
glycopeptides pronasiques isolés de la sérotransferrine de Lapin 

Glycopeptides 

Pourcentage de récupération 

Composition molaire en 
monosaccharides (a) 
(rés./mole) 

Gal 

Man 

Glc NAc 

Neu Ac 

Composition molaire en 
acides aminés (b) 
(rés./mole) 

As x 

Ser 

Acide aminé N-terminal 

GP - I GP - II 

20 % 80 % 

2,13 (2,0) 2' 04 ( 2 1 1) 

3120 (3,0) 2190 (3,0) 

3,95 (3,7) 4100 (4,2) 

1117 (1,1) 2111 (212) 

0196 1 1 1 1 

A sn A sn 

(a) les chiffres entre parenthèses représentent les rapports 
molaires calculés en prenant trois résidus de mannose comme 
référence. 

(b) les rapports molaires sont calculés en prenant un 
d'acide aspartique comme référence. 

résidu 
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TABLEAU XI 

Composition molaire des éthers méthyliques obtenus après perméty­
lotion des glycopeptides pronosiques GP - I et GP - II 

Monosacch~rides méthylés (*) GP - I GP - II 

2,3,4,6 tetra-0-méthyl galactoside 0' 12 

2,3,4 tri-0-méthyl galactoside 1 ' 1 3 1 '?6 

3 , 4 , ·6 · t r i - 0- m é t h y 1 ma n n o s i d e 1 '?0 1 '85 

2,4 di-0-méthyl mannoside 

2·acétomido-3,6 di-o-méthyl glucoside 3,69 3,?2 

(*) Les calculs ont été effectués en prenant un résidu de 2,4-di 
0-méthyl mannoside comme référence. 
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TABLEAU XII 

Déplacements chimiques des protons des glycopeptides GPI et GPII 
analysés en RMN du proton à 360 MHz CompDraison ovec les 
valeurs obtenues pour les glycopeptides biantennés de la séro­
tranferrine humaine 

H - 1 

GleNAc 

GleNAc 2 

Man 3 

Man 4 

Man 4, 

GleNAc 5 

GleNAc 5' 

Gal 6 

Gal 6' 

H - g_ 

Man 3 

Man 4 

Man 4, 

H - 3 

Neu Ac(H eq.) 

Neu Ac(H ax.) 

H ( N-acétyl) 

GleNAc 

GleNAC 2 

GleNAc 5 

GleNAc 5' 

Neu Ac 

Sérotransferrine de Lapin Sérotransferrine 
humaine 

GP-Ia GP-Ib GP-II GP-II bisialo Asialo 
bisialo asialo glycanne glycanne 

5,073 5,073 51072 51070 5,073 510?2 

4,620 4,620 4,622 41617 41598 4,616 

41769 41769 41775 41765 4,770 41??0 

51 138 51 120 5' 134 51 121 51 133 51 119 

4,928 41944 41946 41929 41946 4,926 

41599 41577 41600 41581 41598 41581 

41577 4,599 4,600 41581 41598 4,581 

4,445 4,471 41445 41471 41447 41470 

41471 4,445 41445 41471 4,44? 41470 

4,251 4,251 4,254 4,248 4,254 41244 

111192 4' 192 4' 195 4 1 1 9 1 41 196 41 188 

4 1 1 12 4 1 1 12 4 1 114 4 1 110 4' 115 41 107 

1 1 7 16 1 1 7 16 1 1 715 1 1 721 

21670 21670 21671 2,671 

2,005 21005 21007 21009 21013 21013 

21078 21078 21080 21078 210?9 210?6 

2,030 21048 2,030 21050 21030 2104? 

21048 21030 21030 21047 2,030 2,04? 

21068 2,068 21067 2,068 
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Nous pouvons constater d'outre port que le glycopeptide GP-I 
est en fait un mélange, dans un rapport 1:1, de deux monosialyl­
glycopeptides isomères (GP-Ia et GP-Ib), le premier possédant un 
rjsidu d'ocide siolique sur la bronche supérieure, et le deuxième 
sur la branche inférieure. 

En effet la présence d'acide sialique branché en position (a2,6) 
sur le galactose, produit une augmentation significative des va­
leurs des déplacements chimiques des protons des Man 4 et 4',des 
GleNAc 5 et 5' et des Gal 6 et 6', comme on peut le constater sur 
le Tableau XII, p. 102. 

Ces deux monosialyl glycopeptides sont dans un rapport 1:1, ce 
qui semblerait prouver que leur présence est due ~ une désialyla­
tion chimique lors de la préparation des glycopeptides, et nota­
ment le passage en milieu acide lors de la précipitation à l'ATCA 
et le fractionnement sur résines échangeuses d'ions fortes,plutôt 
qu'à une hétérogènéité physiologique du taux d'acide sialique de 
la s~rotransferrine de Lapin. 

Les structures glycanniques complètes des glycopeptides prona­
siques de la sérotransferrine de Lapin sont données dons lo 
Fig.39, p. 104. 

II- DEGLYCOSYLATION ENZYMATIQUE DE LA SEROTRANSFERRINE DE 
LAPIN. 

Afin d'apporter la preuve directe de la participation éventuel­
le de "la partie glucidique de la sérotransferrine dans son acti­
vité biologique, nous avons libéré le glycanne de la chaine pro­
téique à l'aide d'une endo a 0-N acétyl glucosaminidase isolée de 
Basidiomyces sporotricum (Bouquelet et al., 1980). Après purifica­
ti~n de l'aglycosérolransferrine nou;-avons comparé ses principa­
les propriétés physicochimiques et immunologiques à celles de la 
sérotransferrine native. 

A - Préparation de la sérotransferrine déglycosylée. 

La déglycosylation de l'asialosérotransferrine de lapin a été 
réalisée selon le protocole décrit dans l'appendice technique 
p. 10 . La pl~otéine déglycosylée a été purifiée par passage sur 
colonne de Con A-Sépharose. 

8- Comportement chromatographique et électrophorètique 
de lo sérotransferrine déilycosylée. 

La Fig.40 A (p.105) représente le profil d'élution de la co­
lonne de Con A-sépharose. A l'exception d'un pic mineur (I) au 
volume mort et d'un autre (III) elué par l'a-mélhyl glucoside, 
plus de 90% de la quantité injectée, venant de l'hydrolyse par 
l'endo-glycosidase de la sérotransferrine de lapin, est récupérée 
en un pic (II) symétrique et non retardé. 

Après concentration par dialyse sous vide et dessalage sur 
Séphadex G-25 équilibré dans l'eau, le pic II est soumis à diffé­
rentes électrophoréses pour vérifier son homogènéité. 

Il n'y a pas de bandes mineures (révélant une protéolyse) dé­
tectables par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence 
de SOS et le pic II possède une masse moléculaire 
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Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-6) 

~Man{B{-4{GlcMAo{Bl-4)GloNAo{BllAon 
Ncul\c (a2-6) Gal( (31-4 l GleNAc ( B 1-2 l 11an (01-J) 

Ncw\c(a2-6)Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(a1-6l~ 

~Man(B1-4)GlcNAc(61-4)GlcNAc(61)Asn 

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

6 1 51 ,, 1 

NcuAc(02-6)Gal(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(01-G) 
0 ~ 

/Man ((31-4) GleNAc (61-<1) GleNAc (61) Asn 

NcuAc(a2-6)Gal(B1-4)GlcNAc(a1-2)Man(a1-Jl 3 2 1 

.- 6 5 ,, 

Figure 3 <): Structure primaire des glycopcptidcs isolés de la STF de lapin. 
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Figure 40 : Interaction de la sérotrans~errine déglycosylée avec 
la Con A. 
A Pro~il d 'élution de la colonne de Con A - Sépharose ( 1,6 x 25 

cm) de sérotrans~errine déglycosylée (20 ml/h, 2 ml/tube) 
B A~~ino immune électrophoréses de sérotrans~errine de Lapin 

native (a,b) et deglycosylée (cet d) en p1·ésence (b,d) on en 
absence de Con A (a,c) dans la 1er dimension 
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trés peu différente de la sérotransferrine native. 

Les affino-immuno-électrophorèses bidimensionnelles de la Fig. 
40-8, (p. 105) révèlent bien une similitude de comportement du pic 
II avec la chromatographie sur colonne de Con A-Sépharose. La 
sérotransferrine native est retardée en présence de Con A dans la 
première dimension alors que le pic II ne l'est pas, et présente 
la même migration en présence et en absence de Con A. Le pic II 
possède une mobilité correspondant à celle de l'asialotransferrine. 

C- Compositions en acides aminés et en sucres de la 
sérotransferrine déglycosylée. 

Les compositions en acides aminés de 
Lapin native et déglycosylée ne présentent 
leurs non montrées), confirmant l'absence 
contaminant l'endoglycosidase. 

la sérotransferrine de 
aucune différence (va­
d'activité protéasique 

L'analyse des sucres révèle que le pic II renferme moins de 5% 
de la composition totale en sucres de la sérotransferrine native. 
Seulement 0,8 résidus de N-acétyl-S-0-glucosamine restant attaché 
6 lo portie protéique,ce qui correspond ou résultat attendu comp­
te tenu du mode d'action de cette endoglycosidase qui coupe entre 
les deux glucosamines voisines du point d'attache. 

D-Coroot6ristiques apectroles et dénoturotion thermique 

Les spectres de dichroïsme circulaire réalisés dans l'UV 
loint~in (2D0-250nm) et dans l'UV proche (250-350nm) à différentes 
températures sont montrés dans la Fig.41 p.107. Ces spectres ne 
révèlent pas de différences significatives entre la sérotrans­
ferrine native et déglycosylée è température ambiante. 

· La sérotransferrine native ne présente pas de dénaturation 
dramatique avec l'augmentation de température jusqu'à 80°c, elle 
semble donc très stable. La forme déglycosylée est un peu moins 
stable, le changement d'ellipticité se produit à partir de 65°C. 
en UV lointain et 30°c en U.V proche. 

Il est à noter que la forme déglycosylée est très sensible è 
la lyophilisation. Sa solubilité diminue considérablement après 
lyophilisation pour étre pratiquement nulle après conservation à 
4°c plus d'un mois. Toutes les manipulations doivent se faire en 
milieu liquide, la conservation s'effectuant par congélation. 

E- Résistance è lo protéolyse de lo sérotronsferrine 
déilycosylée. 

Le taux de protéolyse par la trypsine de la sérotransferrine de 
Lapin déglycosylée est mesuré, par titration des groupements ami­
nés libérés, par le trinitrobenzène sulfonate (appendice techni­
que, p.10). La comparaison avec la sérotransferrine de Lapin na­
tive (Fig.42, p. 108) montre que l'élimination du glycanne n'altè­
re pas profondément le comportement de la sérotransferrine de La­
pin vis-à-vis des protéases. Des résultats similaires ont été ob­
tenus avec la chymotrypsine. 
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F- Immuncréoctivité de lo sérctronsferrine déglycosylée 

L'immunoréactivité de la sérotransferrine de Lapin déglycosylée 
est analysée par des essais de fixation sur des anticorps immo­
bilisés de sérotransferrine de Lapin native marquée ~ I-125 en 
présence de concentrations croissantes, soit de sérotransferrine 
native,soit de sérotransferrine de Lapin déglycosylée toutes deux 
non marquées. 

Les résultats montrés dans la Fig.43, p.110, ne présentent pas 
de différences marquées dans la fixation des sérotransferrines 
vis-~-vis des anticorps immobilisés, à l'exception d'une concen­
tration inhibitrice un peu plus faible pour la forme déglycosylée. 
La concentration minimale pour inhiber 50% de la fixation d'une 
solution 8,6 nM d'antigène marqué est de: 2? nM pour la forme dé­
glycosylée et de 3? nM pour la glycoprotéine native. 

II- CONCLUSIONS. 

Nous avons démontré dans ce chapitre, que la sérotransferrine de 
Lapin ne possède qu'un seul groupement glycannique, comme l'avait 
laissé supposer les résultots préliminaires de Baker et ~.( 1968) 
et de Palmour et Sutton ( 19?1), en trouvant deux résidus d'acide 
sialique par mole de glycoprotéine, et les résultats de Hatten et 
~- ( 19?4) en trouvant deux fois moins de glucides que pour la 
sérotransferrine humaine. 

La présence de deux groupements glycanniques par molécule de 
sérotransferrine de Lapin, évoquée par Hudson ~ Ql_.( 19?3) et con­
firméé par Strickland et Hudson ( 19?8) et Strickland ~ ~.( 1979) 
est uniquement basée sur les rapports molaires en monosaccharides 
déterminés par Hudson ~ ê.l_.( 1973) ,et s'explique aisément par une 
c~ntamination de leur préparation par l'hème-hémopexine. 

Nous avons déterminé la structure du glycanne unique de la séro­
transferrine de Lapin elle est identique en tout point à celle 
du glycanne biantenné de la sérotransferrine humaine.Cette struc­
ture a d'ailleurs été confirmée par Strickland ~ ~.( 19?9). 

Le glycopeptide monosialylé, isolé par hydrolyse pronasique, 
provient sans doute d'une désialylation partielle du glycanne, 
lors du traitement acide de l'hydrolysat par l'ATCA,et le passage 
sur résine forte échangeuse de cations. En effet, nous ne retrou­
vons pas de glycopeptides monosialylés par hydrolyse trypsique, 
(résultats non décrits) et l'étude des spectres RMN, montre que 
l'acide sialique est absent aussi bien sur la branche supérieure 
que sur la branche inférieure. 

La déglycosylation enzymatique par l'utilisation d'une endo N­
acétyl-~-0-glucosaminidase permet d'obtenir quantitativement (90%) 
une sérotransferrine de Lapin totalement déglycosylée à l'excep­
tion du résidu de glucosamine du point d'attache Les étapes de 
purification sont suffisamment rapides pour obtenir un produit 
soluble (à condition d'éviter la lyophilisation) présentant des 
propriétés biochimiques et biophysiques similaires à celles de la 
glycoprotéine native. 

Les faibles différences dans l'immunoréactivité après élimi­
nation du glycanne pourraient s'expliquer par l'absence de déter­
minant antigènique au niveau de la partie protéique masquée par 
le glycanne. Il aurait peut-être fallu immuniser un mouton par la 
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Figure 43 Inhibition compétitive de la fixation de la séro­
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sérotronsfsrrins dsglycosylée, et oinsi provoquer l'opporition de 
déterminant supplémentaire, pour voir une différence par cette 
technique. 

De même, un seul glycanne biantenné n'est pas suffisant pour 
protéger efficacement la partie protéique de la sérotransferrine 
de Lapin de la protéolyse, malgré la surface masquée par le gly­
canne, quand il possède la conf'oJ"mation en oiseau,.':! moins que la 
technique utilisée pour suivre la protéolyse ne soit pas assez 
sensible pour détecter des différences minimes. 

Quoi qu'il en soit cette technique permet d'obtenir une séro­
transferrine de Lapin déglycosylée, toujours capable de fixer le 
fer à 1DO%,et qui va nous permettre de confirmer ou d'infirmer la 
participation du glycanne dans l'activité biologique de la séro­
transferrine, en particulier dans le transfert du fer aux réticu­
locytes que nous présentons dans la partie suivante. 



-1 12-

INTERACTIONS DES SEROTRANSFERRINES HUMAINE 
ET DE LAPIN AVEC LES RETICULOCYTES DE LAPIN 

Après l'étude comparée des caractéristiques de la protéine des 
sites de fixation du fer et des glycannes de la sérotransferrine 
humaine et de Lapin, nous avons étudié les intéractions de ces 
deux transferrines avec les récepteurs des réticulocytes de Lapin 

I. Fixetion des sérotrensferrinas humaine et de Lepin non 
modifiées et transfert du fer aux réticulocytes de Lapin 

A. Cinétique d'incorporetion du fer 

Les cinétiques d'incorporation du fer par les réticulocytes de 
Lapin montrent que, dans les conditions de concentration uti­
lisées l'incorporation du fer de la sérotransferrine de Lapin est 
rapide et linéaire pendant 20 min, puis ralentit et présente un 
plateau ~ partir d'une heure. Dans les m~mes conditions, l'incor­
poration du fer de la sérotransferrine humaine est beaucoup plus 
lente et le plateau n'est atteint que pour des temps supérieurs~ 
100 min. Après 20 min, l'incorporation du fer de la sérotrans­
ferrine humaine ne représente que 55 % de celui de la sérotrans­
ferrine de Lapin, après 30 min 62 % , après 60 min 75% et après 
80 min 80% (Fig. 44, p.113). 

B. P~rcm.tres da 1~ fix~tion des sérotr~nsferrines sur 
les réticulocytes de Lapin: constante d'association, 
nombre de sites récepteurs par cellule 

A 4°c l'endocytose est bloquée et le nombre de sites récep­
teurs mesuré correspond aux récepteurs situés à la surface de la 
cellule, tandis qu'à 37°c, il y a un recyclage permanent des ré­
cepteurs et le nombre de sites mesuré à l'équilibre de fixation 
au bout d'une heure correspond au nombre de sites totaux. 

A 4°c les deux sérotransferrines se fixent sur les réticulocy­
tes de Lapin en fonction de la concentration en transferrine de 
man~ere saturable et complète en moins d'une heure L'analyse de 
la représentation de Scatchard ( 1959) montrée dans la Fig.45 
p.114, déduite des courbes de saturation, indique que la diffé­
rence entre les sérotransferrines humaine et de Lapin n'est pas 
due à la constante apparente d'association, respectivement Ka 
2,04 x 10'~' l.M- 1 

(± 0,3 x 10~ moyenne de 6 expériences) et Ka== 
2,61 x 107- l.M- 1 (± 0,3 x 10?, moyenne de 6 expériences), mais 
dans le nombre de sites récepteurs de surface par cellule. Ce 
nombre de sites est 3,5 fois plus faible en système hétérologue 
en utilisant la sérotransferrine humaine soit 16.000 ± 2.500 
qu'en système homologue, 54.000 ± 6.000. 

L'analyse de cette représentation montre aussi qu'il n'exsite 
qu'une seule classe de sites de haute affinité.A 37°c,la fixation 
des deux sérotransferrines est rapide (courbes non représentées) 
et les constantes d'association ne sont pas modifiées le nombre 
total de récepteurs est augmenté d'un facteur 2,5: 37.000 pour la 
transferrine humaine et 130.000 pour la transferrine de Lapin. 
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Figure 44 Cinotique d'incorporation du fer des sérotronsferrines 
humoinc (o) et de Lopin (•) morquées ou Fer-59, ( 1, 8mM) par les 
réticulocytes de Lapin (2x10 6 réticulocytes/ml) à 37~c. 
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C. Oiacu1uion 

La grande disparité dans le nombre de récepteurs entre les 
systèmes homologue et hétérologue avec les réticulocytes de Lapin 
avait déjà ét.é suggérée par Lane ( 1972) qui trouvait deux fois 
moins de fixation pour la sérotransferrine humaine. De même Baker 
et Morgan ( 1969) trouvaient 5 à 600.000 sites dans le système ho­
mo 1 o g u e e t 1< o r n f e 1 d ( 1 9 6 8 ) 3 0 . 0 0 0 d a n s 1 e e y s t è m e h è t è l' ü 1 ü ;;;; u e . 

Les valeurs que nous trouvons pour le système réticulocyte de 
Lapin-sérotransferrine de Lapin sont en accord avec les valeurs 
les plus récentes de la littérature, résumées dans la revue géné­
rale de B1·ock. ( 1985) de l'ordre 100.000 à 150.000 sites totaux et 
une constante d'association de l'ordre de 10~ M- 1

• Les valeurs de 
Ka, de 1 'ordre de 10 6 M- 1 citées par Kornfeld ( 1969) et Baker et 
Morgan( 1969) étant caractèristiques d'une fixation non spécifique, 
ou de sites de faible affinité. 

La différence de vitesse d'incorporation du fer des deux séro­
transferrines par les réticulocytes de Lapin, déjà citée Jandl et 
Katz ( 1963), semble donc être due, non à une différence d'affi­
nité des réticulocytes, mais ~ un nombre de sites récepteurs 
beaucoup plus faible pour la sérotransferrine humaine que pour la 
sérotransferrine de Lapin. 

La principale différence que nous avons trouvée entre les deux 
sérotransferrines consistant dans le nombre de glycannes, nous 
pouvions donc penser que la reconnaissance du récepteur se fai­
sait par la partie glycannique ou au voisinage du point d'attache 
du glycanne, la présence du deuxième glycanne de la sérotransfer­
rine pouvant masquer la partie reconnue par le récepteur. 

II. Influence du degré de saturation en fer sur le 
transfert du fer aux réticulocytes de Lapin 

L'hypothèse de Fletcher et Huehns sur l'hétérogeneité fonction­
nelle des deux sites de fixation du fer des s6rotransferrines 
étant très controversée (voir les généralités) nous avons étudié 
les vitesses d'incorporation du fer par les réticulocytes de La­
pin des sérotransferrines possédant un seul atome de fer sur le 
site C-terminal préparées soit par désaturation en présence de 
chélateur soit par modification des résidus d''histidine du site 
N-terminal par le diéthyl-pyrocarbonate. 

Nous avons utilisé des sérotransferrines marquées au Fer-59 et 
saturées à 100 % dans les conditions normales, des sérotrans­
ferrines marquées au Fer-59 et désaturées à 50 % selon les condi­
tions décrites p.82 et des sérotransferrines modifiées par le 
diéthyl-pyrocarbonate 12 mM de manière à détruire le site N-termi 
nal et resaturées à 50% par du Fer-59. (p.95). 

Les résultats sont exposés dans la Fig.46 p.116 .Nous retrou­
vons la différence de vitesse d'incorporation entre les deux séro 
transferrines. Pour chaque sérotransferrine il n'est pas possible 
de différencier de manière significative l'incorporation du fer 
entre les formes monoferriques et diferriques non traitées par le 
diéthyl-pyrocarbonate. 
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Par contre, les formes traitées par le diéthyl-pyrocarbonate 
12 mM et resaturées ~ 50 % incorporent deux fois moins leur fer 
que les formes non modifiées. 

III. Influence des modific~tions de lo choine peptidique 
sur l'incorporation du fer par les réticulocytes. 

1. Modification des résidus d'histidine 

La diminution de moitié de l'incorporation du fer des trans­
ferrines modifiées par le diéthyl-pyrocarbonate, pouvant fitre due 
à une modification de la conformation de la protéine nous avons 
refait la cinétique d'incorporation du fer~ l'aide de sérotrans­
ferrine de Lapin saturée à 100 % en fer puis traitée par le dié­
thyl-pyrocarbonate 20 mM pendant des temps variant de 1 à 50 min. 

Les résultats, rassemblés dans la Fig.4? p.118, montrent que 
l'inhibition de l'incorporation du fer par les réticulocytes est 
fonction du nombre de résidus d'histidine modifiés. Dés le qua­
trième résidu d'histidine modifié nous constatons une inhibition 
de 50 %, cette inhibition est presque totale pour 13 résidus d' 
histidine modifiés. 

Ces résultats tendent à prouver que la diminution de 50% de 
l'incorporation du fer, n'est pas due à la destruction du site N­
terminal mais plutôt à la modification de résidus d'histidine 
qui entrainent une modification de la conformation de la protéine 
et diminue l'interaction de la sérotransferrine avec son récepteur 

2. Incorporation ~fel' ~ les fragments obtenus 
après hydrolyse chymotrypsique ménagée 

Nous venons de voir que la modification des résidus d'histidi­
ne, bien que détruisant le site N-terminal, ne permettait pas de 
préciser la fonction du site C-terminal de fixation du fer. Nous 
avons donc réalisé des cinétiques d'incorporation du fer par les 
fragments obtenus après hydrolyse chymotrypsique de sérotransfer­
rine de Lapin monoferrique marquée au Fer-59 et isolés selon 
les conditions décrites p.?1 

La Fig. 48, p.119 montre que le domaine C-terminal de 31kDa 
incorpore mal son fer aux réticulocytes, le fragment de ?O~Da ay­
ant perdu sa partie N-terminale mais possédant encore les deux 
domaines n'incorpore que la moitié du fer par rapport à la sèro­
transferrine nQtive. Ces résultats tendent~ prouver que l'inté­
grité de la molécule de transferrine entière est indispensable b 
l'interaction avec le réticulocyte. 

IV.Influence de 1~ p~rtie glyc~nnique de 1~ sératronsferrine 
de L~pin d~ns l'interoction ~vec les réticulocytes 

A. Inhibition du transfert du fer aux réticulocytes 
por des glycopeptides et des oligasocchorides 

Si la reconnaissance de la sêrotransferrine par son récepteur 
se fait par un mécanisme similaire à celui des lectines,le trans­
fert du fer de la sérotransferrine dans le réticulocyte pourrait 
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Figure 48 : Cinétique d'incorporation du fer par les réticulocytes 
de Lapin, de la sérotransferrine et des fragments de ?OKD et 31KD 
obtenus par hydrolyse chymotrypsique. 
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ovoir lieu gr6ce 6 un mécanisme d'interaction spécifique ,la cel­
lule reconnaîtrait une séquence particulière ou un monosaccharide 
précis dans le glycanne de la sérotransferrine. 

Afin de v~rifier cette hypothàse, nous avons tenté d'inhiber 
le transfert du fer aux réticulocytes par l'emploi à différentes 
concentrations, de toute une panoplie de glycopeptides, d'oligo­
saccharides et de monosaccharides représentant tout ou partie du 
glycanne de la sérotransferrine, ainsi que des glycopeptides de 
structures différentes. 

Les courbes d'inhibition de l'incorporation du fer de la séro­
transferrine de Lopin par les cellules en présence de concen­
trations croissantes en glycopeptides ou oligocaccharides sont 
données dans la Fig.49 p. 121. Les résultats sont exprimés en taux 
d'incorporation du fer dans les cellules par rapport ~ un témoin 
sans inhibiteur. Seules les courbes les plus significatives sont 
représentées. Le tableau XIII p. 122 rassemble les structures des 
inhibiteurs utilis~s et les concentrations n~cessaires ~ l'obten­
tion de 50 % d'e 1 ' in hi bit ion de l ' incorporation du fer ( [ I) 50 ) . 

1. Utilisation des inhibiteurs natifs 

Tous les oligosaccharides et glycopeptides ont été repurifiés 
par chromatographie sur Biogel P-2,les d~rivés sialylés sont neu­
tralisés par la soude avant incubation avec les cellules. 

Nous constatons que les monosaccharides et les oligosac­
charides non sialylés nécessitent des concentrations très ~lévées 
pour obtenir 50% d'inhibition, respectivement 100 et 65mM. 

Les dérivés sialylés inhibent sensiblement tous ~ des concen­
trations voisines, 2,5 ~ 3,5 mM,quelle que soit leur structure, y 
compris le glycopeptide isolé de l'ovomucoïde, qui ne possède pas 
d'acide sialique. Morgan ~ ~- ( 1967) et Kornfeld ( 1968) ayant 
constaté que l'asialo-transferrine donnait son fer aux réticu­
locytes avec la même efficacité que la transferrine native, nous 
avons repris ces expériences et confirmé ce résultat. L'acide 
sialique ne semble donc pas être impliqué de manière essentielle 
dans le mécanisme 

Les concentrations en inhibiteurs utilisées étant relativement 
importantes, par exemple pour les glycopeptides environ 20 mg par 
ml d'incubat à 10 mM, nous aurions pu observer non pas une inhi­
bition spécifique, mais un phénomène artéfactuel dû ~ la présence 
de contaminants copurifiés avec les sialo-glycopeptides ou les 
sialo-oligosaccharides. 

2. Utilisation des dé1·ivés sialylés neutralisés ~ 
~ soude ~ rechromatographiés ~ Biogel P-2 

Nous avons neutralisé par la soude le glycopeptide sialylé de 
la sérotransferrine de Lapin, ainsi que les oligosaccharides sio­
lylés I et II, afin de détruire les liaisons ioniques éventuelles 
de l'acide sialique avec des ions ou des composés provenant des 
tampons de chromatographie ou d'électrophorése sur papier pendant 
l'isolement. Nous avons ensuite rechromatographié ces produits 
neutralisés sur Biogel P2. 

Nous constatons que les concentrations, nécessaires à l'inhi-
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50 

-4 -) -2 -1 

Lo~ concentration en inhibiteur (M) 

Figure 49 Inhibition de l'incorporation du fer,de lo sérotrons­
ferrine de Lopin marquée ou Fer-59, aux réticulocytes de Lopin en 
présence de siologlycopeptide de la sérotransferrine (o) ; oli­
gosaccharide I (o) ; b·isacchDride II (O.) Les symboles pleins 
représentent les produits nati~s et les symboles ouverts,les pro­
duits neutralisés pc'lr lo soude, puis dessolés. 



TABLEAU XIII 

Concentrations en divers glycopeptides 
pour inhiber 50% de l'incorporation du 
Lapin par les réticulocytes de Lapin. 

et oligosaccharides nécessaires 
fer de la sérotransferrine de 

N~M 

monosaecha:-ides 

Tris~cch~:-id~ I 

Trisacch~:-ice II 

Oli&os~ccharide I 

Oliioseccherida II 

Glyco~a~tiée de la 
sérotr~~~Terrine 
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i,lycopa?tida da 
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bition de 50% de l'incorporotion du fer, sont environ 7 fois 
plus importantes qu'avant la repurification, passant de 2,5-3,5 à 
17-22 mM. Ces nouvelles valeurs sont à rapprocher de celle obser­
vée pour l'asialoglycopeptide de la sérotransferrine de Lapin, 15 
mM. 

Nous avons vérifié, dans les expériences avec les glycopeptides 
isolés de la sérotransferrine de Lapin, en utilisant la sérotran­
sferrine doublement marquée, que la radioactivité I-125 associée 
aux cellules reste constante quelle que soit la cencentration en 
inhibiteur. Ceci tend à prouver que l'inhibition du transfert du 
fer n'est pas due à une diminution de la fixation de la sérotran­
sferrine sur le récepteur. 

3. Discussion 

Il semble donc bien que les inhibitions importantes observées 
à des concentrations de l'ordre de 2,5 à 3,5mM pour les sialyl 
dérivés soient dues à la présence de contaminants copurifiés ovec 
les produits sous forme de liaison ionique avec l'~cide sialique, 
soit la pyridine des tampons de chromatographie et d'électropho­
rèse sur papier soit d'autres sels. 

Quoi qu'il en soit il reste une inhibition de 50% pour des 
concentrations de l'ordre de 15 à 20 mM. Ces concentrations sont 
élevées, et représentent 4 à 5.000 molaire excès par rapport à la 
transferrine du milieu, mais sont du même ordre de grandeur que 
celui observé dans des études de spécificité de reconnaissance de 
glucides par des récepteurs cellulaires. Par exemple, Kawasaki~ 
~- ( 1978) ont caractérisé la spécifité d'un récepteu1· à mannose 
en employant des inhibiteurs de tailles différentes à des con­
centrations similaires aux nôtres, d'autres auteurs allant jus­
qu·' à 1 0 mo 1 aire excès . 

Nos expériences d'inhibition du transfert du fer ne permettent 
pas de conclure à la participation directe et exclusive du gly­
canne de la sérotransferrine de Lapin dans l'interaction avec les 
réticulocytes de Lapin. Le glycanne ne semble pas intervenir dans 
le mécanisme de reconnaissance du récepteur, mais plutôt dans le 
processus de transfert du métal. A moins que les sialo-dérivés, 
utilisés à concentration élevée agissent comme chélateurs du fer 
de la sérotransferrine et empêchent le processus de transfert 
normal. Un seul moyen restait pour répondre à la question du rôle 
du glycanne dans l'interaction:l'éliminer par des méthodes douces 
sans modifier l'intégrité de la partie protéique. 

B. Intéraction de lo sérotransferrine de Lopin 
déglycosylée ovec les réticulocytes de Lopin 

Nous avons décrit à la p.103 la préparation de la sérotrans­
ferrine de Lapin déglycosylée por une endo a-D-N-océtyl glucoso­
minidase. Utilisant cette transferrine déglycosylée nous ovons 
réalisé les expériences comparatives de fixation et d'incorpora­
tion du fer aux réticulocytes de Lapin . 

. Paramètres ~~fixation des sérotransferrines 
de Lapin, native ~ déglycosylée ~ réticulo­
cytes de Lapin 

La représentation de Scatchard des courbes de fixation o 4°c 
est représentée dans la Fig.SO p.l24 .Il n'y a pas de différence 
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Figure 50 Représentation de Scatchard des courbes de fixation ~ 
4°c aux réticulocytes de Lapin de la sérotransferrine de Lapin 
native ( •) et déglycosylée ( O ) 
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significative entre la forme native et déglycosylée, ni dans la 
constante apparente d'association Ka, respectivement 2,6 x 10-:r M-1 

et 2 1 4 x10~ M-' , ni dans le nombre de récepteurs exprimés à la 
surface des réticulocytes:54.000 et 52.000 respectivement. Aucune 
différence supplémentaire n'est constatée à 37°c entre les deux 
formes de la sérotransferrine. 

Ces résultats démontrent clairement que la reconnaissance de 
la sérotransferrine par le récepteur membranaire du rêticulocyte 
~e se fait pas par l'intermédiaire de la partie glycannique de la 
transf'errine. 

2. Incorporation ~ f'er ~ ~ sérotransf'errine 
déglycosylée, ~les réticulocytes ~Lapin . 

Les cinétiques d'incorporation du f'er représentées dans la Fig 
51 p. 126, montrent que la forme déglycosylée est capable de 
transf'érer son f'er à la même vitesse que la f'orme native 1 sans 
diff'érence significative. Après hémolyse des cellules lavées 1 le 
fer radioactif' est essentiellement retrouvé dans le pic d'hémo­
~lobine après tamisage moléculaire sur Ultrogel AcA-44. 

Ces résultats suggèrent que le glycanne n'est impliqué ni dons 
le mécanisme d'internalisation, ni dans le départ intracellulaire 
du f'er de la sérotransf'errine. 

V -INFLUENCE DE LA PARTIE GLYCANNIQUE DE LA SEROTRANSFEARINE 
HUMAINE DANS L'INTERACTION AVEC LES RETICULOCYTES DE LAPIN 

Nous avons démontré dans le paragraphe précédent que la partie 
glycannique de la sérotransferrine de Lapin n'avait aucun rôle 
~ans le mécanisme de reconnaissance par le récepteur des réticu­
locytes. Cependant la sérotransferrine humaine possédant un 
de~xième glycanne se fixe beaucoup moins bien. Nous avons observé 
l 'inf'luence de la structure bi ou triantennée des glycannes de la 
sérotransferrine sur les paramètres de la f'ixation aux réticulo­
cytes de Lapin, les résultas sont représentés dans la Fig.52 
(p.128). 

1.Parc:Jmètres de la fixation ~les réticulocytes 

Les paramètres, déduits des courbes de f'ixation à 4°c, repré­
sentant les constantes d'association et le nombre de sites 
eccessibles à la surf'ace des réticulocytes de Lapin sont rassem­
blés dans le tableau XIV, p.127. Nous constatons que les trois 
variants se fixent sur le même nombre de sites de haute aff'inité : 
1?. 000 - 20.000 1 mais que l'af'f'inité pour ces sites décroit d'un 
facteur 2 quand le nombre de structures triantennées augmente. Il 
est à remarquer que le variant de type I ( Tf'-I) 1 contenant deux 
glycannes biantennés présente une constante d'association très "? _, • 
proche de celle de la sérotransf'errine de Lapin 2,65.10 M QU 1 

ne posséde qu'un seul glycanne biantenné. 

2. Incorporation du fer ~les réticulocyt.8s 

La Fig.52-B ( p.128) montre que les trois variants glycanniques 
de la sérotransf'errine humaine incorporent leur f'er aux réticulo­
cytes de Lapin de manière strictement identique. 
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Püramètres de la fix.:~ tian 
sérotransferrine humaine sur 

type de n 
serotransferrine 

S é l" o t l" o n s f' e 1" l" i n e 
Homme 

Vori·ont I 2 

Va1·iant II 4 

Voriùnt III 4 

non f1·actionnéc 6 

TABLEAU XIV 

des v.:~riants glycanniques de 
les réticulocytes de Lapin (4°c) 

Ka ( 1 x M-' sites/cellule 

0,76.10 
71 17.500 

1 '4 . 1 0 t 18.900 

2' 65. 10 f.- 1!).000 

2,04.10 .. 19.000 



1 
~,..____ __ . 

0 

Y. 
~ .. .. 
J> 

'" H 

"' ..... .. 

·~ .... 

0,.) 

.. .. 
u ... 
u 
0 .... 
"' u 
-~ 
u 

"" ... 
0 

--•. 
0 
!l 

.. .. .., 
:l 

"" 
c:: 

" 
u .. ... 
0 
o • ... 
0 
u 

" 

) 

0 0 
0 0 

0 

0 

0 

JO 

-128-

A 

:; Tl' 1 i é c (Ml) 

u 

f>O 

inctal>nlioll {min.) 

Figure 52 Interaction des v~rionts glyconniques de lo séro-
transferrine humaine avec les réticulocytes de Lapin. 
A - Représentation de Scolchard de lo fixation, b 4°c, des 
verionts de type I ( C::. ) ; de type II ( 0 ) et de type III ( 0 ) . 
Les cellules (5.10& réticulocytes) sont incubées 1 h à 4°c avec 
les différents variants marqués à l'iode-125 à des concentrations 
voriont entre 5nM et 5uM 
8 - Cinétiques d'incorporation du fer , des variants glycanniques 
marqués ou fer-59 p~r les réticulocytes de Lapin 6 3? 0 c. Les 
cellules (2.10 1 réticulocytes/ml) sont incubées pendants diffé­
rents temps à 3? 0 c avec O,GuM de (ô) type I ( 0) type II et 
( 0) type III. 
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3. Discussion 

Ces résultats confirment que la partie glycannique de la 
sérotransferrine n'est pas impliquée directement d~ns l~ fixation 
de la glycoprotéine sur son récepteur, ni dans le mèc~nisme du 
transfert du fer a l'intérieur des réticulocytes. 

VI. CONCLUSION ET DISCUSSION 

Nous avons démontré que la différence d'incorporation du fer, 
par les réticulocytes de Lapin, des sérotr~nsferrines humaine et 
de Lapin pouvait s'expliquer par une fixation de la sérotrans­
ferrine humaine sur un plus petit nombre de sites récepteurs. 

Nous n'avons pas réussi à mettre en évidence de différence 
d'incorporation du fer entre les ~ormes mono et di~errique de la 
sérotrans~errine par les réticulocytes de Lapin, ne trouvant pas 
les résultats de Princiotto et Zopolski ( 1976 o) en système hété­
rologue sérotransferrine humaine-réticulocytes de Lapin. De nom­
breux auteurs par la suite, n'ont pu mettre en évidence de di~fé­
rence entre la capacité des deux sites de lo transferrine o donner 
le ~er aux réticulocytes en système homologue chez l'Homme et le 
Lapin (Harris et Aisen, 1975 b ; Harris, 1977) ou hétérologue sé­
rotransferrine bovine-réticulocytes de Lapin (Esparz~ et Brock, 
1 980) . 

Nous n'avons pas pu mettre en évidence de différences fonc­
tionnelles vis à vis des réticulocytes entre les deux sites de 
fixation du fer des deux sérotransferrines, bien que nous ayons 
trouvé une différence de comportement à la protonation. Ce résul­
tat est en désaccord avec 1 'hypothèse de Fletcher et Huehns ( 1967, 
1968). Par contre nous avons montré que l'intégralité de la chai­
ne peptidique était indispensable à l'interaction avec le récep­
teur. 

La faible capacité du ~ragment monoferrique C-terminal de 31 
kDa à céder son fer aux réticulocytes comparativement au fra2ment 
de 7D kDa est retrouvée par de nombreux auteurs en utilisant des 
fragments monoferriques de sél'Otl'ansferrine bovine ( Brock ~ ~·, 
1978; Esparza et 81'ock, 1980) ou d'ovotrans~el'rine (Bl"own-Masson 
et Woodworth, 1984). Il semblerait que ce phénomène ne soit pas dû 
à la coupure de la partie se ~ixant au récepteur mais plutôt à la 
présence nécessaire des deux domaines de la protéine (Brock, 
1 985) . 

L'utilisation de sérotrans~errine monoferrique sur le site C­
terminal et possèdant le site N-terminal bloqué n'a pu donner de 
résultat concluant en raison même de la nature du blocage, la di­
minution de l'incorporation du fer étant proportionnelle au nom­
bre de résidus d'histidines modifiées. Ces résultats confirment 
l'importance de la partie protéique dans l'interaction avec le 
récepteur. 

Enfin, nous avons apporté la preuve directe de la non partici­
pation de la partie glycannique de la sérotransferrine dans la 
reconnaissance par le récepteur des réticulocytes,par la déglyco­
sylation totale à l'exception d'un résidu de N-acétylgucosamine 
de la sérotrans~errine de Lapin. 
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Kornfeld en 1968 ~v~it déjà suggéré la non p~rticipation de la 
partie glycannique de la sérotransferrine dans le transfert du 
fer aux réticulocytes. Cependant, il s'agissait d'un système hété­
rologue sérotransferrine humaine-réticulocytes de Lapin, et la 
concentration en glycopeptide inhibiteur utilisée ne dépossait 
pas 140 molaire excès. Nous avons vu qu'une inhibition était con­
statée dans nos tr~vaux à des concentr~tions 10 fois supérieures. 
Kornfeld avait poussé plus loin la démonstration, en traitant por 
un mélange d'exoglycosidases de Fève Jack la sérotransferrine hu­
maine, il éliminait 47% des sucres totaux et montrait que l'in­
corporation du fer aux réticulocytes se faisait encore. Dans une 
autre expérience, l'élimination de 30% des sucres diminuait de 
30% l'incorporation du fer radioactif dans l'hème. Ces premiers 
résultats n'étaient pas suffisamment démonstratifs pour éliminer 
totalement la participation de la partie ~lycannique de la séro­
transferrine dans l'interaction avec les réticulocytes. 

Ainsi, nous arrivons à la conclusion que la différence de com­
portement des deux sérotransferrines pour le récepteur ne peut 
s'expliquer que, soit par des différences d~ns les séquences pri­
maires peptidiques, qui entraînent des différences de conformati­
on de lo partie protéique reconnaissant le récepteur , soit è la 
présence du deuxième glycanne dans la sérotransferrine , qui par 
son encombrement stérique, et sa mobilité, masquerait dans cer­
tains cas la partie reconnue par le récepteur. Cette deuxième hy­
pothèse est étayée par les différences d'affinités constatées 
avec les variants glycanniques de la sérotransferrine humaine, le 
variant possédant deux glycannes triantennées posséde environ 4 
fois moins d'affinité pour les récepteurs que celui qui posséde 
deux &lycannes triantennés. 

Si nous n'avons pas pu résoudre le problème de la différence 
d'affinité pour les sérotransferrines des deux espèces animales 
la·preuve est faite de l'importance de l'utilisation d'un sys­
tème homologue pour des travaux portant sur les interactions 
des protéines avec leur récepteur. 
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Dans notre étude sur les relations structure-fonction biologi­
que de la sérotransferrine, nous avons été amenés o isoler la sé­
rotransferrine de Lapin afin de travailler en système homologue 
avec les cel~ules cibles que nous avions choisies les réticulo­
cytes de Lap~n. 

Afin d'expliquer l'affinité différente de ces cellules pour la 
sérotransferrine humaine et la sérotransferrine de Lapin nous 
avons entrepris l'étude de la structure et de la conformation de 
la partie peptidique, de la partie glycannique et des sites de 
fixation du fer de la sérotransferrine de Lapin. Nous avons com­
paré les résultats obtenus avec ceux de la littérature pour la 
sérotransferrine humaine. 

Dans le but de définir le rôle de la partie glucidique, de la 
p~rtie protéique et des sites de fixation du fer dons l'activité 
biologique,nous avons étudié l'interaction de chacun des produits 
que nous avons isolé avec les réticulocytes de Lapin. 

les principales conclusions que nous pouvons tirer de nos tra­
vaux sont les suivantes 

1- La méthode de purification que nous avons utilisée nous a 
permis d'isoler la sérotransferrine de Lapin débarassée de son 
principal contaminant l'hémopexine. La sérotronsferrine ainsi 
prépa~ée est dépourvue de fer sans utilisation d'autre chélateur 
que le citrate du tampon de chromatographie. 

2- Les résultats partiels que nous avons otenus sur la partie 
protéique montrent que la sérotransferrine de Lapin ne diffère 
pas des autres sérotransferrines ni au niveau de la masse molé­
culaire, ni au niveau de la séquence N-terminale, ni au niveau de 
la composition en acides aminés. 

LeS études de dichroisme circulaire ne font pas apparaitre de 
différences avec la sérotransferrine humaine. 

l'hydrolyse ménagée de la sérotransferrine de Lapin saturée 
sur le site C-terminal nous a permis d'isoler le lobe C-terminal 
et de localiser le glycanne sur ce lobe, comme dans la sérotrans­
ferrine humaine et la sérotransferrine de Boeuf. 

La séquence peptidique au point d'attache du glycanne, les mas­
ses moléculaires des domaines isolés, ainsi que leur comportement 
électrophorétique font apparaître plus d'homologies avec la séro­
ransferrine bovine qu'avec la sérotransferrine humaine. 

3- Les études des sites de fixation du fer, par modification 
chimique des histidines, nous ont montré que la sérotransferrine 
humaine et la sérotransferrine de Lapin possèdent un site acces­
sible ~u réactif: le site N-terminal. Le site enfoui CC-terminal) 
est accessible uniquement après dénaturation par l'urée. Dans les 
deux sérotransferrines deux résidus d'histidine sont essentiels 
dans chaque site de fixation du fer, ce qui est en accord avec le 
nombre d'histidines communément admis dans la fixation du fer. 



La sérotronsferrine de Lapin se comporte différemment de lo 
sérotransferrine humaine vis à vis de la protonation : il n'a pas 
été possible de mettre en évidence un site acide-labile et un si­
te acido-stable comme dans la sérotransferrine humaine. Les deux 
sites de la sérotransferrine de Lapin se comportent comme le site 
acido stable de la sérotransferrine humaine. 

L'utilisation simultanée d'ions phosphates et d'EDTA 
a permis de préparer à pH ?,8 une sérotransferrine de Lapin 
ferrique sur le site C-terminal, stable à ce pH. 

nous 
mono-

4- L'étude de la partie glucidique nous a montré que la prin­
cipale différence entre les deux sérotransferrines réside dans le 
nombre de glycannes un chez le Lapin contre deux chez l'Homme. 
La structure du glycanne est identique à celle des glycannes bi­
antennés de la sérotransferrine humaine. 

Nous avons mis en évidence l'existence d'un variant glycanni­
que de la sérotransferrine de Lapin dont le comportement vis o 
vis de la Con A et dont les compositions en monosaccharides et en 
dérivés méthylés font penser à l'existence d'un variant trianten­
né comme dans la sérotransferrine humaine. De tels variants n'ont 
pas encore été déterminés dans les autres sérotransferrines, à 
l'exception de la sérotransferrine de Poule où il a été soupçonné 
(Coddeville, 198?). · 

5- La déglycosylation enzymatique de la sérotransferrine de 
Lapin par une endo ~-0-glucosaminidase nous a permis d'isoler 
quant~tativement (>90%) la sérotransferrine totalement dépourvue 
de sucres à l'exception du résidu de glucosamine du point d'atta­
che. 

·L'étude comparée des principales propriétés biochimiques de la 
sérotransferrine de Lapin déglycosylée et la sérotransferrine na­
tive montre peu de différences. La présence d'un seul glycanne ne 
semble pas itre suffisante pour protéger efficacement la partie 
protéique de la protéolyse,ni pour induire des différences détec­
tables dans l'immunoréactivité. 

Les seules différences que nous avons détectées ~ont une sen­
sibilité plus importante à la thermodénaturation et surtout à la 
lyophilisation de la forme déglycosylée. 

6- Nous avons démontré sans ambiguïté que le glycanne de la 
sérotransferrine n'intervient pas dans la reconnaissance par le 
récepteur du réticulocyte, ni dans l'incorporation du fer,en uti­
lisant la sérotransferrine de Lapin déglycosylée. 

Les inhibitions que nous avons constatées en utilisant des 
glycopeptides et des oligosaccharides semblent essentiellement 
dues aux fortes concentrations utilisées et à la présence d'acide 
sialique qui pourrait avoir un rôle de chélateur du fer. 

?- Nous n'avons pas réussi à mettre en évidence de différen­
ces fonctionnelles entre les deux sites de fixation du fer de la 
sérotransferrine de Lapin vis à vis des réticulocytes de Lapin 
infirmant ainsi 1 'hypothèse de Fletcher et Huehns ( 196?) comme de 
nombreux autres auteurs. 
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8- La faible capacité du fragment monoferrique de 31 kDo o 
donner son fer aux réticulocytes par rapport o la sérotransferri­
ne de Lopin intacte ou au fragment diferrique de ?0 kDa montre 
l'importance de l'intégralité de la partie protéique et la pré­
sence nécessaire des deux domaines. 

L'importance de la partie protéique est confirmée par l'utili­
sation de la sérotransferrine de Lapin saturée en fer et traitée 
par le diéthyl-pyrocarbonate. L'inhibition de l'incorporation du 
fer est proportionnelle au nombre de résidus d'histidine modifiés 

9- La différence d'incorporation du fer des sérotronsferrines 
d'Homme et de Lopin par les réticulocytes de Lapin provient d'un 
nombre de sites récepteurs trois fois plus faible pour la séro­
transferrine humaine, l'affinité étant identique. 

La différence de comportement des deux sérotransferrines pour 
le récepteur ne peut s'expliquer que, soit par des différences 
dons lo séquence peptidique qui entroinent une modification de lo 
partie protéique, soit par la présence d'un deuxième glycanne 
dons lo sérotransferrine humaine qui par son encombrement stéri­
que masquerait partiellement la partie reconnue par le récepteur. 

Cette deuxième hypothèse est étayée par les différences d'af­
finité constatées avec les variants glycanniques de la sérotrans­
ferrine humaine: plus le taux de structures triantennées augmente 
et plus l'affinité pour le récepteur du réticulocyte diminue. 

10- Les résultats précédents montrent l'importance de l'utili­
sation d'un système homologue protéine-cellule de la même espèce. 
C'est pourquoi nous nous sommes intéressé au placenta humain pour 
rechercher la présence éventuelle d'un récepteur de nature lecti­
nique pouvant expliquer l'incorporation accrue du fer par le foe­
tus au cours de la gestation. En effet nous avons constaté que 
l'augmentation du taux de la sérotransferrine plasmatique pendant 
la grossesse est liée essentiellement à l'augmentation du taux 
des variants Tf-I et Tf-II, possédant des glycannes triantennés. 

Nous avons donc étudié l'interaction des variants glycanniques 
de la sérotransferrine humaine avec les membranes de la bordure 
en brosse du syncytium trophoblastique humain. 

Nous avons montré que la sérotransferrine endogène est couplée 
au récepteur, par électrophorèse en gel de polyacrylamide en pré­
sence de détergents non découplant suivie d'une immunorévélation. 
Les différents variants déplacent la sérotransferrine endogène et 
se fixent sur un seul type de récepteur, excluant ainsi l'exis­
tence d'un autre récepteur de nature lectinique. 

La différence d'affinité du récepteur pour les différents vari­
ants, déjà constatée avec les réticulocytes, est retrouvée dans 
le placenta une diminution d'un facteur 2 en relation avec le 
nombre de glycannes triantennés. Nous avons aussi retrouvé cette 
même différence sur d'autres types de cellules les hépatocytes 
de Rat et des cellules en culture provenant d'un hépatome humain, 
les cellules Hep-G2 (expériences non décrites dans ce mémoire). 
Dans tous les cas le nombre de sites par cellule est voisin, 
seule l'affinité change. 



Après l'analyse de ces résultats, on peut penser que lo 
diminution d'affinité est en relation avec l'encombrement stéri­
que des glycannes triantennés par rapport 6 celui des glycannes 
biontennés, soit en raison du masquage partiel de la partie re­
connaissant le récepteur, soit par induction de légères modifica­
tions de conformation. 

La question reste entière de la signification biologique de 
l'existence de tels variants de la sérotransferrine humaine et de 
l'augmentation de leur taux dans le plasma pendant la grossesse 
ou dans certaines affections du foie. 

L'augmentation très importante du taux de structures trionten­
nées et même tétraantennées dans les cellules cancéreuses en cul­
ture, que nous étudions en ce moment, pourrait suggérer que la 
présence de ces variants ne serait due qu'odes modifications de 
la régulation de la glycosylation. 

C'est ce que nous ollans essayer de voir en étudiant de maniè­
re comparée la sérotransferrine secrétée par les cellules Hep-G2 
(hépatome humain) et des hépatocytes humains en culture provenant 
de donneurs sains ainsi que l'influence de certaines hormones et 
de certains facteurs de croissance. 
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APPENDICE TECHNIQUE 

I. PREPARATION DES TRANSFERRINES 

A- PREPARATION DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN 

1- Prélèvement du ~et obtention ~ plosmo. 

30 litres de song de Lapin sont recueillis, dans un abattoir 
local, directement dans le sérum physiologique,o raison de 10.000 
unités par litre de sang. Le song héporiné est immédiatement cen­
trifugé à 1.500 g dans une centrifugeuse Beckman (type J21) et le 
plosma est récupéré par aspiration sous vide,puis dialysé 4 jours 
contre de l'eau désionisée et lyophilisé. 

2- Précipitation~ rivonol. 

A 500g de plasma lyophilisé,dissout dons ?,51 de sérum physio­
logique, sont ajoutés 22,5 1 de tampon Tris-Hel (Tris, hydroxy­
méthyl amine méthane, sous forme chlorydrate) 5mM,pH 8,8, et 50ml 
d'une solution de chlorure ferrique (2,32 g de Fecl3 , 6H 2 0 1 1 de 
citrate de sodium 0,1 M, bicarbonate de sodium 0,1M, pH 8,6) pour 
saturer en fer la sérotransferrine et ainsi la stabiliser pendant 
les é~apes du fractionnement. 

A cette solution sont ajoutés, goutte à goutte, 30 1 d'une 
solution de rivanol (lactate de 6,9 diamino-2-éthoxy-ocridine) à 
0,6 p. 100 (p/v) dans le tampon Tris précédent. L'addition est ef­
fectuée pendant la nuit sous agitation mécanique. Après centrifu­
gation à 8.000 g, 20 min. le surnageant est additionné de chloru­
re de sodium de manière à obtenir une concentration finale de 5 % 
La solution est laissée reposer une nuit,et le précipité de riva­
nol est éliminé par centrifugation et filtration sur papier . Le 
filtrat est dialysé contre de l'eau désionisée et lyophylisé. 

3. Précipitations ~sulfate d'ammonium. 

Lo fraction rivanolique lyophilisée est ensuite dissoute dons 
l'eau distillée froide à raison de 20 g/1, et le sulfate d'ammo­
nium est ajouté, sans agitation, jusqu'à une concentration finale 
équivalente à 55% de saturation (soit 33 g à ajouter à 100 ml de 
solution). Cette solution est laissée sous agitation pendant une 
nuit, puis le précipité est éliminé par centrifugation (5.000g,20 
minutes). Le volume du surnageant est mesuré, et le sulfate d'am­
monium est à nouveau ajouté, sous agitation, jusqu'à une concen­
tration finale équivalente à ?0% de saturation (soit 11 g sup­
plémentaires de sulfate d'ammonium pour 100ml de solution). Après 
un repos d'une nuit le précipité est récupéré par centrifugation, 
redissout dans l'eau distillée et dialysé 4 jours contre de l'eau 
désionisée puis lyophylisé. 

4.Chromatographie d'échange d'ions ~ DEAE-Séphadex 

Bg du précipité ?0 % 100 de saturation en sulfate d'ammonium 
sont dissouts dons 150ml de tampon Tris-Hel 50 mM,pH 8,5 et dépo­
sés sur une colonne de OEAE-Séphadex A-50 (?,5x45 cm) équilibrée 
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dons le même tompon. L'élution est réalisée par un gradient dis­
continu en chlorure de sodium de 0 à 0,2 M dans le même tampon.Le 
débit de la colonne est de 100 ml/h et la taille des fractions 
colle~tées est de 8 ml.Le développement de la chromatographie est 
suivi par mesure de l'absorbance à 280 nm. Chaque fraction est 
dialysée contre de l'eau désionisée et lyophilisée. 

S.Chromatographie d'échange d'ions ~ SP-Séphadex. 

L~ fraction renfermant la sérotronsferrine de Lapin est dissoute 
dons le tampon citrate de sodium 20 mM,pH 5,0, o raison de 1g/100 
ml de tompon,et déposée sur une colonne de SP-Séphodex C-SO(sulfo 
propyle) ( 3,8 x 17 cm) équilibrée dans le même tampon. 

Le développement de la chromatographie est suivi par enregis­
trement de l'obsorbance à 280 nm. Après lavage de la colonne par 
le tampon de déport jusquo ce que l'absorbance soit revenue à la 
ligne de base, l'élution est réalisée par un gradient continu de 
pH 5o 6 dans le tampon citrate de sodium 20 mM (0,51 de choque). 

Les fractions renfermant de la sérotronsferrine de Lopin sont 
ajustées o pH 5 par de l'acide citrique 1M et rechromatographiées 
sur SP-Séphadex dans les mêmes conditions . Choque fraction est 
ensuite dialysée contre de l'eau désionisée et lyophilisée. 

6.Chromatographie d'affinité sur Con A-Sépharose. 

Les fractions issues de la chromatographie sur SP-Séphodex 
peuvept subir une ultime étape de purification sur ConA-Sépharose 
(Conconavaline A, Pharmacia Fine Chemicals). 

100 mg de sérotronsferrine de Lopin purifiée sont déposés dons 
2,.5ml de tampon Tris-HCl 10mM, NaCl 1M, CaC12 1mM, MnCl2. 1mM et 
MgCl2 1mM, de pH 7,2, sur une colonne de Con A-Séphorose ( 1 ,6x60 
cm) équilibrée dons le même tampon.Le développement de la chroma­
tographie est suivie par enregistrement de l'obsorbance à 280 nm, 
et après élution du pic éventuellement non retenu, les produits 
fixés sont elués par le même tampon renfermant .de l'a 0-méthyl­
glucoside 50 mM. 

?.Chromatographie d'échanges d'ions F.P.L.C. 

Les fractions non retenues sur la colonne de Con A sont repu­
rifiées en F. P. L. C. ("Fast Protein Liquid Chromatography") sur une 
colonne Mono-S(Pharmacia) dont le groupement échangeur de cotions 
est un groupement sulfo-propyle. La F.P.L.C. est une variante de 
la chromatographie liquide à hautes performances,adaptée ou frac­
tionnement rapide de protéines à faible pression ( < 10 bars). 

20 mg de la fraction non retenue sur Con A sont injectés sur 
une colonne Mono-S (HA 5x5) à un débit de 1ml/min. dans un tampon 
A (acétate de sodium 50 mM, pH 4,5). Après un lavage de 5 min. la 
colonne est eluée par un gradient discontinu en tampon 8 (acétate 
de sodium 50 mM, NaCl 0,5 M, pH 4,5) réalisé par mélange de A 
et de 8 (ID%, 20%, 30%, 40% et 100% de 8). 

B PREPARATION DES VARIANTS GLYCANNIQUES 
DE LA SEROTRANSFERAINE HUMAINE. 

Lo sérotronsferrine humaine provient de lo firme 8ehringwerke 
(Marburg, R.F.A) et est fractionnée sur Con A-Séphorose. 
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4g de sérotransferrine humaine sont saturés en fer selon le 
protocole décrit p. 4 , puis dialysés contre le tampon A (acétate 
de sodium 5mM, NaCl 1M, MgCh 1mM, MnCl2. 1mM, CaCl2. 1mM, pH 6,9) 
et déposés sur une colonne de Con A-Sépharose ( 3,5x60 cm) équili­
brée dans le tampon A. L'élution est d'abord réalisée par le tam­
pon d'équilibrage à un débit de 40 ml/h ( 1Dml/ fraction) jusqu'à 
ce que l'absorbance à 280 nm soit revenue à la ligne de base,puis 
lo fraction retenue est éluée par le tampon A supplémenté en a­
méthyl-0-glucoside 15 mM.Après dialyse contre de l'eau désionisée 
et lyophilisation chaque fraction est analysée par électrophorèse 
d'immune-affinité bidimensionnelle en présence de Con A (p. 16) et 
rechromatographiée sur Con A-Sépharose si nécessaire. 

II - ETUDE DES SITES DE FIXATION DU FER 
DES SEROTRANSFEAAINES. 

A - Saturation en fer. 

1 .Préparation des chélates ferriques. 

Le citrate ferrique est préparé dans un rapport fer/citrate de 
14, afin d'obtenir essentiellement du Fe III-dicitrate, selon 

la méthode d'Azari et 8augh ( 1967): 

260 mg de FeCl3(6H~O) sont dissouts dans 100 ml de tampon citrate 
de sodium D,1M, bicarbonate de sodium 0,1 M, pH 8,2. La quantité 
de fer présente dans cette solution est déterminée par dosage ca­
lorimétrique à la sulfobathophenantroline et varie de 0,37 à 0,42 
mg/ml. suivant les préparations. 

Le complexe Fe III-NTA (nitrilotriacétate) est préparé dans un 
r~pport 1:3 de la manière suivante 

- solution A - solution d'acide nitrilotriocétique dans 
distillée, amenée à pH 7,5 par la soude D,IM et ajustée 
concentration finale de 0,67 mg/ml. 

- s o 1 u t i on 8 • F e C 13 ( 6Hz. 0) à 7 mg 1 m 1 d a n s 1 ' e a u d i s t i 11 é e . 

l'eau 
à la 

- solution C a complexe Feiii-NTA obtenu en mélangeant extem­
poranément 3 V de A et 2 V de 8 . Dans ces conditions la quantité 
de fer présente dans cette solution, déterminée par dosage colo­
rimètrique, varie de 0,41 6 0,45 mg/ml suivant les préparations. 

2.0étermination de la capacité totale ~ 
fixation ~fer des sérotransferrines. 

250 mg d'aposérotransferrine sont dissouts dans 25ml de tampon 
citrate-bicarbonate de sodium 01M,pH 8,2 et répartis par fraction 
de 2ml dans des tubes à hémolyse. Des quantités croissantes , par 
10 ~1, de la solution d'Azari sont ajoutées à chaque tube . Après 
homogénéisation,la mesure des absorbances à 460 nm est effectuée, 
après une nuit à l'obscurité, contre un blanc contenant les mêmes 
quantités de solution d'Azari. La courbe A-460 nm en fonction du 
volume de citrate ferrique permet de déterminer la quantité de 
fer fixée par les sérotransferrines à saturation. 

La quantité de fer fixée est également déterminée, oprès éli­
mination du fer non fixé par possoge sur une résine 8IORAD AG 1x4 
(200 x 400 mesh), par dosage calorimétrique du fer. 
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3.Saturation en fer des sérotransferrines 
~ fonction ~ ~-

A 1,2 ml de différentes solutionsde tampon citrate 0,05 M, de 
pH variant de 2,? à ?,5 (préparées à l'aide de pourcentages dif­
férents de citrate trisodique et d'acide citrique), sont ajoutés 
0,3 ml d'une solution de bicarbonate de sodium 0, 1M, puis 0,5 ml 
d'une solution d'aposérotransferrine à 20 mg/ml dans l'eau. 

Après mélange et repos d'une nuit o température ambiante,80 ~1 
d'une solution de citrate ferrique à 0,384 mg/ml sont ajoutés, 
les tubes sont mélangés et laissés, pour fixation du fer, de 24 o 
?2h à température ambiante et à l'obscurité. Les pH et les absor­
bances à 460 nm de chaque solution sont alors mesurés 

4.Saturation des sérotransferrines. 

a. Par le citrate ferrique. 

A une solution d'aposérotransferrine à 10mg/ml dans un tampon 
citrate 0,1M,bicarbonate 0, 1M, pH 8,2, est ajoutée la solution de 
citrate ferrique à raison de 1,6 ~g de fer/mg de sérotransferrine 
(soit environ 42 ~l de la solution à 0,384 mg/ml pour 1 ml de so­
lution de transferrine). Cette quantité correspond environ à 110% 
de la quantité maximale théorique.Les solutions sont laissées une 
nuit à température ambiante puis le fer en excés est éliminé par 
passage sur une colonne AG 1x4 à raison de 1ml de résine pour 10 
mg de transferrine, équilibrée en bicarbonate 0,05M. 

Les solutions partiellement saturées en fer à 30% et 60% sont 
préparées de manière identique dons un tampon citrate-bicarbonate 
de sodium 0,05M de pH 8,2, avec des quantité de citrate ferrique 
c~rrespondant à 30 et 60% de la quantité maximale théorique. 

b. Par le complexe Feiii-NTA. 

A une solution d'aposérotransferrine à 10mg/ml dans un tampon 
Tris-HCl O, 1M, bicarbonate de sodium 0,05 M de pH ?,5 est ajoutée 
lo solution de complexe Feiii-NTA, en quantité éq~ivalente à 110% 
de saturation en fer, soit 3? ~l d'une solution à 0,43 mg/ml pour 
un ml de solution de transferrine. 

La solution est laissée une nuit à température ambiante puis le 
fer en excés est éliminé de la même man~ere que précédement, par 
chromatographie sur résine AG 1x4 équilibrée dans le même tampon. 

Les solutions 
la même manière, 
30%, soit 60% de 

partiellement cdturées en fer sont préparées de 
à l'exception de la quantité de fer ajoutée,soit 
la capacité théorique. 

8 - Désaturotion en fer des sérotransferrines. 

1.En fonction du~~ des chélateurs 

Les désaturations en fer ont été réalisées en mélangeant 0,4 ml 
de solution à 25mg/ml dans l'eau distillée, de sérotransferrine 
saturée en fer, à 1,6 ml de différents tampons de désaturation, 
soit citrate-bicarbonate, soit phosphate-acétate,soit cacodylate, 
de pH final variant de 4,0 à 8,8. 

-------·-· 
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- Les tampons citrate-bicarbonate utilisés sont des tampons 
citrate de sodium acide-citrique 0,03M,bicorbonote de sodium 015M 
, de force ionique 0,08, obtenus avec différents pourcentages de 
citrate et d'acide citrique, les pH de ces tampons varient de 3,9 
è 8,6, et après addition de transferrine et ?2h de désaturation, 
de 4,? à 8, 8. 

-Les tampons phosphate-acétate utilisés sont obtenus par mélange 
de 1 volume de tampon phosphate 25 mM de pH ?,0 et de 1 volume de 
différents tampons acide acétique-soude de force ionique 0,05 ob­
tenus par différents pourcentages d'acide acétique et de soude.La 
force ionique de ces tampons est 0,05, et leurs pH vorient de 3,9 
o 6,9 ovont oddition de sérotronsferrine et de 4,4 6 ?,45 oprès 
addition de la protéine et ?2h de désaturation. 

- Les tampons cocodylotes utilisés sont obtenus par mélange de 
cacodylate de sodium 0,2M, HCl 0,2M et d'eau de manière à obtenir 
des tampons 0, 1M en cacodylate, de force ionique constante 0,08 
et de pH variant de 4,8 à ?,35 sans addition de sérotronsferrine, 
o des valeurs comprises entre 4,98 et ?,22 après addition de 
sérotransferrine et ?2h de désaturation. 

Après des temps 
sérotransferinne dans 
analysées pour mesure 

variant de 24h à ?2h les solutions de 
les différents tampons de désaturation sont 
du pH et l'absorbance à 460 nm. 

2.Cinétigues ~ désaturation ~~~fonction ~ 
temps, ~ eJ::!. ~ ~ ~ nature des ions. 

Les différents tampons de désaturation ,à force ionique cons­
tonte sont obtenus par mélange de 

. 1,2 ml de tampon phosphate de force ionique 0,1,et de pH va-
riant de 5,8 à 8,0 ,réalisé o partir de KH 2 P04 0,05 M et de 
Naz. HP04 0, 05M. 

0,3 ml de tampon Tris-HCl 0,1 M de pH 8,6 

- 0,1 ml d'une solution de sel disodique d'EOTA 0,05 M permet­
tant ainsi de réaliser une gamme de pH variant de 6,85 o 8,55. 

Après addition de 0,4 ml d'une solution d'oposérotronsferrine o 
20 mg/ml dans l'eau distillée, les solutions sont laissées ou re­
pos pendant des temps variant de 0 à 120h. Les pH etles obsorbon­
ces à 460nm de ces solutions sont analysées en fonction du temps. 

C - Carbéthoxylotion des résidus histidine. 

La sérotransferrine 
Elle renferme moins de 
sera utilisée comme apo 

humaine provient de lo firme Beringwerke. 
2% de sa capacité totale de fixation, et 
transferrine. 

La sérotransferrine de Lapin,préparée comme il est décrit p. 2 
est aussi considérée sous forme opo, la quantité de fer présente 
dans cette préparation étant inférieure o 5 ~g/mg de protéine et 
non dosable. 
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1 .Action ~ diéthyl-pyrocorbonote. 

a) Sur la N-acétyl histidine. 

Une solution de N-acétyl-histidine à 14 ~g/ml (?0,4~M) dans le 
tampon phosphate de sodium 0, 1M, KCL 0,05M de pH 6,1 est répartie 
en fraction de 3ml. 

Le diéthyl-pyrocarbonate ( DEP) liquide de densité 1,12 est 
~jouté de manière o obtenir des concentrations finales en réactif 
variant de 0 à 23mM. Pour les foibles quantités de réactif,celui­
ci est préalablement dilué dons l'éthanol pour ne pas diminuer la 
précision du prélèvement. 

Après 50 minutes de réaction o température ambiante , les dif­
férentes fractions sont analysées en différence de spectre UV, 
entre 320 et 230 nm, à l'aide d'un spectrophotomètre CARY 219.Les 
cuves utilisées sont en quartz, o double compartiment de trajet 
optique 0,432 cm.Dans la cuve échantillon les solutions de N-acé­
tyl histidine et de DEP o différentes concentrations sont répar­
ties dans les deux compartiments, alors que dans la cuve témoin, 
une solution de N-acétyl histidine 6 28 ~g/ml et une solution de 
DEP renfermant des quantités de réactifs équivalents à l'échan­
tillon sont réparties dans des compartiments différents. 

La carbéthoxylation est quantifiée par la variation de E-240nm. 

b) Sur les oposérotronsferrines. 

Le· protocole utilisé est sensiblement le même : Les solutions 
d'aposérotransferrines sont de 0,8 mg/ml dans le tampon de pH 6,1 
( 10 ~M), la quantité étant calculée en utilisant l'absorbance de 
solutions à 280 nm: A- 1,1 l.g-'.cm-' pour la sérotransferrine 
humaine et A = 1, 08 1. g-' . cm-' pour la sérotransferrine de Lapin. 
Les concentrations finales en DEP varient de 0 à 25 mM, et les 
quantités d'éthanol pour les faibles concentrations ne dépassent 
jamais 1% (v/v) dans la solutions protéique. 

Les solutions sont laissées 50 min. à température ambiante, et 
une fraction aliquote est prélevée pour l'analyse en différence 
de spectre, le reste est dessalé sur une colonne de Séphadex-G25 
(PD-10,Pharmacia) équilibrée dans le tampon de saturation en fer, 
(citrate de sodium 0, 1M, bicarbonate de sodium 0, 1M de pH 8,2). 

Pour la détermination des constantes de vitesse, o faible mo­
lorité en réactif, la cinétique de réaction est suivie pendant 1h 
à 240 nm au spectrophotomètre, après mélange au temps 0 ,dans la 
cuve à double compartiment échantillon d'une solution d'opo-séro­
transferrine et d'une solution de DEP de manière à obtenir une 
concentration finale de 2mM en réactif, et10 ~M en transferrine. 

La carbéthoxylation des oposérotransferrines en milieu dénatu­
rant est conduite selon le même protocole, o l'exception d'addi­
tion d'urée dons le tampon de pH 6,1 de manière o obtenir des 
concentrations variant de 0 à 8M, les solutions étant laissées 1h 
à température ambiante avant l'addition du DEP. 

2.Régénérotion des résidus d'histidine corbéthoxylés 

Les solutions de tronsferrines modifiées en obsence d'ogent 
dénaturant ou en présence d'urée, sont déssalées sur des colonnes 

._..__ ____ -· 
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de Séphodex G-25 (PD 1D) équilib~ées dons le tampon phosphote,KCl 
de pH 6,I.Lo déacylotion des tronsferrines modifiées est réalisée 
par addition d'hydroxylamine 4M dans le même tampon de manière o 
obtenir une concentration finale de 0,8 M en hydroxylomine. 

Après incubation pendant 15h à température ambiante, les solu­
tions traitées à l'hydroxylamine sont déssalées sur colonne de 
Séphadex G25 (PD 10), stabilisées dans le tampon de saturation en 
fe~(citrate de sodium 0,1M, bicarbonate de sodium 0,1M de pH 8,2) 

3.Capacité de fixation ~fer des tronsfe~rines 
modifiées. 

Lo capacité de fixation du fer des tronsferrines corbéthoxylées 
ou déocylées est déterminée dans le tampon de saturation de pH 
8 , 2 , p o r o d d i t i on de Fe C l3 o 0 , 4 mg d e fe ~ 1 m 1 do n s 1 e même t o m po n , 
et renfermant 8~g de fer/ml (mélange de fer-59 et fer-57, dons un 
rapport 10:90, prépa~é comme il est décrit p.17. 

Les quantités de fer ajoutées cor~espondent à 110% de lo satu­
ration théorique, soit envi~on 1,6~g de fer/ml de transferrine. 

Les solutions sont laissées 3h à température ambiante puis 
l'excés de fer est éliminé par chromotog~aphie d'échange d'ions 
sur 0,5ml de résine Dowex 1x4 (200-400 mesh; fo~me Cl-), résine 
qui possède la propriété de fixer avec une très grande affinité 
le fer chélaté par le citrate, et non le fer fixé sur les trons­
-ferrines. 

La'radioactivité des transferrines marquées au fer-59 est me­
surée et les résultats sont exprimés en pourcentage de fer radio­
actif, fixé à la protéine, par rapport aux témoins non modi-fiés 
ay~nt subit les mêmes étapes. La quantité exacte de transfer~ine 

est mesu~ée avant l'addition de fe~, en utilisant les obsorbances 
spécifiques des opot~ansferrines. 

III- HYDROLYSES PAOTEASIQUES DE LA SEADTRANSFERAINE DE LAPIN 

A-Protéolyse ménagée de lo sérotronsferrine de lopin: 
isolement des domaines. 

1. Préparation ~ ~ sé~ot~ansferrine 

150 mg de sé~otransferrine de Lapin diferrique sont partielle­
ment désaturés, pendant 48h dans 7,5ml de tampon phosphote-Tris­
EDTA à pH7,8 selon le protocole décrit p. 5 La solution de 
sérotransfer~ine de Lapin ainsi préparée est déssalée sur une co­
lonne de Séphadex G-25 (2, 1x15 cm) équilibrée dans un tampon Tris 
HCl 0,05M, CaClz 0,02M, pH 7,8. 

2.Hyd~olyse managée ~la trypsine 
~ ~ chymotrypsine 

Une quantité de trypsine (SIGMA, 2 x cristallisée) ou de a­
chymotrypsine (MILES Laborotories), activée pendant 30 min. dons 
l'acétate de calcium 0,1M,et cor~espondant o 3% (p/p) de lo quan­
tité de sérotransferrine,est alors ajoutée. Lo solution est incu­
bée sous agitation o 37°c 1 pendant des temps variant de 1 o Bh. 
L'hydrolyse est arrêtée par abaissement du pH à 4,5 po~ de l'aci­
de ecétique . 

...._....___ ____ _ 
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3.Fractionnement des hydrolysats 

L'hydrolysat trypsique ou chymotrypsique est chromatographié 
sur une colonne d'Ultrogel AcA-44 (2,1x120 cm) équilibrée en bi­
carbonate d'ammonium 20 mM, à un débit de 12 ml/h (fractions de 
3m 1) . Les fr actions correspondant à ch a que pic , détecté en UV à 
280 nm 1 sont rassemblées, dialysées et lyophylisées. 

Les différents pics obtenus sont purifiés soit par une deuxiè­
me chromatographie de tamisage moléculaire, soit par une chroma­
tographie d'échange d'ions sur une colonne de DEAE-Trisacryl ( 1,6 
x25cm) équilibrée dans un tampon Tris-HCl 0, 1M, NoCl 1M, MnCl 1mM 
, MgCl 1mM, CoCl 1mM, pH?,2. L'élution est réalisée par le même 
tampon supplémenté en a-méthyl-0-glucoside 4DmM. 

8- Protéolyse totale de lo sérotronferrine de lopin • 
Isolement des glycopeptides. 

1- Hydrolyse protéasigue 

a) Hydrolyse pronasique. 

L'hydrolyse pronasique et la préparation de la fraction glyco­
peptidique ont été réalisées selon le procédé de Yamashina et Ma­
kino ( 1962) modifié par Monsigny ~ ~.( 1968). 

A 500 ml d'une solution o 1p100 d'oposérotronsferrine de lopin 
dons un tampon (Tris-HCl 10mM, acétate de calcium 10mM,de pH 7,8, 
sont ajoutés 100mg de Pronase P. 

L'hydrolyse est effectuée o 3? 0 c sous agitation, pendant 48 h. 
Le pH est maintenu constant par l'addition de soude 0,15M à l'ai­
de d'un titrateur automatique (pH-stat TTIC Radiometer). 

L'hydrolysat est ensuite ajusté à pH 4,5 par l'acide acétique, 
puis concentré à 10ml à l'aide d'un évaporateur rotatif et préci­
pité par 9 volumes d'éthanol froid par volume d'hydrolysot, et 
laissé une nuit à 4°c. 

Le précipité recueilli par centrifugation est redissout dans 
250ml de tampon d'hydrolyse et soumis à une nouvelle hydrolyse 
pronasique dans les mêmes conditions. 

Un troisième cycle d'hydrolyse pronasique est réalisé, le pré­
cipité éthanolique obtenu à la fin du troisième cycle représente 
lo "fraction glycopeptidique totale". 

b- Hydrolyse trypsique. 

L'hydrolyse trypsique a été réalisée sur la sérotransferrine 
de Lapin après rupture des ponts disulfures et blocage des cysté­
ines sous forme de S-carboxyméthylée. 

1,5g d'aposérotronsferrine réduite et olkylée, selon le procé­
dé de Crestfield ~ ~- ( 1963) sont remis en suspension dons ?5ml 
de bicarbonate d'ammonium O,IM à pH 8,2. 

L'hydrolyse est réalisée o 3? 0 c, par addition de 30 mg de try­
psine (Worthington), o pH maintenu constant por de lo soude O,IM. 
Une deuxième addition de 30mg de trypsine est réolisèe oprès 4h 
d'incubotion,et l'hydrolyse est arrêtée ou bout de 8h por obois-
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sement du pH à 5- par de l'acide acétique glacial.L'hydrolysot est 
ensuite concentré à 5ml à l'aide d'un évaporateur rotatif. 

2.Fractionnement des hydrolysats proteosigues totaux 

a) Fractionnement des hydrolysots pronasiques. 

La fraction glycopeptidique totale est redissoute dans 4Sml 
d'eau distillée et la solution obtenue est additionnée d'un volu­
me égal d'acide trichloracétique (ATCA) o 10% et maintenue pen­
dant une nuit à 4°c. 

Le précipité formé est éliminé par centrifugation, et la solu­
tion surnageante est purifiée par passage successif sur colonnes 
(2x35cm) d'échangeur de cations (Dowex 50xB;50-100 mesh;forme H+) 
,puis d'échangeur d'anions (Dowex IxB; 50-IOO mesh; forme HCOO-), 
stabilisées dans l'eau distilée. 

L'effluent neutre est concentré à l'aide d'un évaporateur ro­
tatif puis injecté sur une colonne de Séphadex-G25 (2x100 cm) 
stabilisée dans l'eau distillée. 

Le repérage dans l'effluent fractions enrichies en glycopepti­
des est effectué par la méthode au phénol-sulfurique de Dubois ~ 
~· ( 1956) . 

b) Fractionnement des hydrolysats trypsiques. 

L'hydrolysat trypsique (5ml) est chromatographié sur une colon­
ne de "Séphadex G-50 (2,?xBO), stabilisée dans l'eau distillée. Le 
repérage des fractions enrichies en glycopeptides est réalisé par 
la méthode au phénol-sulfurique. 

3.Purification 
phorèse. 

des glycopeptides ~ électrophro-

a) Electrophorèse à basse tension. 

Les fractions enrichies en glycopeptides, sont soumises à une 
électrophorèse préparative "en toît", sur papier Whatman no3, à 
raison de 1mg de fraction par cm de dép6t. 

Les électrophorèses sont réalisées à pH 2,4 en acide acétique 
0,1M, pendant 15heures sous une tension de IOV/cm. 

Après séchage du papier les peptides sont repérés par révéla­
tion au réactif à la ninhydrine-Cadminum,et les glycopeptides par 
révélation au réactif à l'acide périodique-benzidine, (Montgomery 
et Wu, 1963). Les bandes contenant les glycopeptides sont éluées 
par de l'eau distillée contenant 0,1% d'acide formique et les 
éluats sont lyophilisés. 

b) Electrophorèse à Haute tension. 

Les fractions glycopeptidiques provenant de l'électrophorèse à 
basse tension peuvent être soumis~ à une électrophorèse à haute 
tension sur papier Whatman n°1. L'électrophorèse est réalisée en 
tampon pyridine/eou/acide acétique (25/225/1) de pH 6,5, pendant 
?5 minutes o 100 V/cm. Le repérage et l'élution des glycopeptides 
sont réalisés comme précédemment 
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C) Dessalage sur 8io-Gel-P2. 

Les éluats lyophilisés sont repris par le minimum d'eau distil­
lée et chromatographiés sur une colonne de 8io-Gel-P2 ( 1, 1x5Dcm) 
équilibrée dans l'eau distillée, et les fractions positives à la 
révélation à l'orcinol sont filtrées sur filtre d'acétate de cel­
lulose 0,45~m (Millipore) puis lyophilisées. 

4.Cinétique d'hydrolyse~~ trvosine = 
dosages des groupements aminés libérés 

La cinétique d'hydrolyse par la trypsine de la sérotronsferrine 
de Lopin native et déglycosylée a été suivie par dosage des grou­
pements ominés,nouvellement libérés par lo coupure protéolytique, 
par la méthode de Habeeb ( 1966). 

Les sérotransferrines à 10mg/ml dans du bicarbonate de sodium 
à 4 %, pH 8,5 sont incubées à 3? 0 c en présence de 100mg de tryp­
sine. 

Des fractions aliquotes de 50ml sont prélevées entre 0 et 60mn 
complétées par 0,95 ml d'eau, 1 ml de bicarbonate à 4 %, 1ml de 

TNBS (trinitrobenzène sulfonate) à 0,1% et laissées 2h dans un 
bain-marie à 40°C. 

Dans chaque tube, 1ml de SOS à 10 % et 0,5 ml d'HCl 1 M sont 
ajoutés, la solution est homogènéisée doucement et le nombre de 
groupements aminés libres est déterminé à 342 nm, en utilisant le 
coef-ficient d'extinction molaire: E .. 1.10 l.M-'.cm- 1

• Le blanc est 
constltué de la sérotransferrine sans trypsine. 

IV- HYDROLYSE DE SERDTRANSFERRINES PAR LES GLYCDSIDASES. 

A- Désiolylotion des sérotronsferrines. 

La désialylation complète de lo sérotransferrine de Lopin est 
obtenue en recyclant, 24h à 3? 0 c, une solution contenant ou maxi­
mum 90mg d'aposérotransferrine dans 2ml d'un tampon citrate de 
sodium 0, 1M, pH 5,1, sur une colonne de neurominidose immobilisée 
sur aga rose ( 1, 6x2cm) provenant de lo firme SIGMA. 

L'acide N-acétyl neuraminique est séparé de lo sérotronsferrine 
de Lapin désialylée par dessalage sur Séphodex G25 équilibré dans 
un tampon phosphate-citrate de sodium 0,1M, pH 5,0 (pour l'hydro­
lyse par l'endoglycosidase). 

Dans le cas de la sérotransferrine humaine, ou des variants 
glycanniques, 40mg sont au maximum déposés sur la même colonne,et 
les aoiolotransferrines sont purifiées par dessalage sur G25 dons 
le tampon utilisé pour les incubations avec les cellules. 

8- Déilycosylotion de la sérotronsferrine da lopin. 

1.Hydrolyse ~ l'endo-N-Acétyl-~-0-glucosominidose 

L'enzyme isolée de Basidionyces sporotricum,nous a été fournie 
par le groupe du professeur S.BOUQUELET. 

L'élimination du glyconne désiolylé de la sérotronsferrine de 
Lopin, par l'endoglycosidase,est réalisée en recyclant 48h o tem­
pérature ambiante, 1ml de l'éluot de lo colonne de neurominidase 
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renfermant 15mg d'asialo sérotransferrine , sur une colonne (2,8x 
2,5cm) d'endo-N-Acétyl-~-D-glucosaminidase immobilisée sur Sépho­
rose 48. 

La colonne d 'endoglycosidase ( 1,1 mU) est équilibrée dons le 
tampon phosphate-citrate de sodium D,1M de pH5,0. 

2.Purification de ~ sérotransferrine ~Lapin 
déglycosylée. 

L'effluent de la colonne d'endoglucosaminidase est concentré~ 
1ml par dialyse sous vide 6 4°c (immersible CX-30, MILLIPORE) et 
appliqué sur une colonne ( 1 ,6x25cm) de Con A-Séphorose équilibrée 
en tampon Tris-HCl 10mM, NaCl 1M et renfermant CaCl2 1mM,MgCh 1mM 
et MnCl, 1mM.Lo colonne est lovée par le tampon de déport jusqu'~ 
ce que l'absorbonce ~ 2BDnm soit revenue 6 la ligne de bose, puis 
éluée par le même tampon supplémenté en a-méthyl-D-glucoside 5DmM. 

V - ANALYSES DE LA PARTIE PROTEIQUE 
DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN. 

A- Ultracentrifugation analytique. 

LeS masses moléculaires de la sérotransferrine de Lapin, et des 
domaines isolés de la sérotransferrine de Lopin, ont été détermi­
nées, par équilibre de sédimentation, dans une ultrocentrifugeuse 
analytique BECKMAN (modèle E) équipée du système optique interfé­
renciel de Rayleigh, en utilisant la méthode d'Yphantis ( 1964) 
modi+"~ée par Chervenka ( 1970). 

Les ultracentrifugations ont été réalisées à 20°c dans une cel­
lule à double secteur, à une vitesse de 17.000 rpm. Les photogro­
p~ieS sont prises après un temps d'équilibre supérieur à 12h. Les 
équilibres de sédimentation ont été réalisés à plusieurs concen­
tratiOns, variant de D, 3 à 0, 85 mg/ml, dans un tampon Tris-Hel 
0 1M, pH7,5. 

1 

8- Détermination des séquences peptidiques. 

1.Composition molaire~ acides aminés. 

Les compositions molaires en acides aminés ont été déterminées 
à 1 •aide d'un autoanalyseur BECKMAN Multichrom, après hydrolyse 
acide de la sérotransferrine de Lapin. L'hydrolyse est réalisée 
en tubes scellés sous vide, par HCl 5,6M bidistillé , pendant des 
tempS variant de 24 à 72h dans une étuve à 105°c. 

LB dosage de la cystéine a été déterminé sous forme S-carboxy­
méthYl cystéine. La réduction des ponts disulfures de la séro­
transferrine est effectuée en milieu chlorhydrote de guanidine 6M 
selon le procédé de Crestfield ~ ~.( 1963) et l'alkylation de la 
cysteine est ensuite réalisée par l'iodoacetamide recristallisé. 

2.Détermination des acides aminés N- ~ C-terminoux 

La nature des acides aminés en position N-terminale de la séro­
transferrine de Lapin, des domaines isolés et des glycopeptides a 
été déterminée par donsylation. La dansylotion est effetuée selon 
le protocole décrit par Hortley ( 1970) et l'identification des 
acides aminés dansylés, par chromatographie sur couche mince. 
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renfermant 15mg d'asialo sérotransferrine , sur une colonne (2,Bx 
2,5cm) d'endo-N-Acétyl-~-0-glucosaminidose immobilisée sur Sépho­
rose 48. 

La colonne d 'endoglycosidase ( 1,1 mU) est équilibrée dons le 
tampon phosphate-citrate de sodium D, 1M de pHS, O. 

2.Purification de la sérotransferrine ~Lapin 
déglycosylée. 

L'effluent de la colonne d'endoglucosominidase est concentré à 
1ml por dialyse sous video 4°C (immersible CX-30, MILLIPORE) et 
appliqué sur une colonne ( 1, 6x25cm) de Con A-Séphorose équilibrée 
en tompon Tris-HCl 10mM, NaCl 1M et renfermant CoCl2 1mM,MgCh1mM 
et MnCll 1mM.Lo colonne est lovée por le tompon de déport jusqu'à 
ce que l'absorbance à 280nm soit revenue à la ligne de bose, puis 
éluée par le même tampon supplémenté en a-méthyl-0-glucoside SOmM. 

V - ANALYSES DE LA PARTIE PROTEIQUE 
DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN. 

A- Ultracentrifugation analytique. 

Les masses moléculaires de la sérotransferrine de Lopin, et des 
domaines isolés de la sérotransferrine de Lapin, ont été détermi­
nées, par équilibre de sédimentation, dans une ultracentrifugeuse 
analytique BECKMAN (modèle E) équipée du système optique interfé­
renciel de Rayleigh, en utilisant la méthode d'Yphontis ( 1964) 
modifiée par Chervenl<.a ( 19?0). 

Les ultracentrifugations ont été réalisées à 20°c dans une cel­
lule à double secteur, à une vitesse de 1?.000 rpm. Les photogro­
p~ies sont prises après un temps d'équilibre supérieur à 12h. Les 
équilibres de sédimentation ont été réalisés à plusieurs concen­
trations, variant de 0,3 à 0,85 mg/ml, dans un tampon Tris-Hel 
0,1M, pH?,S. 

B- Détermination des séquences peptidiques. 

1.Composition molaire~ acides aminés. 

Les compositions molaires en acides aminés ont été déterminées 
o l'aide d'un autoanolyseur BECKMAN Multichrom, après hydrolyse 
acide de la sérotransferrine de Lapin. L'hydrolyse est réalisée 
en tubes scellés sous vide, par HCl 5,6M bidistillé , pendant des 
temps variant de 24 à ?2h dans une étuve à 105°c. 

Le dosage de la cystéine a été déterminé sous forme 5-carboxy­
méthyl cystéine. La réduction des ponts disulfures de la séro­
transferrine est effectuée en milieu chlorhydrate de guanidine 6M 
selon le procédé de Crestfield ~ ~.( 1963) et l'alkylation de la 
cysteine est ensuite réalisée par l'iodoacetamide recristallisé. 

2.Détermination des acides aminés N- ~ C-terminaux 

La nature des acides aminés en position N-terminale de la séro­
tronsferrine de Lapin, des domaines isolés et des glycopeptides a 
été déterminée par dansylation. La dansylotion est effetuée selon 
le protocole décrit por Hortley ( 19?0) et l'identification des 
acides aminés donsylés, por chromatographie sur couche mince. 
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la nature des acides aminés en position C-terminale des glyco­
peptides trypsiques a été réalisée par dansylation après une 
cinétique d'action de la carboxypeptidase A (E.C. 3.4.2.1) 

3.Détermination des séquences peptidigues. 

Les séquences peptidiques N-terminales ont été réalisées par 
dégradation récurente (Edman et Begg, 1967) couplée à l'identifi­
cation des PTH-aminoacides (phényl-thiohydantoïnes) selon le pro­
tocole décrit par Han ( 1970) . 

C- Anelyae per dichroïsme circuleire. 

Les analyses en dichroïsme circulaire ont été réalisées o 
l'Institut de Recherches sur le Cancer de Lille, avec la collabo­
ration de J.P. Aubert sous la direction de Mme M.H. Loucheux 
(Directeur de Recherche, CNRS). 

Les sérotransferrines avec ou sans fer sont analysées o l'aide 
d'un dichrographe JOBIN et YVON (R.J. MARK III), c!l des concentra­
tions de O. 1 p100 dans NaF 0,214 M. La concentration en protéine 
est déterminée par utilisation des coefficients d'extinction spé­
cifiques à 280nm. 

Le 
u.v. 

trajet optique des cuves est de D,1mm lors des mesures 
et de Smm dans le visible. 

en 

III. ANALYSES DE LA PARTIE GLUCIDIQUE DES SEROTRANSFERRINES 

A- Détermination des compositions centésimales 
•t molaire• •n monoaaccharidea. 

1.Composition centésimale. 

Les oses neutres ont été dosés par les méthodes calorimétriques 
è 1 'orcinol-sulfurique de Tillmans et Philippi( 1929) modifiée por 
Rimington ( 1940) et à 1 'anthrone-sulfurique de Dreywood ( 1946), 
modifiée par Shields et Burnett ( 1960). 

Les osamines ont été dosées par la méthode calorimétrique 
d'Elson Morgan ( 1933), modifiée par Belcher et coll. ( 1954) après 
hydrolyse acide par HCl 4M à I00°c pendant 4h. 

Les acides sioliques sont dosés par la méthode calorimétrique 
à la diphénylamine de Niazi et State ( 1948), modifiée par Werner 
et Odin ( 1952). 

Les protocoles expérimentaux sont décrits dans la revue géné­
rale de Montreuil et Spik. ( 1963). 

2.Composition molaire. 

Les rapports molaires en monosaccharides ont été déterminés 
après méthanolyse en présence de méthanol chlorhydrique(O,SM HCl) 
et analyse des méthyl-glycosides trifluoro-acétylés par chromato­
graphie en phase gazeuse selon la méthode de Zanetta rt tl.( 1972) 

8- Méthyletion dea ilycopeptida•. 

Les glycopeptides ont été permetylés por lo méthode de Hokomori 
( 1964), modifiée par Sanford et Conrad ( 1966) puis méthanolysés 

------



-13-

( 1ml de méthanol chlorhydrique 0,5M o 80°c, 24h), 

Les dérivés méthylés sont ensuite identifiés selon Fournet et 
~.( 19?4), oprès pérocétylotion ( pyridine/anhydride c=~cétique -1: 1; 
45 min. à 1 05°c), par chromatographie en phase gazeuse sur colonne 
de carbowax 6000 à 3% sur chromosorb W. L'élution est réalisée en 
gr~dient de température de 130°c à 200°c à raison de 2°c/min., à 
un débit de 20 ml/min. 

C- Anolyse en Résonance Mognétique Nucléaire (RMN) 

Les spectres de résonance magnétique du proton ont été réali­
sés sur des solutions renfermont 5 o 10 mM de glycopeptides sta­
bilisés dans D20 (par échange répété dans D 0 et lyophilisotion), 
o l'aide d'un spectromètre BRUKER HX-360 por l'équipe du Profes­
seur Vliegenthart (Utrecht). 

Les déplacements chimiques des protons sont donnés par ropport 
ou 2,2-diméthyl-2-silipentane-5-sulphonote de sodium (indirecte­
ment par rapport à 1 'acétone dans 0 2 0 : ô = 2 , 2 2 5 p . p . m . ) . 

L'interprétation des spectres a été rendue possible grôce o 
l'étalonnage préalable des déplacements chimiques des protons à 
l'aide de glycopeptides et d'oligosaccharides de structures con­
nues,sialylés ou désialylés, et qui sont rassemblés dans la revue 

. 2énérale de Montreuil et Vliegenthart ( 19?8). 

VI- ANALYSES ELECTROPHORETIQUES ET IMMUNOLOGIQUES. 

A- Electrophorèses. 

1.Electrophorèses sur acétate~ cellulose. 

A chaque étape du fractionnement de lo sérotransferrine de La­
pin et des fragments obtenus par hydrolyse chymotrypsique ménagée 
,les fractions sont analysées par électrophorèse sur acétate de 
cellulose (cellogel) dons le tampon de Lourell ( 195?) sous une 
tension de 120 V pendant 90 min. 

2.Electrophorèses en ~ ~ polyacrylamide. 

a) Electrophorèses en gel de polyacrylamide en S.O.S. 

Les différentes étapes du fractionnement de la sérotransferrine 
de Lapin et des fragments obtenus après l'hydrolyse ménagée ont 
été analysés par électrophorèse en gel de polyacrylamide o ?,5% 
ou à 11% en présence de sodium dodécyl sulfate (SOS) à 0,1%,selon 
la méthode de Davis ( 1964), modifiée par Kerck.oert ( 19?8). 

b) Electrophorèses en gradient de gel de polyacrylamide 
en présence de Triton X-IOO et de DOC. 

Les électrophorèses de protéines membranaires sont réalisées 
dons un appareil d'électrophorèse verticale en plaques ( 1,5 x 140 
x 180 mm) de marque Biorad, dans le système tampon préconisé por 
Laemli ( 19?0). Le SOS a été remplacé par un mélange de Triton X­
lOO et de déoxycholate de sodium (DOC) dans un rapport 3 : 1. 

Le gel de séparc=~tion est constitué d'un gradient en ocrylc=~mide 
de 4 o 15% dons un tompon Tris,gly de pH 8,6. Le gel de concen­
tration est o 4% en ocrylomide dons un tampon Tris,gly de pH 8,6. 



.. 
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Le tampon d'électrophorèse et les deux gels renferment 
Triton X-IOO et 0,025% de DOC. 

0,075% de 

LeS échantillons pour l'électrophorèse sont préparés dons les 
conditions suivantes: Les membranes plasmiques culotées (50 à 100 
~g de protéines membranaires), non traitées ou préincubées par 
des agents chaotropiques ou par différentes sérotransferrines, 
sont solubilisées dans 100 ~l de tampon Tris-Hel 10mM, pHB,O, 
0,75% Triton X-100, 0,25% DOC et 20% saccharose. Les échantillons 
sont incubés à 37°c pendant 30 min et centrifugés 2 min 6 100.000 
g dans une centrifugeuse Beckman Airfuge. Les témoins de haute 
masse moléculaire et les témoins sérotronsferrines sont solubili­
sés dans les mêmesconditions. Approximativement 20 6 40~g de pro­
téines membranaires et 5 ~g de témoins sont déposés. 

une pré-électrophorèse est réalisée à 70 V jusqu'à ce que le 
témoin de migration (bleu de bromophénol) atteigne le gel de sé­
paration. L'électrophorèse est ensuite réalisée à 150 V pendant 
une nuit. 

Les gels sont ensuite transférés par électrophorèse sur nitro 
cellulose ou colorés par le Noir Amide. 

3.Electrotransfert sur nitro-cellulose (Western 
blotting). 

Les échantillons séparés par électrophorèse en gel de poly­
ocrylomide en présence de détergents sont transférés pos électro­
phorèse (cellule de transfert Biorad), pendant 3h à 150 mA, sur 
une m~mbrane de nitrocellulose (Schleicher et Schultze) de la ta­
ille du gel, selon la technique décrite par Towbin ~ ~.( 197'9) 

Les membranes de nitrocellulose sont ensuite révélies por co­
l~ration ou Noir Amide par détection de l'activité péroxydosique 
liée aux anticorps. 

4.Electrofocalisation en présence d'ampholines. 

Les sérotransferrines partiellement saturées en fer, après éli­
mination du fer en excés sont analysées por électrofocolisation 
en présence d 'ampholines, sur gel Ultrodex à 1 'aide de l'appareil 
d'électrophorèse LKB 2117 Multiphor, selon lo notice d'applica­
tion LKB n°19B, avec quelques modifications mineures. 

A la place de Séphadex G-75, nous utilisons l'Ultrodex (gel 
mieUX granulé). 4g de gel Ultrodex en poudre sont mis en suspen­
sion dans 100ml de solutions d'ampholines à 20g/l obtenues par 
mélange d'ampholines de pH 4,0-6,0 et de pH 5,0-7,0, de manière à 
obtenir un gradient de pH de 4,0 à 7,0. 

Les dépots ne sont pas réalisés par mélange de l'échantillon et 
du gel, mais par dépot de 250 ~1 de lo solution d'échantillon sur 
une bande de papier W3 de 0,5 x 3 cm, à 3cm de la cathode. Dans 
ces conditions, il est possible de foire 1 'électrophorèse de 4 
échantillons en même temps. 

Avant application des échantillons, une pré-électrophorèse de 

1 h est réalisée pour préformer le gradient de pH, 6 500 V et 50 
mA comme conditions de déport. Puis après dépôt des échantillons, 
l'électrofocolisotion est réolisée o puissance constante de 25W, 
pendant 2h30 jusqu'à ce que les bondes roses de tronsferrines 
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soient fines et stabilisées La tension en fin d'électrophorèse 
atteint 1200 V. Le gel est ensuite découpé en bandes de 1 cm à l' 
aide de l'appareil spécial fournit par LKB, puis les portions de 
gels correspondant à chaque échantillons sont introduites dans 
des petites colonnes ( LKB, 2117-502) et les protéines sont éluées 
par 3ml d'eau distillée. Le pH et la densité optique à 280nm de 
chaque fraction sont analysés. 

8- Analyses immunologiques. 

1. Obtention des immunsérums. 

a) Immun sérums commerciaux. 

L'immunsérum de chèvre anti-protéides sériques de Lapin provient 
de la firme CAPPEL. 

b) Obtention du sérum de Mouton anti-sérotransferrine 
de Lapin. 

Le sérum de Mouton contenant les anticoprs dirigés contre la 
sérotransferrine de Lapin est préparé par injection intra muscu­
laire à un mouton, de 2ml de sérotransferrine de Lapin purifiée 
( 1 à 2mg/ml dans le sérum physiologique) en présence d'adjuvant 
de Freund.Les injections sont répétées 4 fois à une semoine d'in­
tervalle. L'animal est laissé au repos pendant un mois puis le 
cycle est répété.Après un nouveau mois d'attente le sang est pré­
levé par ponction à la veine jugulaire et l'antisérum est testé 
par immunodiffusion radiale (Mancini ~ ~-, 1965) et son titre 
est dalculé selon la méthode de Becker ( 1969). 

c) Obtention du sérum de Lapin anti-sérotronsferrine 
humaine. 

LeS immunsérums sont obtenus selon le même protocole par injec­
tions répétées de sérotronsferrine humaine odes Lopins (Fauve de 
Bourgogne). Le sang est prélevé o la veine interne de 1 'oreille 
et testé de la même manière que précédement. 

d) Purification de la fraction IgG des immunsérums. 

La fraction IgG de l'immunsérum est purifiée par dessalage sur 
une colonne de GF-05 (IBF) équilibrée dans un tampon Tris 20mM, 
NaCl 35mM, pH8 couplée à une colonne de DEAE-Trisacryl ( IBF) 
équilibrée dans le même tampon selon la méthode préconisée por 
IBF- La fraction IgG correspond à la première fraction non 

retenue. 

2.Fixation compétitive ~ ~ sérotransferrine ~ 
Lapin native ~ deglycosylée ~ les anticorps 
immobilisés. 

oes flacons en polypropylène de 5ml sont mis à incuber une nuit 

0 37°c avec 1ml de fraction IgG anti-sérotransferrine de Lopin, 
diluée 1:2.000 en Tampon Tris-HCl 20mM, NoCl 1M, pH 7,8 (TBS). 
AprèS lavage par 3 x 3 ml de TBS froid, les flacons contenant les 
IgG adsorbées sont bloqués (pour occuper les sites du polypropy­
lène libres) pendant 2h o 37°c par 1ml de tampon supplémenté en 
sérum albumine bovine ( SAB) o 1%, puis lavés par du TBS froid. 

L~ sérotransferrine de Lopin native, marquée à l'Iode-125 (300 
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cpm/ng) est incubée à raison de 20ng en présence de 1ml d'une so­
lution renfermant soit la sérotransferrine de Lapin native non 
marquée, soit la sérotransferrine déglycosylée non marquée, à des 
concentrations variant de 20 à 300 ng/ml en présence de SAS 1% 
dans le TSS. 

Après 2h d'incubation à 3? 0 c, les flacons sont lavés par 3 x 3 

est 
La 

ml de tampon froid et la radioactivité fixée est comptée. Toutes 
déterminations sont réalisées en triple. Le 100% de fixation 
déterminé à l'aide de flacons sans tronsferrine non marquée. 
fixation non spécifique est déterminée à l'aide de flocons 
incubés avec les IgG mois uniquement avec la SAS. 

les 

non 

3.Immunoélectrophorèses. 

a) Immunoélectrophorèse sur gélose. 

Les immunoélectrophorèsessur gélose ont été réalisées selon la 
méthode de Grabar et Williams ( 1955) modifiée par Scheidegger 
( 1955) sous une tension de 30 V pendant 90 min. La diffusion est 
réalisée pendant 24 à 4Bh contre l'antisérum. 

d) Affino-immuno-électrophorèses bidimensionnelles. 

Les offino-immuno-électrophorèses ont été réolisées sur gel 
d'agarose à 1% en présence de concanavaline A (Con A) dans la 
première dimension selon les méthodes décrites por Nicoll ~ 
ol. ( 1981) et Bolier ~ ~- ( 1980). 

Les échantillons contenant de 2 à 10~g de sérotransferrine 
humaine ou de Lopin sont soumis à l'électrophorèse en absence ou 
en présence de 1,3 mg de Con A par ml de gel sous une tension de 
10V/cm pendant 3h. La deuxième dimension est réalisée pendant une 
nuit sous une tension de 2V/cm dons un gel d'agaruse contenant de 
5 à 15~1 d'immunsérum spécifique par ml de gel, en présence d'a-
méthyl gltJcoside mM. 

4. "Immune blotting": Révélation immunologigue des 
bandes ~nitro-cellulose 

Les bandes de nitro-cellulose provenant de l'électrotronsfert 
sont incubées pendant 3h à 4°c avec un ontisérum de lopin, onti 
sérotransferrine humaine (titre 1 ,? mg/ml) dilué au 1 : 5000 dons 
le tampon Tris-HCl 20 mM, NaCl 0, 1M ( TSS) supplémenté en lait é­
crèmé en poudre (5% p/V) à pH ?,B. 

Les bandes de nitro-cellulose sont ensuite lavées 10 min suc­
cessivement par du TSS, du Tween 20 à 0,05% (p/V) dans le TSS 
puis par du TSS. Après lavage les bondes de nitro cellulose sont 
incubées une nuit à 4°c par des IgG anti-I~G de Lapin, couplés à 
la péroxydaxyse de radis noir (HRP-IgG) et dilués au 1:5000 dans 
le TSS contenant 5% de lait en poudre. Après lo même procédure de 
lavage, l'activité péroxydasique liée à la nitro cellulosique est 
révélée. 

C- Révélations spécifiques de l'activité péroxydasique 

1.Réactif à l'o.dianisidine. 

Lo visuolition de l'octiviti piroxydosique des himoprotiines 
est réalisée sur les bondes d'océtote de cellulose por révélation 
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à l'aide du réactif à l'o.dianisidine dont la composition est lo 
suivante 

- 100mg d'o.dianisidine (3,3'-diméthoxy-benzidine) 
d'éthanol. 

- 10 ml de tampon acétate de sodium 0,1M, pH ?,4. 

- 18 ml d'eau distillée. 

- 3 ml d'eau oxygènée à 30% (p/p) 

pour 70ml 

Les bondes d'océtote de cellulose sont immergées dons le réoctif 
jusqu'à l'apparition de bandes brun-rougeâtre correspondant oux 
hémo-protéines (détection de 1 à 5~g d'hémoproteines) 

2.Réactif à la diamino-benzidine. 

La composition du réactif à la diamino-benzidine est lo suivante: 

- 40mg de diamino-benzidine (Merck) pour 100ml de tampon Tris 
20mM, NaCl 0,1M, pH ?,8 

- 1 ml d'eau oxyg6née à 30% ( p/p). 

L'eau oxygénée est ajoutée juste avant la révélation dans le 
réactif, à l'obscurité. Puis les bandes de nitro-cellulose incu­
bées avec les IgG marquées à la péroxydase, sont immergées, dons 
le réactif jusqu'à apparition de bandes brunes, lavées extensive­
ment ~ar l'eau et conservées à l'abri de la lumière.Cette méthode 
permet de détecter jusquà 5ng d'antigène (ici sérotronsferrine) 

VII INCUBATION DES SERDTRANSFERRINES RADIOACTIVES AVEC 
LES CELLULES ET LES MEMBRANES PLASMIQUES 

A. Morquoge rodiooctif des sérotronsferrines 

1. Marquage ~ fer-59 

Le marquage des sérotransferrines d'Homme et de Lapin est 
réalisé par saturation des apotronsferrines par un mélange de fer 
59 (3 à 20 rn Ci/mg ; 1m Ci/ml Radiochemical Center, Amersham) 
et de fer-56 ( FeC13 , 6 HzO ) dans un rapport 1 20 ( p/p). 

La solution saturante contenant le fer radioactif est préparée 
de la manière suivante 

- 20~1 de fer-59 dans HC10,1M (soit 20~Ci) 

- 100~1 de solution de fer-56 contenant 40~g de fer-56 
pour 100~1 de tampon citrate-bicarbonate de sodium 0,1M,pH 8,2 

- 20~1 de citrate de sodium-soude, 
liser l'HCl de la solution radioactive). 

pH10 (pour neutra-

Il fout ajouter 5~1 de cette solution radioactive (soit 1,5~g 

de fer) à 100~1 d'une solution de sérotransferrine humaine ou de 
Lopin (à 10mg/ml dons le tampon citrate-bicarbonate de sodium 
0, 1M, pH 8,2). Le mélange est laissé 3 h à température ombionte, 
puis le fer en·excès est éliminé por chromatographie sur une 
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colonne de Oowex x 4 ( 200 - 400 me sh) . 

La solution de protéine saturée en fer est alors équilibrée 
dans 1e tampon d'incubation utilisé pour les cellules, par 
passage sur une colonne de Séphadex G-25 (P0-10, Pharmacia) équi­
librée dan: le même tampon. La radioactivité spécifique, ainsi 
que le degre de saturation en fer sont déterminés par mesure des 
absorbances à 280nm et à 460nm, et par le comptage d'une fraction 
aliquote au compteur gamma (Multigamma, LKB) 

2. Marquage~ l'iode~ 125 

Le marquage radioactif à l'iode-125 des sérotronsferrines est 
réalisé par la méthode à l'iodogène selon les conditions préconi­
sées par Fraker et Speck ( 1978) et Salacinski ~ ~· ( 1981). Lo 
quantité d'iode fixée est calculée pour ne pas dépasser un atome 
d'iode par mole de transferrine. 

Lo solution d'i~e radioactive est préparée de la manière sui­
vante :1 !Jl de solution d'I-125 (Nai, sans entraîneur; 5mCi/5Dul; 
Aadiochemical Center, Amersham) est mélangé à 4!Jl d'une solution 
de Nai froid 20mM dans un tampon phosphate 50mM, pH 7,4. 

L'iodogène, en solution à 1mg/ml de chloroforme est adsorbé 
sur des tubes à hémolyse en verre, à raison de 100!Jl par tube, 
par évaporation du chloroforme sous courant d'azote. 

La solution de sérotransferrine, 100!Jl ( 10mg/ml dons le tampon 
phosphate 50mM, pH 7,4) est ajoutée sous agitation douce au tube 
contenant l'iodogène adsorbé.Puis la solution d'iode contenant le 
mélange d'iode-125 et d'iode-127 est ajoutée,à raison de 1 o 5!-JCi 
suivant l'intensité du marquage désirée. 

La solution est laissée sous agitation dans la glace pendant 
10 min, puis l'iode en excès est dessalé sur une colonne de Sé­
phadex G-25 (PD-10) équilibrée dans le tampon utilisé pour les 
incubations avec les cellules. 

La radioactivité spécifique est déterminée ap~ès mesure de 
concentration en protéine (absorbonce spécifique à 280nm) 
comptage de la radioactivité d'une fraction aliquote dans 
compteur multigamma (LKB). 

B.Préparotion du matériel bioloaique 

1. Préparation des réticulocytes de Lapin 

la 
et 
un 

Une réticulocytose est induite chez des lapins adultes (race 
Nouvelle-Zélande) par quatre saignées répétées de 15ml de song/kg 
de poids, à deux jours d'intervalle. 

L'incision est réalisée à la veine marginale de l'oreille. Le 
dernier jour, le sang enrichi en réticulocytes est recueilli dans 
des tubes à centrifuger héparinés ( 10 U/ml de song) et les cel­
lules sont lovées trois fais (800 g, ?min) par du milieu de Honks 
et Wallace ( 1949) dont la composition est la suivante: 
No Cl, 8g/l; KCl, 0,4g/l; (oCl~, D,14g/l; Mg50~(7Hz.D), 0,2g/l; 
Noz.HPO~.t( 12H,O), 0, 12g/l ; KH<,P04 (H,O), 0,6g/l ; NoHC03, D,35g~l ; 
Glucose, 1g/l,pH 7,35. Au cours des deux premiers lovages,lo m1nce 
couche blonchStre (essentiellement des leucocytes et des lympho­
cytes) qui se forme o lo surface du culot de cellules rouges, est 
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éliminée par aspiration. 

Le taux de réticulocytes est déterminé par comptage des cel­
lules au microscope optique, après coloration de la chromatine ou 
bleu de Unna. Le taux de réticulocytes, dans ces conditions est 
de l'ordre de 20 ~ 30% des cellules rouges totales. Le taux nor­
ma 1 , c h e z 1 e s 1 a p i n s n o n a n é mi é s , e s t d ' e n v i r on 0 , S à 2 % . I 1 e 9 t 
possible d'augmenter ce taux selon la méthode de Murphy ( 1973) 
par centrifugation à 15 ODDg, 1 h à 4°c ( rotor jA-20, centrifu­
geuse Beckman J-21) 

La partie supérieure du culot ( 10 % du volume total) est très 
enrichie en réticulocytes et représente un taux de réticulocytes 
de plus de 50 %. Le culot de cellules rouges est alors remis en 
suspension dans le milieu d'incubation pour obtenir la concen­
tration désirée en réticulocytes, et les cellules sont utilisées 
immédiatement pour les incubations avec les sérotransferrines 
marquées. 

2 . P t• é p a r a t i o n d e s m e m b r a n e s 12__1 a s m i g u e s Q..ê_ t~.. b o r d u r e 
en brosse ~ syncytium trophoblastigue humain 

Les placentas sont obtenus à la Maternité Roger Salengro de 
Lille (Directeur:Pr Delcour). 

Ils sont prélevés juste après l'accouchement à terme, et placés 
immédiatement dans du milieu froid de Hanks et Wolloce (p. 18) et 
utilisés pour la préparation des membrones microvilleuses moins 
de 30 ~in après l'accouchement. 

Les microvillosités du syncytium trophoblastique sont isolées 
du placenta par la méthode de Smith et al. ( 19?4) modifiée par 
Booth rt .ê..l_.( 1980). 51-Jl d'un cocktaild'inhibiteurs de protéases 
(Aprotinine, trasylol, PMSF, OTT et Mg Cl 2 chacun à la concen­
tration de 200mM sont ajoutés par ml de suspension après homogè­
néisation dans le tampon Tris-HCl, pH?, 1, mannitol, 2mM, et une 
autre fois au culot final qui est resuspendu dans le milieu de 
Hanks et Wallace, complémenté à 1DmM en mannitol.La concentration 
finale en protéines membranaires est ajustée à 2mg/ml après do­
sage des protéines par la méthode de Lowry ( 1951) modifiée pour­
les protéines membranaires par Peterson ~ ~· ( 19?? ) · 

La pureté des préparations de membranes de la bordure en br-osse 
est controlée par le dosage de deux enzymes marqueurs des micro­
villosités la phosphatase alcaline (Beaufay et al., 19?4) et lo 
5' nucléotidase ( Aronson et Touster, 19?4). 

Les suspensions de 
sont alors utilisées 
transferrine humaine 
aliquotes de D,4ml à 

microvillosités du syncytium trophoblastique 
pour les expériences de fixation de la séro­
en moins de 4 h ou stockées par fractions 

' - ?0°c jusqu'à 1 mois. 

C.Incubation des sérotronsferrines avec les 
réticulocytes de Lopin 

1. Incorporation du fer ~ les réticulocytes ~ 
La pi..!:!_ 

a - Cinétiques d'incorporation du fer 

Le culot de cellules rouges, enrichi en réticulocytes est res-
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suspendu dans du milieu de Hanks supplémenté par de la sérum al­
bumine bovine 1 % (p/v) pour donner une concentration finale de 4 
x 10 réticulocytes/ml. Cette suspension est incubée à 37°c avec 
les d{fférentes sérotransferrines marquées au fer-59 à la concen­
tration finale de 1, BuM ( 140ug/ml). les différentes préparations 
de sérotransferrine sont obtenues de la manière décrite dans 
l'appendice technique 
- sérotransferrine de Lapin native (p. 1 ) 
- sérotransferrine humaine totale (p. 2) 
- sérotransferrine de Lapin monoferrique (p. 5) 
- sérotransferrine de Lapin modifiée par le diéthyl-pyrocarbo-

nate (p. 6) 
- fragments isolés après hydrolyse chymotrypsique ménagée (p. 7 ) 
_ sérotransferrine de Lapin déglycosylée (p. 11). 

Les cinétiques d'incorporation du fer des variants glycan-
. s de la sérotransferrine humaine, sont conduites de la même n1.que . . 

·' e avec une concentrat1.on f1.nale en réticulocyts de Lapin de man1.er . 
2 

x 10 s et une concentrot1.on finale en sérotronsferrine humoine 

de 0,6~M (50ug/ml. 

0 
fractions aliquotes de 100~1 de l'incubat sont 

8 s 0 ' 90 · f 
t mp s variants de a m1.n, re roidies dans la 

des e · ' 4° ( 1500 3 · , trois fo1.s a c g, m1.n par 3ml de 

prélevées o 
glaces, et 

PBS froid 
lavees phosphate 10mM, Nacl O, 145M, pH 7,4). Le culot cellules 
(tamponest alors compté dans un compteur multigamma (LKB). 
rouges 

b. Inhibition de l'incorporation~ fer 

expériences d'inhibition de l'incorporation du fer de la 
Les 

, transferrine de Lapin par les réticulocytes, ont été réali-
s:ro n présence des glycopeptides et oligosaccharides suivants 
se e 5 e · 1 1 t · d d 1 ' · · ·alo et s1.a o-g ycopep 1. e e a serotransferr1ne de Lap1.n, 

as
1

1

00
peptide sialylé de la lactotransferrine humaine, 

gy "d (.l d l' "d _ 
1 

copeptl. e ~ e ovomuco1 e, 
g ~s~ccharides I et II et oligosccharides I et II. 
trl. '"' 

glycopeptides de la sérotransferrine de Lapin ont été iso­
l, L::lon 18 protocole décrit dans 1 'appendice technique (p. 9 ) . 
L:: lycopeptides de la lactotransferrine et de l'ovomucoïde ont 
été ~btenus après hydrolyse pronasique et fournis par le Pr Spik. 
Les différents trisaccharides et oligosaccharides ont été isolés 

t fournis par le Dr Strecker, à partir d'urines de patients 
e , entant des défauts d'enzymes intervenant dans le métabolisme 
pres 
des glycannes. 

LeS incubations sont conduites de la manière suivante 

_ 50 ~1 de culot de cellules rouges (5 x 10 8 réticulocytes) sont 
répartis dans une série de tubes à hémolyse en polystyrène et 
50ul de milieu de Hanks et Wallace sont ajoutés aux cellules. 

_ Des solutions mères de glycopeptides et d'oligosaccharides 
sont prép~rées dans le même t~mpon à des concentrations variant 
de 1,2mM à 1,2 M. Les oligosaccharides et glycopeptides sialylés 
sont neutralisés par la soude avant ou après dessalage sur une 
colonne de Biogel P-2. 

- 10~1 de chaque solution d'inhibiteurs sont ~joutés à la sus­
pension cellulaire et préincubés 10min à 3? 0 c. Puis 10~1 de séro­
transferrine de Lapin (40ug marquée au fer-59 sont ajoutés à la 
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Solution pr~cédonte (concentrotion finole 4~M) et l'incubotion 
est merée pendant 10 min è 3? 0 c, puis arrêtée par dilution avec 3 
ml de. PBS 6 4°c. Les tubes sont alors lav~s 3 fois par du PBS 
froid et le culot de cellules est compté dans le compteur gamma. 

Le 100% de radioactivit~ est déterminé par comptage de tubes 
conterant la même quantité de sérotransferrine, et dans les quels 
les inhibiteurs ont été remplacés par du milieu de Hanks. 

Le$ résultats sont exprimés enfonction de la concentration mi­
nimale en glycopeptide ou oligosaccharide, nécessaire à l'inhi­
bitior de 50% de l'incorporation totale du fer :[I]-50. Tous les 
tubes sont réalisés en triple. 

2. Expériences ~fixation des sérotransferrines 
marquées~ l'iode-125 ~les réticulocytes 

LeS expériences de fixation de la sérotransferrine de Lapin et 
des v~rionts glyconniques de la sérotransferrine humaine sur les 
réticulocytes de Lapin sont conduites de la manière suivante 

- 1~ suspension riche en réticulocytes (5x106 réticulocytes/ml) 
est incubée pendant 1h à 4°c dans le milieu de Hanks, supplémenté 
en sérum elbumine bovine ( 1%, p/v), en présence de concentrations 
croiss~ntes en sérotransferrine marquée à l'iode-125. Les concen­
trations finales en transferrine varient de SnM à S~M. 

- une fraction aliquote du surnageant est prélevée pour déter­
miner.la concentration en transferrine libre à l'équilibre. les 
cellules sont ensuite lovées trois fois par du PBS à 4°C ( 1.500g, 
3 min) et le surnageant est élimin~ par aspiration. Le culot de 
cellules est ensuite transferré dans un tube à hémolyse neuf par 
trois_fois 50~1 de tampon. Le comptage de ces tubes constitue la 
fixat~on totale. Chaque concentration est réalisée en triple. 

La fixation non spécifique est déterminée, pour chaque concen­
tration, en présence de 100 molaire excès de la sérotransferrine 
étud~ée .. La fixation spécifique est calculée pa~ soustraction de 
la f~xat 1 on non spécifique à la fixation totale. 

D - Incubetion des verients alycenniquee da le sérotrens­
Terrine humeine evec les membrenes du plecente. 

Conditions d'incubation 

Les incubations sont réalisées dans des tubes de 0.25 ml, 
polycarbonate. Le mélange d'incubation est constitué de 

en 

50 1 1 b d brosse - ~ de la suspension de membranes de a or ure en , 
du placenta humain ( 1 mg/ml) dans le milieu de Hanks, suppléments 
en mannitol 10 mM et préparée comme il est décrit P· 1 9 · 

100 ~1 de chaque variant glycannique de la sérotransferrine 

humaine ( 10 JJg/ml), marqué à 1 'iode-125 ou non ~orq~é, 
même milieu, supplémenté en sérum albumine huma1ne(*) 

dons le 

'a des (*)La sérum albumine humaine est préalablement déborasse 
traces de sérotransferrine contaminante, par passage sur une co-

d . ?0 mM de pH lanne de SP-Séphadex dans un tampon citrate de sa 1um -
4,8 (la transferrine reste fixée sur la colonne; voir p. 2 ) 
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5olution pr~c~donte (concentrotion finole 4~M) et l'incubotion 
est menée pendant 10 min ~ 3? 0 c, puis arrêtée par dilution avec 3 
ml de PBS à 4°C. Les tubes sont alors lavés 3 fois par du PBS 
froid et le culot de cellules est compté dans le compteur gamma. 

Le 100% de radioactivité est déterminé par comptage de tubes 
contenant la même quantité de sérotransferrine, et dans les quels 
les inhibiteurs ont été remplacés par du milieu de Hanks. 

Les résultats sont exprimés enfonction de la concentration mi­
nimale en glycopeptide ou oligosaccharide, nécessaire à l'inhi­
bition de 50% de l'incorporation totale du fer :[I]-50. Tous les 
tubes sont réalisés en triple. 

2. Expériences ~fixation des sérotransferrines 
marquées~ l'iode-125 ~les réticulocytes 

Les expériences de fixation de la sérotransferrine de Lapin et 
des variants glycanniques de la sérotransferrine humaine sur les 
réticulocytes de Lapin sont conduites de la manière suivante 

- la suspension riche en réticulocytes (5x106 réticulocytes/ml) 
est incubée pendant 1h ~ 4°c dans le milieu de Hanks, supplémenté 
en sérum albumine bovine ( 1%, p/v), en présence de concentrations 
croissantes en sérotransferrine marquée à l'iode-125. Les concen­
trations finales en transferrine varient de 5nM à 5~M. 

- une fraction aliquote du surnageant est prélevée pour déter­
miner. la concentration en transferrine libre à l'équilibre. les 
cellules sont ensuite lovées trois fois par du PBS à 4°c ( 1.50Dg, 
3 min) et le surnageant est éliminé par aspiration. Le culot de 
cellules est ensuite transferré dans un tube à hémolyse neuf par 
trois fois 50~1 de tampon. Le comptage de ces tubes constitue la 
fixation totale. Chaque concentration est réalisée en triple. 

La fixation non spécifique est déterminée, pour chaque concen­
tration, en présence de 100 molaire excès de la sérotransferrine 
étudiée. La fixation spécifique est calculée pa~ soustraction de 
la fixation non spécifique ~ la fixation totale. 

D - Incubetion des verients alycenniques de le aérotrena­
ferrine humaine avec les membranes du placenta. 

Conditions d'incubation 

Les incubations sont réalisées dans des tubes de 0.25 ml, en 
polycarbonate. Le mélange d'incubation est constitué de 

- 50 ~1 de la suspension de membranes de la bordure en brosse 
du placenta humain ( 1 mg/ml) dans le milieu de Hanks, supplémenté 
en mannitol 10 mM et préparée comme il est décrit p. 1 9. 

100 ~1 de chaque variant glycannique de la sérotransferrine 
humaine ( 10 ~g/ml), marqué à 1 'iode-125 ou non marqué, dons le 
même milieu, supplémenté en sérum albumine humaine(*). 

(*)La sérum albumine humaine est préalablement débarassée des 
traces de sérotransferrine contaminante, par passage sur une co­
lonne de SP-Séphadex dans un tampon citrate de sodium 20 mM de pH 
4,8 (la transferrine reste fixée sur la colonne; voir p. 2 ) 
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Le mélonge d'incubation est alors incubé 30 min dans la gloce 
et centrifugé 3 min à 110.000g dans une centrifugeuse Beckman 
Airfuge. Le culot de membranes est lové deux fois par 150 ~1 de 
milieu glacé, puis transferré par 3 x50 ~1 de milieu dans des tu­
bes neufs. 

2 . Détermination des paramètres de ~ fixation 

La constante apparente d'association Ka et le nombre de sites 
récepteurs par ~g de protéines membranaire sont déterminés, en 
incubant différentes quantités de variants sérotransferriniques 
marqués à l'iode-125 (80-2.500 ng) dans les conditions définies 
au § 1. Chaque concentration est réalisée en triple. 

Une fraction aliquote du premier surnageant est prélevée pour 
déterminer la quantité de transferrine libre à l'équilibre. Après 
lavage par 2 x 150 ~1 de milieu, la radioactivité résiduelle est 
comptée et constitue la fixation totale. 

La fixation non spécifique est déterminée en présence de 100 
~alaire excès de chaque variant glycannique non marqué. La 
fixation spécifique est calculée par soustraction de lo fixation 
non spécifique à la fixation totale. 
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