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INTRODUCTION GENERALE



Les trevaux dont nous rapportons les resultoats, dons ce mé-
moire, s’'inscrivent dens le cadre de ceux entrepris depuis long-
temps au Laboratoire, sur l’étude des transferrinmes. La structure
compléte des deux glycannes biantennés de la sérotrensferrine hu-
maine a été réaliseée oau Laboratoire, ainsi que la mise en évi-
dence d’une hétérogénéité glycennique, les glycannes pouvant étre
triantennés (Spik et al., 1974 Montreuil et Spik, 1975). La
sérotransferrine, dont le rodle est essentiel dans le métasbolisme
du fer, représente un modele intéressant pour 1’étude de la

participetion des glycannes dans la reconnaissance des cellules-
cibles.

C’est pourquoi, en 1975, nous a éteée confiée 1’étude du rdle de
la partie glycannique de la sérotransferrine dans 1‘interaction
avec le réticulocyte, seule cellule reconnue a8 cette époque pour
posséder un récepteur speécifigue de lo transferrine.

La plupart des travaux réalisés a ce moment, wutilissient un
systéme hétérologue sérotrensferrine humeine - réticulocytes de
Lapin ; cependant les premiéres etudes de Jandl et al. (1963)
avaient montré gque l’incorporation du fer en systéme homologue
(sérotransferrine de Lepin - réticulocytes de Lapin) était deux
fois plus importante qu’en systeme hétérologue (sérotransferrine
humaine - réticulocytes de Lopin). Nous avons pensé qu’'il était
préféroble de troveiller en systeme homologue, et étont donné 1la
difficulté de se procurer des réticulocytes humeins, en grand

nombre, nous avons choisi le Lapin comme systéme homologue.

Si la sérotransferrine humaeine était déja bien caonnue & 1’épo-
que, nous ne connaissions presque rien de le sérotransferrine de
Lapin. Le but de nos travaux a donc consisté, tout d’sabord, a
mettre au point une méthode de préparation de sérotransferrine de
Lapin pure et & préciser ses principales propriétés physio-chimi-
gques .

Afin de définir le roéle de 1la partie glucidique dans
l’interaction avec le réticulocyte, nous avons été amenés &
isoler le fraction glycopeptidique et & déterminer sa structure.
Celle~-ci est identique & celle des glycannes biantennés de la sé-
rotransferrine humaine, la seule différence porte sur le nombre
de groupements glycannigues, 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 sérotrensferrine de Lapin aux réticulo-
cytes en présence du glycopeptide isolé de la transferrine einsi
qu’en presence d’oligosaccharides voisins de structure connue.
Les différences constatées ne permettant pas de trancher en fa-
veur du role du glycanne, nous avons voulu savoir si la diffé-
rence d’activité entre la sérotrensferrine humaine et de Lapin
vis-ad-vis du réticulocyte de lapin provenait d’une différence
dans les sites de fixetionm du fer, plutét que dans les glycennes.

Nous avons étudié la modificetion des résidus d’histidine des
sites de fixoation du fer des deux transferrines, ainsi que 1’in-

fluence de cette modification dans le trensfert du fer saux réti-
culocytes.



Ensuite, toujours pour preciser quelle est la partie de la mo-
lécule qui s’attache sur le récepteur, nous avons coupé la trans-
ferrine de Lsepin en deux par hydrolyse protéolytique ménagée,
isolé le domaine portant le glycanne unigue et vérifié son acti-
vité vis-avis des réticulocytes.

Enfin, nous avons enlevé, & l’aide d’une B-endo-N-acétyl-
glucosaminidase isolée au Laboratoire par Bouquelet et al.(1980)},
la partie glycannique de la sérotransferrine de Lepin. Aprés
avoir wvérifié l1’intégrité de 1la conformation de la molécule dé-
glycosylée, nous avons étudié son oactivité wvis-&-vis des
réticulocytes de Lapin, et ainsi apporté le preuve directe de le
non-intervention du glycanne dans l’interaction de la sérotrans-
ferrine avec le réticulocyte.

Par 1la suite, loe découverte de récepteurs de la sérotrans-
ferrine sur un nombre considérable de cellules, nous a amené @&
changer de cellule - cible. En effet, si la structure primaire de
la sérotrensferrine humeine est maintenant bien connue, Mac
Gillivray et al. (1983) pour la partie protéique et Spik et al.
(19724, 1985) pour la partie glucidique, nous ne savons toujours
pas & quoi servent réellement ses glycannes, ni pourquoi dans
certaines affections poethologiques du foie, le toaux des variants

portant des glycennes triantennés augmente de maniére non négli-
geable (Spik, 1982).

Nous avons montré que cette augmentation est encore plus
considérable, dans le sérum des femmes enceintes prés du terme,
en relation avec 1 ougmentation du taux de le sérotransferrine
plasmdtique. Aucune etude n’ayant encore été réslisée, sur 1’in-
teraction des variants glycenniques de la serotransferrine humai-
ne avec des cellules humaeines, nous avons voulu relier 1’augmen-
tetion 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, gqui fournit 1’essen-
tiel des connaissances acquises au cours de ces dix dernieres
années sur la structure des sérotrensferrines et leur interaction
avec les récepteurs membranaires.

-~ Le chapitre consscré a nos travaux personnels, qui raepporte
les principasux résultats gque nous avans obtenus au cours des
€¢tudes dont nous venons de retracer les grandes lignes.
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INTRODUCTION

I. REPARTITION DU FER DANS L'’ORGANISME

Le fer, métal 1indispensable 8 la vie, Joue un réle important
dans le transport physiologique et le stockage de 1’oxygéne 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
l1’utilisetion de l’eau oxygénée.

Il est pondéralement le plus important des métaux lourds dans
l’organisme. Un odulte moyen de 70 kg posséde approximativement 4
g de fer (Moore et Brown, 1969 ; Frieden et Osaki, 1974). La répar-
tition du fer est résumee dans le Tableau I p. 2 Plus des deux
tiers du fer servent & transporter l’oxygéne dans les tissus par
l'intermédieire de 1’hémoglobine , et & stocker cet oxygéne dans
les tissus por l‘intermédiaeaire de la myoglobine.

Une importente proportion du fer est stockée dans les cellules
sous forme de ferritine ou d’hémosidérine , et ceci essentislle-
ment dans les cellules réticulo-endothéliales de la rate, du foie

et de la moelle osseuse, mails aussi dans les cellules parenchyma-
teuses.du foie.

La transferrine ne représente que 0,15 % du fer totel, mais
son rdle est extrémement important cer c’est elle qui prend en
charge le fer ferrique (gui lui est insoluble dans les conditioans

de pH et de pression en oxygene du sang) et le répartit entre les
differents tissus.

II. LE GROUPE DES TRANSFERRINES

Le terme de trensferrine s’spplique & 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 et &l1.,1982; Martin et sl., 1983).
Cette famille comprend

- La sérotransferrine (sidérophiline) dont l’existence a été
soupgonnée dans le plasma par Barkan (1927), puis isolée et puri-
fiée par Schade et Caroline (1946), Laurell et Ingelman (1947) en
tant que transporteur spécifique du fer.

- L’ovotransferrine (conalbumine), se trouvent dans le blanc
d’oeuf d’oiseaux, soupgonnée par Osborne (1899),et isclée en 1944
par Schade et Caroline en tant que protéine fixant le fer.

- La lactotraensferrine (lactoferrine), présente dens le lait
de mammiferes ainsi que dons de nombreux autres liquides de se-
crétion , o été isolée & partir du lait de femme per Montreuil et
Mullet( 1960); Montreuil et ©1.(1960), et por Johansson( 1960).



TABLEAU 1

REPARTITION DU FER DANS

HUMAIN ADULTE

L "DAGANISME

COMPOSES RENFERMANT DU FER

FER ( % DU
NOM NATURE FER (G) TOTAL) FONCTION
HEMOGLOBINE PROTEINE 2,6 65,9 TRANSPORT DE
HEMINIQUE L’OXYGENE DANS
LE SANG
MYOGLOBINE PROTEINE 0,13 3,3 STOCKAGE DE
HEMINIQUE L"OXYGENE DANS
LE MUSCLE
. 3+
FERRITINE Fe - PROTEINE 0,52 13,2 STOCKAGE DU FER
DANS LA PLUPART
DES CELLULES
HEMOSIDERINE Fe - PROTEINE 0,48 12,1 STOCKAGE DE
L"EXCES DE FER
3+
TRANGSFERRINE Fe - PROTEINE 0, 006 0,15 TRANGPORT DU
FER
ENZYMES PROTEINES
HEMINIQUES ET G, 01 0,25 OXYDATION, AUTRES
NON HEMINIQUES ENZYMES
NON IDENTIFIES POUR LA PLUPART 0,2 S PROBABLEMENT DES
DES PROTEINES ENZYMES OU DES
PROTEINES UTILES
TOTAL 3,95 99,9




Les transferrines possedent en commun un certein nombre da
propriétés:

- ce sont des glycoprotéines monocaténaires de masse moléculaire
voisine de 80 kDae (kilo Dalton }

- elles fixent réversiblement deux ions Fe+++ sur deux sites
specifiques par l’intermédiaeire d’un ion bicarbonate pour chaque
site , en développont une coloration rose saumon dont le maximum
d’absorption se situe & 465 nm ;

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

~ 8lles présentent de nombreuses homologies dans leur structure
primaire ;

- elles assurent le transport du fer Jusqu’a une cellule-cible
en reconnaisant un récepteur spécifique ;

- elles possedent une activité bactériostatique.

De nombreuses revues générales ont été consecrées ces dernieéres
années 38 la structure et 8 la fonction des tronsferrines (Aisen
et Listowski,1980; Morgan,1981; Chasteen, 1983a; Montreuil et ol.,
1985; Brock, 1985) décrivent en détail les aspects concernant la
syntheése, le catebolisme, les problémes cliniques et l’activite
bactériostatique de toutes les classes de traensferrine.

Dans la premiere partie de ces généralités nous développerons
l’essentiel des connaissances se rapportaent &8 la structure et 1la
conformation des parties protéique et glycannique et des sites de
fixation du fer de la sérotransferrine , bien que la plupaert des
connaissances aient été acquises par comparaison des trois
classes de la famille des transferrines.

Dans la deuxiéme partie se rapportant & la fonction bioclogique
nous nous intéresserons essentiellement & l1’interaction de la
sérotransferrine avec ses cellules-cibles.



LOCALISATION DE LA SEROTRANSFERRINE

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’espece (Regoeczi et Hatton, 1980) et
tournent autour de 2,5 a 3,5 g/l , & l’exception du Chien et du
Cochon d’Inde, chez qui elles sont plus élevées. Chez 1’Homme, la
concentration moyenne est de 1l’ordre de 3 g/l , mais peut varier
suivent les individus de 2 & plus de 4 g/1l.

Le toux de sérotransferrine est légérement plus élevé chez les
femmes, environ 8 % , que chez les hommes et ne varie pas en fonc
~tion de 1’dge (Herbeth et ©1.,1983),le taux normal étant atteint
dés 1'dge de deux ans (Bonnet et 81.,1978). Chez le nouveau-né la
concentration en sérotransferrine ne représente que 58 % & 21 %
de celle de 1'adulte , et chez la femme enceinte elle augmente
considérablement de 37 & 70 % (Vahlquist et al., 1975).

Le . taux de sérotransferrine diminue d’environ 17 % dans les
cas de cirrhose alcoolique (Nalpas et 8l1.,1980 ; Teppo et Maury,
1983) ce gqui donne une valeur moyenne d’environ 2,5 g/l. Cette
diminution est sans doute due & une inhibition de la synthése de
la transferrine par 1l’éthanol qui s‘’est transformé en scétaldéhy-
de dans 1l’'hépatocyte (lLieber,1980), et & une inhibition de la se-
crétion de la transferrine et des autres glycoprotéines plasmati-
gues ( Sorell et 8l1.,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.BYNTHEBE ET CATABOLIGME DE LA SBEROTRANBFERRINE

Le taux de rencuvellement de la sérotransferrine est de 10 %
par Jjour et sa demi-vie de 8 jours, alors que le "turn-over" du
fer est de 100 minutes . La plus grande pertie de la sérotranfer-
rine est synthétisée per le foie (Morgan, 19818) meis de nombreux
tissus sont aussi cepables de la synthétiser , tels que la rate
(Phillips et Thorbecke, 1966),le macrophage péritonéal (Heurani et
al.,1973; Custer et al.,1982), les cellules de le glande mammaire
(Morgan, 1981 a),les cellules de Sertoli (Skinner et ol.,1984),le
muscle,les lymphocytes et le cerveau (Levin et 2l1.,1984). Le foie
est aussi le site majeur du catabolisme de la sérotrensferrine
cependant Morell et 01.,(1971) ont constaté que la sérotransfer-
rine présentait un ces particulier dans l’élimination des asialo-
glycoprotéines circulantes.Cette question sers ebordée dans 1’in-
teraction avec les hépatocytes. La revue générale de Morgan
(1981 a) décrit en détail les synthése et le catabolisme de la sé-
rotransferrine.



SETRUCTURE ET CONFORMATION DE LA PARTIE PROTEIQUE

DES SEROTRANSFERRINES

I STRUCTURE PRIMAIRE DES SEROTRANBFERRINES
A. Masse moléculaire

L’échelle des masses moléculaires des sérotrensferrines de dif-
férentes especes, citées dans la littérature, s’étale de 41 a 94
kDa (Bobek et al.,1983). Les valeurs les plus récentes sont com-
prises entre 74 et 80 kDa. Ces valeurs ont été déterminées pour

la plupart per des méthodes physiques qui ne permettent d’obtenir
que des masses apparentes.

A 1l'heure asctuelle, la conneissance de la séquence peptidique
complate de certaines trensferrines permet de celculer une valeur
beaucoup plus exacte de leur masse moléculaire . Ainsi le masse
moléculaire calculée de la sérotransferrine humaine, qul est
constituée d’une saule chaine peptidique de 679 résidus d’acides
aminés et de deux glycannes biantennés est de 79,570 kDa (Mc
GilliVray et al., 1983).

B. B8équenca peptlidique des sérotransfarrines

1. Sérotransferrine humaine.

‘"La déterminetion de la séquence peptidique de la sérotransfer-
rine humeine, par coupure des liaisons méthionyles au bromure de

cyanogéne, a été entreprise en 1967 par Jeppson , par GSutton et
Brew en 1974 et par Charet en 1975. La structure définitive a
été réalisée per Mac Gillivray et al. (1982 , 1983) et est donnée

dans la Fig. 1, p.6 . Cette structure a été confirmée par 1l’étude
de la séquence d’un mANA de foie humain, responsable de la synth-
ése de la sérotransferrine, isolé par Uzan et al.(1984) et codant
pour les résidus 403 & 679 ,et la séquence du cDNA (Yang et al.
1984) . Les différences entre ces deux séquences sont mineures et
portent sur la transformation des résidus Asn 417 en Asp, Glu
512 et 653 en Gln, Pro 539 en Thr 542 en Pro et Glu 672 en Gly.
Les structures des deux autres transferrines séquencées ont été
mises & titre de comparaison.

2. Autres sérotransferrines

Trés peu d’études ont été réelisées sur les autres sérotrans-
ferrines)les seuls résultats cités dans la littérature concernent
les séquences N-terminales de différentes sérotrensferrines , et
les séquences peptidiques au voisinege du point d‘attache des
glycannes, qui sont rassemblées dans le Tableau II, p.?7.

Les séquences N-terminales des différentes sérotransferrines
présentent wune trés grande homologie , tant dans la nature que
dans la position des acides aminés. lLes séquences au voisinage du
point d’attache ne montrent pes 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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TABLEAU II

Séquences peptidiques N-terminales,
des sérotransferrines de plusieurs

d’attache des glycanne

-

et au voisinage du point

3
- éspéces animales ’
CRIGINE SEQUENCE PEPTIDIQUE o Références
N - Terminale
HOMME Val| -|Pro| - Asp -|Lys Thri-|Vall- Arg -|Trp|{-|Cys Mec Gillivrey et el. (1982, 1983)
LAPIN Val} - Thr -|Glu}-|Lys Thri{-i{Val|- Asn -|Trp|-|Cys Hezaphy et Williams (1982)
RAT Val -{Pro] - Asp =-]Lys Thr|-|Val|- Lys -iTrp{-|Cys Schreiber et al. (1979)
PORC Val] -|Pro —[E::—— Lys Thr Grahem et Williams (1975)
MOUTON Ser - |[Pro} - |Glu]-jLys Thri{-]Vael|-|Argi-|Trp Guerin et el. (1978)
BOEUF Asp -|Pro -1Glu]- Arg Thr|{-{Val|-]Arg Brocket agl. (1930)
au voisinage du point d’attache

TYPE A.
HOMME Asn (CHO) - Lys - Ser Asp - Asn - Cys
PORC Asn (CHQ) - Arg - Ser Leu = Thr - Val

TYPE B. Graham et Williams (1975)
HOMME Asn (CHO)} - Val - Thr Asp - Cys - Ser
POAC Asn (CHO) - Ser - Ser - Ser - Ala - Phe
BOEUF Asn (CHQO) - Ser - Ser Leu = Gln - Thr




C. Homologles des séquences peptidiques das
transferrines

Lo 'superposition des moitiés N et C-terminales de chaque

transferrine montre de grandes homologies de séquence , 41 % dans
la sérotrensferrine humeine, 37 % dans la lactotransferrine hu-
maine et 33 % dans l’ovotransferrine de poule. Mc Gillivray et
Brew deés 1975, avaeient remarqué une grande homologie interne des
séquences des deux parties de la chalne peptidique de 1la séro-
transferrine humaine, et avaient émis 1l’hypothése de la dupli-
ceation d'un geéne ancestral, responsable de la synthese de 1la
protéine. Au vu des nouveaux résultats concernant la structure
primaoire de la sérotrensferrine, Mac Gillvrey et al., en 19727,

suggéraient 1’hypothése d’une quadruplication du géne ancestral.
D. Emplacement des ponts disulfures

Aucune des transferrines séquencées n’a montré 1'existence
de résidus de cystéine, excluant donc la présence de groupements
thiols libres. La connaissance de le position des ponts disulfures

est indispensable & la compréhension de la conformation de 1la
protéine.

LLa position des ponts disulfures de la sérotransferrine hu-
maine n‘a pu étre réelisée que par l’étude comperée 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 daens le moitié N-terminale, nu-
mérotés de 1 N &8 6 N, et 9 dans la partie C-terminale, numérotés
de 1 C &8 9 C. Ls position hypothétique des ponts de la partie C-

terminale daété réalisée par analogie entre les moitiés N- et C-
terminaeles.

La méme numérotation a été reprise pour le sérotransferrine,
qui posséde le plus grand nombre de ponts disulfures , 19 dont 6
seulement ont pu étre locelisés avec certitude (Maec Gillivreay et
al.,1983). La position des autres ponts a été déterminée per ane-
logie avec les deux autres tronsferrines . Sur les quatres ponts
supplémentaires par rapports & l’ovotransferrine (3 par rapport a
la lactotransferrine), il en existe deux dans la partie N-termin-

ale : le 10 N et 1le 11 N, et deux dans la partie C-terminale le
12 C et 1le 13 C.

La position des ponts disulfures de la sérotransferrine est
montrée dans la Fig 2, p.9 . sur un modele en ficelle inspiré de
Williams et al.(1982) pour l’ovotransferrine.lLes ponts 1 & 6 sont
trés 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 pertie 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 le partie N-
terminale. La disposition des ponts disulfures sur les parties N-
et C-terminales indique clairement gue la sérotransferrine est
constituée de deux domaines indépendants . Les preuves cristallo-
grephiques et chimiques de 1l‘existence des deux domaines seront
developpées dans le paragraphe conformation.



Figure 2 : Représentation de la molécule de sérotransferrine
humaine selon un modeéle "en ficelle" inspiré de Williams et
2l.(1982) montrant l’existence des deux domasines,le position
des ponts disulfures et la position des glycennes

fo | : ponts disulfures communs AuUX trois transferrines
séquencées

ww : ponts disulfures supplémentaires de la sérotrensferrine

'CHO' : Emplocement des glycannes.
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E. Emplacement des glycannes des sérotrensferrines.
Dans la sérotransferrine 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
tres pres l’un de 1l'autre dens l’espace. Cette localisation rap-
prochée pourrait expliquer la grande résistance de la partie C-
termineale 8 la protéolyse,par la surface couverte poar les glycan-
nes. Ce point sera discuté plus en détail p.19.

Les séquences des acides aminés au voisinage du point d’eattache
des glycannes de diverses transferrines sont différentes comme le
montre le Tableau II, p. 7?7 . Graham et Williams (1975) ont classé
ces séquences en deux types, suivant la nature du reésidu en posi-
tion X dans la séguence Asn(CHO)-X-Thr/ser: le type A posséde un
acide aminé besique , et le type B un acide aminé aliphatique.

F. Polymorphisme des transferrines

1. Polymorphisme de 1 sérotransferrine humaine

Le polymorphisme de la sérotransferrine humaine a été mis en
évidence par Smithies (1957) per électrophorése 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 certoains
sérums une bande supplémenteire, de migration plus rapide ( bande
B), ou plus lente ( bende D ) toutes deux identifiées & lo séro-
transferrine. Chacune de ces bandes B et D présente, en outre,
des variations de mobilite. On connait environ 22 variants géné-
tiques de la sérotrensferrine humsaine. Tous ces varisnts fixent
deux atomes de fer, présentent les mémes réactions immunologiques
et possédent une teneur en acide sialique identique sinsi que la
méme constante de sédimentation.

La forme la plus commune est le sérotransferrine C trouvée dans

chaque populetion commme le 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 le position exacte a
été déterminée par Mac Gillivray et al. 1983). La séquence pepti-
dique de la partie C-terminale , déduite de la séquence du cDNA
(Uzan et a8l1.,1984) montre trois différences avec la séquence de
Mac Gillivrey : Pro (539), Thr (542), et Gly (672) qui pourraient
étre attribuées au polymorphisme de la sérotransferrine.

Aucune étude n’'ae été réslisée sur la partie glycannique de ces
variants génétiques a8 l’'exeption des acides sialiques.

2. Polymorphisme des autres sérotrensferrines
animales.

Des études ont été réslisées sur les variations génétiques des
sérotransferrines dans d’autres espéces de vertébrés, essentiel-
lement chez les Primates, ou plusieurs formes de transferrines
ont été mises en évidence (Wang et al.,1966) .11 semblerait que ce
polymorphisme se retrouve dans d’autres especes, par exemple chez
les Bovins le sérotransferrine présente une hétérogénéité électro
phorétique (Ashton, 1958) .qui ne provient pas de lea partie glycan-
nique (Hatton et al., 1977) .Des variants génétiques ont aussi
été mis en évidence dans la sérotransferrine de Cheval(Glesnak et
Jarolimova, 1980;Chung et Mc Kenzie, 1985)
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II. CONFORMATION DE LA SEROTRANSFERRINE

A, Dimensions de la sérotransferrine

Les mesures, effectuées en diffusion de neutrons par Mortel et
el.(1980), présentent la sérotransferrine humaine comme un ellip-

solde de révolution dont le dimension des demi-axes est de 46,6«
46,6 x 15,8 R et le volume de 144 x 45 x 10 R

L’étude des poarametres hydrodynamiques de la molécule , par
Rosseneu-Mortreff et aol., (19721) , montre que le rapport des axes
varie en fonction de le sotursation en fer , passant de 3 pour la
forme apo a8 2 pour la forme saturée.

B. Structure secondeire de la sérotransferrine.

Le sérotransferrine humaine posséde 17 &8 21 % d’'hélice o (Nagy
et o01.,1972;Tomimatsu et al.,1972;Ventura et al.,19723;Mazurier et
al.,1976) .Le toaux de structure B est plus imprécis et varie de 40
d 68 %, le reste étant constitué de structure nomn organisée.

La fixation du métal n’‘entraine pas de variation de le struc-
ture secondaire de la chaine protéique dans la sérotrensferrine.

C. Btructure tertisire de lo sérotransferrine .

Les homologies de séquences entre les moitiés N- et C-termina-
les et 1o disposition des ponts disulfures des transferrines ont
fait suggérer & de nombreux auteurs l’existence de deux domaines
structuraux indépendants dans les transferrines La mise en évi-
dence de ces deux domaines s’est effectuée par deux voies diffé-
rentes:les études de cristallogrephie aux rayons X et l'isolement
de fragments aprés protéolyse ménagée.

1. Données cristallographiques

ta sérotransferrine de Lapin est la premiére treansferrine 2
avoir été cristallisée et les perametres cristellographiques de
la protéine saturée en fer ont été déterminés par Al Hilal et al.
(1976), puis per Gorinsky et al.,(1979). Ces derniers auteurs ont
construit un modele moléculaire {Fig. 3, p. 12 ) selon lequel 1la

glycoprotéine aurait les dimensions suiventes : 95 x 60 x 50 AR et
apparaitrait nettement constituée de deux parties de volume sen-
siblement identique . Chacun de ces lobes , dont les axes forment

entre eux un angle de 30 °, est creusé d’une cavité tournée vers
l’axe de symétrie de la molécule.

Abola et o1.(1982) ont aussi réalisé des études aux rayons X de
l1’ovotransferrine de Poule, 8 5 & de résolution, et confirmé wune
structure bilobsle, comme pour la sérotranferrine de Lapin, avec
deux domaines indépendants oppareissent comme une région globu-
laire. Un des sites de fixation du fer serait situé pres de 1la
surface de la protéine.

2. Isolement des domasines structuraux des
transferrines

Le premier isolement d’'un fragment fixent le fer , de 35 kDa,
dérivé de la moitié N-terminale de 1‘ovotrensferrine de Poule sa-
turée en fer & 30 %, o été réalisé par Williams (1974) par hydro-
lyse trypsique et chymotrypsique . L’'hydrolyse paer la subtilisine



Figure 3 : Modele moléculaire de la sérotrensferrine de Lepin
construit per Gorinsky et al. (1979) d’apreés les
données cristallogreaphiques.
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de 1l’ovotransferrine diferrique, a amené Williams (1975) & isoler
un autre fragment fixent le fer, de 35 kDa, provenant cette fois-
ci, de la moitié C-terminale L’isolement simultané des domaines
de l’ovotransferrine de Poule & été réalisé par Keung et al(1982)

en utilisant ls subtilisine immobilisée. Les deux fragments ainsi
obtenus ont une masse moléculeire de 40 kDa.

Ces expérimentations ont été étendues & 1la sérotransferrine
humaine. Evans et Williaems en 1978, par hydrolyse trypsique de la
sérotransferrine saturée en fer &8 30 %, soit sur le site N-termi-
nal, soit sur le site C-terminael , obtiennent respectivement deux
fragments de 36 kDa et 43 kDa.lLineback-Zins et Brew (1980) ne li-

berent par lo thermolysine, que la partie N-terminale de la séro-
transferrine humaine diferrigue.

Les deux lobes de la sérotransferrine bovine ont été obtenus

par Brock et Arzabe (1976 a,b) per hydrolyse trypsique : 32 et 36
kDae pour les parties N- et C-terminsles.

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

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

On peut dire en conclusion, que la présence d’une grande homo-
logie.de séquence entre les moitiés N- et C-terminsles des trans-

ferrines, et la localisation des ponts disulfures , associées aux
données cristallographiques et 8 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
GLYCANNIGUE DES TRANSFERRINES

I. STRUCTURE COVALENTE DES GLYCANNES

A. Btructure des glycennes de la sérotransferrine

La nature glycoprotéinique de la sérotrensferrine humaine a
été reconnue par Schultze et al.(1958). Deux glycannes liés a la
protéine par une lieison du type N-(B aspartyl)-N-acétyl-gluco-
saminyl-aminique ont été identifiés par Spik et al.(1965).

Les glycannes de la sérotransferrine humaine sont de type N-
acétyl lactosaminique et peuvent étre biantennés, ( Spik et al.,
1974 a,b ; Montreuil, 1975 ; Montreuil et Spik, 1975 ; Dorland et
al., 1977) ou triantennés (Debruyne et a@l., 1984 ; Spik et al.,
1985) . La présence d’un glycanne de structure tétresntennée o été
envisagée par Marz et al. (1982), puis identifié per Spik et al.
{1985) dans une proportion de 1l’ordre de 5 %.

La structure de ces glycannes est donnée dens le Fig. 4 p. 15

B. 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 mammiféres, et
montre qu‘il existe un grand déseccord sur le nombre de glycennes
de chaque sérotransferrine, d& en partie & la non homogénéité
des fractions étudiées. Dés 1974, Hatton et al., avaient postule
gue les sérotransferrines de Boeuf, de Porc, de Lepin et et de
Chien ne contenaient qu’un seul glycanne par opposition aux séro-
transferrines d‘’Homme et de Babouin gqui en renfermaient deux.

Les travaux récents de Codeville (1987) résalisés au Laboratoi-

re montrent gque 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 en "Y"

La premiére imege d‘un glycanne a été donnée par Montreuil
(1975) apreées construction du modéle moléculasire du glycanne biaen-
tenné de la sérotransferrine humaine.

La conformation en "Y" fut proposée pour tenir compte des ponts
hydrogénes qui la stabilisent.
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NcuAc(02-6)§a1(81-4)GlcNAc(BI—Z)Man(al-6)

////,Man(81—4)GlcNAc(Bl—d)GlcNAc(Bl)Asn
NeuAc (62-6) Gal (Bl-4)GleNac (B1-2) Man (al- 3)

NeuAc (02-6)Gal (B1-4) GLcNAc(B1-2) Man(al-G)
j:::>Man(Bl-ﬂ)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(Gl)Asn
teuAc (02-6) Gal (B1-4) GleNAc (B1-2) Man(xi-3)

NeuAc(02-3)Gal(B1l-4)GleNAc(B1-4)

NeuAc (42-3)Gal (B1-4) GleNAc(B1-6)
MeuAc (02-6) Gal (B1-4)GleNAc(B1~2) Man (41-6)

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

N/

NeuAc (62-6)Gal (B1-4)GLeNAc (B1-2) Man (&i~3)

Gal(B1-4)GLcNAc(Bi-6)

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

////,Man(Bl-d)clcNAc(Bx—d)clcNAc(Bx)Asn

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

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

Figure 4 : Structure des glyconnes de lo sérotransferrine humaine

(Spick et al., 1973 ; 1974 ; 1975 ; 1982 ; 1985
Dorland et al., 1977; Marz et al.,1982)).
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TABLEAU [ [ ]I- coMPOSITION MOLAIRE EN GLUCIDES DES SEROTRANSFERRINES

DE DIFFERENTES ESPECES

DE VERTEBRES

MONOSACCHARIDES BOEUF PORC CHEVAL POULET LAPIN HOMME
(a) (b) (c) {a) (b) {a) (d) (a) (e)
Gal 2 6,2 2 8 3,1 6 3,5 5 4
1
Man 3 7,2 3 9 4,3 4 1,8 4 6 ?‘
GlcNac 3,4 8,8 3,3 14 5,6 9 5,7 5-6 8
Neu-Ac 2 2 2 et 3 7,8 2 4 1,7 4 3 0u 4
Fuc 1 2 0,13 3,4 1 2 1 2
NOMBRE. DE GROUPEMENTS
GLYCANNIQUES EMIS EN 1 2 1 4 t 2 1 2 2
HYPOTHESE PAR LES AUTEURS

(a)
{b)
(c)
(d)
(e)

HUDSON ET AL., 1973

GRAHAM ET WILLIAMS 1975
HATTON, REGOECZI ET WAUR, 1977
WILLIAMS

SPIK

N
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B. Conformatien an "T"

La conformation en "Y" a été modifiée, par la suite, afin de
tenir compte des résultats obtenus par diffraction des rayons X
sur des cristoux de trisaccharide Man (o 1,3) Man (B 1,4) GlcNac

(Warin et al., 1979) et ls conformation en "T" a été proposée par
Montreuil et al. (1978) et Montreuil (1980 &). Dans cette confor-
mation , 1l’entenne en (a 1-3) serait disposée perpendiculairement

d l‘antenne branchée en (o 1-6).

C. Conformation en "oiseau"

La conformation en oiseau a été suggérée , plus tard , peor
Montreuil (1380 b, 1982, 1983) , Deisenhofer (1981), Bock et al.
(1982) et Sutton et Phillips (1983). Cette conformation est obte-
nue par une lorge rotationm de la branche autour de la lisison (ao-

1-86) du mannose, qui oblige les antennes a prendre deux direc-
tions opposées. Selon Douy et al. (1880 o, b) ces trois confor-
mations en "Y" , "T" et "oiseau 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 goalactose réeli-
sées par Davoust et al. (1981) et Michel (1981).

Cependant la conformation en "oiseau" est faovorisée gquend le
glycanne est 1ié & une chaine peptidique supérieure & 7 kDe ainsi
qu’a des concentrations plus élevées (Douy et al.,1980 a,b). Sur
la base de résultats non publiés de Persz et Warin, Montreuil
(1982, 1983) cite sussi cette conformstion comme étant énergéti-
quement la plus favoreble et stériquement possible.

D. Conformation en "aile brisée"
Dans cette conformation proposée par Montreuil (1984 a,b) sur

la base des résultats de Brisson et Carver (1983 a;b) et Meyer
{1983), 1la branche liée en (o 1-6) subit ume plus grande rotation

qui la rabat contre le noysu du glycanne. Cette derniere confor-
mation est fortement stebilisée dens le cas de la lactotransfer-
rine humaine, par la présence de quatre groupements méthyls hy-

drophobes (deux résidus de N-acétyl glucosemine et deux de fucose)
sur la branche liée en (o 1-6) qui deviennent ainsi confluents et
peuvent interagir avec des parties hydrophobes de la chaine pep-
tidique (Montreuil, 1984, a,b).

E. Conformation en "parapluis"

Sur les bases de lo conformation en "oiseau", Montreuil (1980b
,1982,1983) propose une structure en "pearapluie" pour le glycanne
portant des branches supplémenteires sur les mannoses (a 1-6) et
(a 1-3). Dans cette conformation toutes les antennes sont dispo-
sées perpendiculeirement dans le méme plan , et sont paralleles &
la surface de la protéine avec laquelle elles peuvent intereagir
par des lisisons ioniques ou hydrogenes.

La compareison des dimensions relatives des glycannes et de leo
partie protéique de la transferrine a été réslisée psar Montreuil
(1983). Le schéma de la Fig.5F (p.18) montre, qu’'’en comparant les
dimensions d’un glycanne biantenné possédant une conformetion en
"oiseau" = 55 x 24 x 5 & (Douy et ol., 1980 a , b) & celle de la
protéine (Gorinsky et al., 1979) pour la traensferrine de Lapin =
95 x 60 x 50 B , le glycanne couvre une surface de 200 &
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95 x 60 x 50 B , le glycanne couvre une surface de 200 &

Selon Montreuil (1983; 13984 a; b) le masquage importent de 1la
protéine par les glycannes , surtout dans les glycoprotéines pos-
sédant plusieurs glycennes de type polysntenné, expliguerait leur
résistance aux protéases, et leur faible antigénicité. En regar-
dant la position des deux glycannes de la sérotransferrine humai-
ne sur le modele de la Fig.2, p.9, nous constetons qu’ils sont
trés rapprochés, et doivent couvrir une surfece tres importante
du lobe C-terminal.

III. LES VARIANTS GLYCANNIQUES DES SEROTRANSFERRINES

A, Les variants glycanniques de la sérotransferrine
humaine

Nous avons vu précédemment que les deux glycannes sont 1liés
sur les osparagines 413 et 611 des domeines CD1 et CD3.

Spik et al.(1974) positionnent le glycanne triantenné sur le
deuxieme site de glycosylation. Ensuite, Hatton et al.(1979) mon-
trent que le glycanne triantenné peut se trouver soit sur le pre-
mier, soit sur le second site de glycosyletion. Ces mémes auteurs
isolent d’ailleurs deux veriants glycanniques triantennés de la
sérotransferrine humaine poar 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.

Bayard et Kerckaert (1980, 1981) et Kerckeert et Bayard (1982)
sur la base de résultats obtenus sur l’a-foetoprotéine et la tran
sferrine postulent que seuls des glycennes de structure identigue
peuvent étre présents sur une méme chaine polypeptidique.La séro-
transferrine humaine ne pourrait porter,dens ce cos que deux gly-
cannes biantennés ou deux glycannes triantennés par chaine.

Wong et al. (1978), ont séparé le sérotrensferrine humaine en
trois pics, por chromatographie d’affinité sur Con A - Sépharose.
Spik (1982), Debruyne (1983) et Debruyne et al.(1983, 1984) ont
réalisé la méme séparation et isolé trois fractions désignées pear
leur ordre d’élution

- Le pic I, non retenu par le lectine, représente 1,5 % du total
- Le pic II, retardé par la lectine, représente 23 % du totel.
- Le pic III, retenu paer la lectine, représente 75,5 % du total.

Ces fractions , analysées en électrophorése d’immuno-affinité
bidimensionnelle en présence de ConA, ont donné les mémes profils
que la chromatogrephie d’affinité. La nature des glycannes de ces
fractions et les proportions relatives de chacun d’entre eux ont
été déterminées d’aprés les résultats de méthylation. La fraction
ITI ne contient gque deux glycannes biantennés de type A. La frac-
tion II, renferme 40 % du glycanne bisntenné A, 25 % du glycenne
trieantenné B et 35 % du glycanne triantenné C. La freaction I con-
tient 25 % du glycanne triantenné B et 25 % du glycenne
triantenné C.

Il semble qu’il existe bien oau moins trois types de sérotrans-
ferrine portant respectivement: deux glycannes bisntennés,un gly-
canne biantenné et un glycenne triantenné , deux glycennes trian-
tennés. La présence de structure tétreantennée, trouvée per Marz
et al. (1982) et Spik et ol. (1985) suggere 1l'existence d‘un
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queatrieme type de sérotrensferrine.

Les données récentes , obtenues au Laboratoire , suggérent que
l’attachement de ces glycannes peut se faire indifféremment sur
les deux sites de glycosylation, ce qui porte & neuf, minimum, 1le
nombre de variants glycenniques de la sérotransferrine humaine,

en tenant compte wuniguement des glyvcannes bi- et triantennés
(Fig.6, p. 21 ).

B. Les variants glycanniques des autres transferrines
Le polymorphisme glycannique des sérotransferrines o été moins
étudié dans les outres especes animales, et essentiellement chez

le Boeuf, le Cheval, le Rat et le Souris.

Deux composants de la sérotransferrine de Rat se différencient

par leur comportement électrophorétique : un composant rapide,
plus acide,F (fast) et un composant lent,5 (slow)(Huebers et al.,
1976 ; Young et al., 1983) . Le composant F, longtemps soupgonné

d’étre un variant triantenné est en feit un variant biantenné

contenant un troisieme résidu d’acide sislique greffé sur 1la

GlcNAc de la brenche inférieure (Coddeville, 1987). Une faible

proportion de ces glycannes est fucosylée en (o1,8) sur la Glc-NAc
du point d’attache. Il existe aussi une hétérogenéité dans 1’ano-

merie des lieisons de ce variant possédant trois résidus d‘acide

sislique: NeuAc 1lié en (a2,3) sur un Gal 1ié (B1,3) de la branche

inférieure pour 1l’un des variants, et cette méme structure sur

les deux brenches pour 1l’asautre variant.

La transferrine de Souris isolée du sérum posséde un seul gly-
canne de structure biantennée classique alors que la transferrine
isolée du leit de Souris, possédant des propriétés immunologiques

communes & celle du sérum , posséde un résidu du fucose greffé en
(a 1,6) sur la glucosamine du point d’attache , comme la lacto-
transferrine de Souris (Leclercq et al., 1987).

Le sérotransferrine bovine ne possede qu‘un groupement glycan-
nique avec deux variants possedant respectivement deux et trois
résidus d’aecide sialique (Hatton et al., 19727).

La variation électrophorétique , constatée dans la sérostrans-
ferrine de Cheval (variants D et R) seraeit due & l’existence d’un
varient possédant un glycanne biantenné et d’un variant posse-

dant deux glycannes biantennés (Stretil et al., 1984) .Une hétéro-
supplémentaire a été trouvée au nivesu de la neture de l’acide
sialique : la présence d’acide N-acétyl,4-0-acétyl,neuraminique

(Coddeville, 1987).
C. Conclusion.

Si les variations glycanniques existent dans les sérotrans-
ferrines de nombreuses especes animales, 1’Homme semble actuelle-
ment étre la seule espece & possseder des varients glycannigues
triantennés.On peut se poser la question de la significetion bio-
logique de l’existence de tels variants dans 1lea sérotransferrine
humaine et de la modification de leur taux dans certoeains cas pa-
thologiques (Spik, 1982) . Nous allons tenter de répondre a cette
question dans la pertie réservée & nos travaux personnels.
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L L

variant I

L L L

variant II

L

variant III

Figure 6 : Les différents verients glycannigues probables de la
sérotraensferrine humaine.

[l] glycanne triantenné de type C.(branche supplémentaire liée
en (B1-6) sur le mannose( o1-6)

L#J glycanne trisntenné de type B (branche supplémentaire liée
en (B1-4 sur le maennose (al1-3)
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STRUCTURE ET CONFORMATION DES BITES
DE FIXATION DU FER

I. NATURE DES METAUX FIXES

Holmberg et Laurell (1947?) ont trouvé que la sérotransferrine
pouvait fixer le fer et le cuivre mais que l’affinité pour le fer
était beaucoup plus forte , tendis que le cuivre se fixait préfé-
rentiellement &8 la céruléoplasmine. Laurell et Ingelman (1947) et
Surgenor et al. (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 fixeit sous forme d’ion ferrique plut8t que
de maniére covalente et en développant une coloration rouge dont
le maximun d’'absorption est centré &8 465 nm . Fraenkel-Conrat et
Feeney (1950) ont obtenu des résultats simileires sur l’ovotrans-
ferrine notant que le cuivre est moins fortement fixé que le fer.
Ils ont aussi repporté que le complexe se formait plus repidement
en présence de bicarbonate et de citrate.

Aisen et ol. (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 transferrine fixe de nombreux autres métaux de

transition, ainsi que les lanthanides dont voici la liste : Cu++,
Zn++, Yo++, Cr+++, Mn++, Co+++, Ba+++, Hb+++, Er+++, Tb+++, Eu+++
Nd+++, Pr+++, Gd+++, (Windle et al., 1963; Luk, 1971; Aasa et

Aisen, 1968 ; Zweir, 1978 ; Teuwissen et al., 1972).

Lependant le fer reste le métal qui posséde le plus d’'affinité
pour les transferrines (Tan et al., 1969). La constante apparente
de fixation du Fe+++ & la sérotransferrine est (pour une pression
partielle de CO et un pH voisin de ceux du sang) de 1’ordre de
10 M (Jarrit et Cherlwood, 1976 ; Aisen et Leibman, 1972). Ces
derniers auteurs trouvent une constante de dissociation du fer de
la lactotransferrine 260 fois plus élevée que de lo sérotransfer-
rine ce qui suggererait que la premiére peut prélever le fer de
la seconde . Quand au fer ferreux (Fe++) il ne peut étre fixé
(Bates et al1.,1973).

La distance entre les deux sites de fixetion du métal wvarie
entre 2,5 et 4,3 nm suivent les auteurs (Meares et Ledbetter,1977
;0’Hara et al., 1981 ; Luk, 19721).

II LA FIXATION DU FER

A. Propriétés chimiques et géométrie du far

Le fer est un métal de transition. Sa formule électronique est
la suivante : 1ls? 2s? 2p® 3s’ 3p6 4s* 3d® . Les états d’oxydation
du fer en solution aqueuse sont le fer ferreux {(Fe++) quil a perdu
les deux électrons de la sous couche 4s et le fer ferrique (Fe+++)
qui @ perdu un électron supplémentaire de la sous couche 3d , et
posséde donc cinq électrons célibataires sur sa derniére couche
qui sont distribués selon les axes des cinq orbitales 3d.

e g
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Le fer ferrique est un acide de Lewis fort, qui accepte lss
électrons de donneurs pour former des liaisons de covalence, mais
il peut oaussi former une lieaison de coordinence par l’intermédisire
de son orbitele 4s libre . L’arrangement le plus courant du fer
ferrique est une forme hexacoordinée, possedant une géométrie oc-
taédrique, mais il est aussi trouvé sous une forme tétracoordinée
et tétraédrique {Castner et al., 1960}.

Le Fe+++,de rayon ionique 0,67 &, montre une tres grande affi-
nité pour les ligands & oxygéne tels que l’esau, les carboxylates,
les carbonates, les phosphates et les phénols. Le Fe++ plus gros,
0,83 B , possede une forte offinité pour de nombreux ligands plus
doux, par l’intermédieire de lisisons , tels que les tétrapyrro-
les et d’autres amines insaturées.

Le Fe+++ est virtuellement insoluble dans 1'eau distillée & pH

neutre ou basique, son Ks étant de 107" M a pH 7, tandis que le
Fe++ est soluble jusqu’ad une concentration de 0,1 M . Le Fe+++ ne
peut donc étre maintenu en solution , dans ces conditions , qu’en

déplagant les molécules d’eau coordinées au fer par des agents
chélateurs puissants.

B. Mécanisme de fixation et de libération du fer de la
sérotransferrine

Tous les métaux et lanthanides qui se fixent & la sérotrans-
ferrine nécessitent simulteanément la fixation d’un anion et la
libération de trois protons (Schade et al., 1949 ; Warner et Weber,
1952) .

1 - Neture de 1l’anion.
L’anion naturel est le carbonate ou le bicarbonate (Schlabach et
al.,1975). En effet, selon Chasteen (1977), tout anion, possédant
une formule du type R-CH({L)-COO ol L est donneur d’électrons peut

convenir.

2 - Mécanisme de fixation du fer

Bates, dans sa revue générale de 1982, a proposé un mécanisme
en cing étepes pour expligquer le transfert du fer des chélateurs
aux transferrines

1. Apo TF + HCO3 == Apo TF-CO;  + H*
*
2. Chel-Fe+++ == Chel-Fe+++

# - x .
3. Chel-Fe+++ + Apo TF-CO3 &= Chel-Fe+++-TF-C0O3

* - * -
4. Chel-Fe+++ ——TF~CO3 == Chel + Fe+++-TF-CO;
*
S. Fe+++-TF-COj3~ — Fe+++-TF-CO;

Chel,Apo TF et TF représentent respegctivement un chélateur,l’apo-
transferrine et la transferrine. Chel-Fe+++ et Fe+++-TF-C03 des
états activés ou le fer est partiellement exposé.Ce mécanisme est
schématisé dans la Fig. 7, p. 24

Dans le premiere étape, l’opotransferrine fixe réversiblement
le bicarbonate, la fixation de 1l’anion se faisant par l’intermé-
diaire d‘un pont hydrogéne avec un résidu d’acide aminé chargé po-
sitivement.
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Figure 7 : Représentation schématique du trensfert du Fe+++, des

chélateurs aux transferrines,d’apreées Bates (1982).
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La deuxieme étape représente la conversion du complexe Fe+++
-chélate en une forme activée ol le Fe+++ serait exposé Lorsque
le chelateur est le citrate, le complexe Fe+++(citrate), perd un
citrate, exposoant ainsi le Fe+++4 une attaque par le complexe apo
TF-CO0y~ Il y & alors compétition entre 1’apo TF-C03 et le citreate

en exés (Botes et al., 1967 a). La réaction en présence de nitri-
lotriacétate serait plus rapide, le complexe Fe+++ NTA étant té-
tracoordineé, les deux axes libres du fer seraient occupés par de

l’eau qui s’échange beaucoup plus repidement et faciliteroit
ainsi l’ettaque par 1l'apo TF-CO3. Ce mécanisme est impossible dans
le complexe Fe+++ EDTA, qui posséde six liaisons entre le fer et

le chélateur, 1l’échange est beaucoup plus lent (Bates et al., 1967
b}.

La troisieme etape est la formation du complexe gquaternaire.
Dans certains cas cependant,en présence de faibles concentrations
en bicarbonate,il se forme un complexe ternsire Fe+++-TF-Chel, ouU
le chélateur (NTA ou EDTA) prend la place du carbonate dans le
site de fixetion de 1'anion ( Aisen et al., 1967 ; Bates et al.,

1967 b ; Rogers et ol., 1977 ; Schlabach et Bates, 1975). Le ché-
lateur peut étre déplecé par le bicarbonate.

Cependant, quand la concentration en bicerbonate et suffisante
le véritable intermédiaire est le complexe quaternaire : Chel-
Fe+++ -TF-CO3 qui se forme en quelques secondes et qui dépend des
concentrations en Fe+++-Chel, apo TF et HCO5

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

La cinguieme étape représente le passage de la transferrine a
une conformation du site oU le fer n’'est plus exposé.

"Les étapes 3 , 4 et 5 ne pourraient effectivement s‘expliqguer
gque par un possible changement de conformation du site. Deux con-
formations étant possibles,la premiére, de type Apo TF est ouver-
te et permet 1l’sccession eau site,la deuxiéme est fermée et repré-
sente la forme saturée en fer . Cette hypothése 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 1’in-
termédieaire de chéleasteurs. L’étape limitante dans ce cas étant le
changement de conformation du site dans l1’étape 5 , permettant 17
accessibilité du fer aux chélateurs . Dans le transport intrecel-
lulaire du fer, l’abaissement du pH provogquerasit le changement de
conformation du site, et le Fe+++ serasit pris en charge par des
polyphosphates et plus particuliérement le pyrophosphate (Konopka
et Romslo, 1980; Cowart et ol., 1983) avant d’étre réduit psar une
oxydoréductase (Ulvik et Romslo, 1981; Thorstensen et Romslo, 1984).

C. Nature et localisation des ligands impliqués
dans la fixetion du métal

1 - Nature des ligands

Si tous les auteurs sont d’eccord sur la participetion des ré-
sidus d’histidine et de tyrosine et d’un ion bicarbonate,l’accord
est loin d’étre feit sur le nombre exact de chaque ligand.
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Le participaetion de le tyrosine fut suggérée initialement per
des différences en pH-titration entre l’apo et la ferritrens-
ferrine (Warner et Weber, 1954 ; Aasa et al.,1963; Aasa et Aisen,
1968), confirmée per iodination des tyrosines (Komatsu et Feeney
1967) ainsi que par utilisation du tétranitrométhane (Line et al.
,1967) . L’'analyse des spectres UV (Cannon et al.,1975; Woodworth

et Schade, 1961 ; Ten et al., 1969 ; Lehrer, 1969) ou de fluores-
cense (Luk,1971) des complexes métal-transferrine indique la par-—

ticipation de quetre résidus de tyrosine par molécule de trans-
ferrine, nombre confirmé par Phillips et Aisen (1972). Par contre
la nitretion donne un nombre plus élevé de résidus : &6 (Bezkoro-
vainy et Grohlich, 1972) ou 7 (Williams, 1982).

En plus des tyrosines, deux résidus d’histidine sont impliqués
dans cheque site de fixation du Fe+++ et du Cu++ (Aasa et al.,
1963 ; Windle et 81.,1963 ; Line et al., 1967). L’étude des spec-
tres APE de la sérotransferrine et de l’ovotransferrine saturées
en cuivre, fournit un résidu d’histidine sur chaque site (Aasa et
al.,1968 ; Zweier et Aisen, 1977). Cependant Rogers et al.,(1977)
aprés modificatlion chimique par le diéthyl-pyrocarbonate trouvent
quatre résidus impliqués dans la sérotransferrine et concluent qu’
il y en a deux par site . Par contre, Krysteva et ol., (1975}, en
utilisant le méme réactif ne détruisent qu’un seul site, pour le-
quel ils suggeéerent le perticipation de trois résidus d’histidine
dans le cas de la sérotrensferrine humaeine. Sur la base des spec-
tres RPE de la sérotransferrine saturée en Cu-63, Mazurier et al.
{1977) ne retrouvent qu’un seul oetome d’azote dans le site acces-
sible et trois ou queatre sur le site non accessible au diethyl-
pyrocarbonate.

Des études de fluorescence ont montré que les propriétés spec-
trales du tryptophane étaient affectées par la fixation du métal
(Ten et Woodworth, 1969 ; Lehrer, 1969 ; Tomimatsu et ol., 1973).
Les résultats suggerent la présence d’un résidu de tryptophane a
proximité du site cependant aucune liaison directe entre le métal
et le tryptophane n’a encore été démontrée.

L’arginine a8 été proposée comme ligand de l‘anion (Bates et
Schlabsach,1973; Rogers et 2l1l.,1977), la modification chimique sé-
lective de 1’arginine entreinant 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 1’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 molécule d’eau est située &8 2A du métal et une autre & 5SA.

Raymond et al., (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 du fer

De nombreux auteurs ont proposé une locelisation 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 déjd séquencées {Mac.Gillivray
et al., 1983; Chasteen, 1983 b; Montreuil et al., 1985).
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Aprés analyse des structures primaires et secondeires des trois
transferrines, conservées en position homologue, Montreuil et al.
(1985) ont construit le cage du fer et proposé les localisetions

suivantes pour les ligands : 3 paires de tyrosine (85-412, 95-426
et 188-517), 2 paires d’histidine (119-451, 249-585) et une paire
d’arginine (254-590).

La figure 8 (p.28) montre la position de ces ligands sur le mo-
déele inspiré de Williams (1982) .

3 - Discussion

Une ou deux histidine ? Deux ou trois tyrosines ? une arginine
ou wune lysine liant le bicarbonate ? une molécule d’eau ? Nous
constatons, d’aprés ce bref pasnorama, que l’accord est loin
d’étre réalisé sur la neture 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 é&tre 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 DU FER

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

Jusqu’en 1967,1la plupart des auteurs pensaient que les deux si-

tes de fixotion du métal étaient identiques . Fletcher et Huehns
(1967,1968), en posant en hypothése la non-équivalence biologique
des deux sites de la sérotransferrine, ont lancé toute une série

de recherches pour relier cette hypothése & une non-équivalence
physico-chimique.

Princiotto et Zapolski (1975) puis Lestas (1976), montrent que
la dissociation du métal de la sérotransferrine humaine est un
processus biphasique , le premier fer part &8 pH 5,8 (site acido-
labile et le second a8 pH 4,8 (site acido-stable). La sérotrans-
ferrine de Rat posséde le méme comportement mais le fer pert du
site acido-labile & pH 5,2 (Okada et al.,1978). Ce méme phénoméne
a été constaté pour la lactotransferrine humaine, en présence d’
ions phosphates et d’EDTA, le fer quitte le site acido-labile &
pH 6 et le site ecido-staeble & pH 4 (Mazurier et Spik, 1980). Par
contre , dans le ces de la sérotransferrine de Lapin , il n'a pas
été possible & Princiotto et Zapolski (1978) de différencier, par
protonation, les deux sites de fixation du fer.

Krysteva et al., (1975,1976) suggérent, grdce & des études par
modificetion chimique au diéthyl-pyrocarbonste, et par différence
de spectre UV en présence de perturbants, que 1l‘un des sites se-
rait situé 3 la surface de la protéine , alors que l'autre serait
enfoui, et moins accessible aux réactifs.

L’étude des spectres RPE de la sérotransferrine saturée en
cuivre (Aasa et Aisen, 1968; Mozurier et al., 1977; Zweier, 1978)
ou au vanadium ( Cannon et Chasteen, 1975; Harris, 1977; Chasteen
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Figure 8 : Locolisation des ligends susceptibles de fixer le fer
dans le sérotransferrine humaeine sur le modeéle inspiré de Willioms
(1982)

Acides ominés communs aux moitiés N et C-terminoles des trois
transferrines ;Y = Tyr; H = His; R = Arg; K = Lys; W = Trp

Ej Ligands du fer et de l’amion proposés par Montreuil et al.(1985)

ponts disulfures
as

HCOllocalisation des glycannes
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et al.,1977) montre qu’il existe deux signaux caractéristiques et
donc un environnement différent pour chacun des sites.

B. LLes différentes formes de saturation en fer de la
sérotransferrine

Aisen et al.(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-
terminel (Site B) (Tableau IV, p.30). Le fer possede plus d’affi-
nité pour la sérotransferrine 4 pH 7,4, qu’a pH 6,3, et pour le
site situé sur la partie C-terminele que sur la poertie N-termina-
le. Frieden et Aisen (1980) ont proposé un schéma (Fig.9, p.30)
pour expliquer les interconversions intra- ou inter-moléculaires
entre les différentes formes de transferrine. Les constantes k9 N
,kt C, ki N et k; C dépendent de lo tempérsture, du pH, de les fo-
rce ionique de le concentration en anion susceptible de former un
complexe ternaire. Les rapports k{ N/ky C et k; C/k7 N orientent
préférentiellement la fixation ou 1le départ du fer

de 1‘un des
deux sites.

Il est possible de séparer les quatre formes de traensferrine,
soit par électrophorése en gel de polyecrylamide en présence d’u-
rée (Makey et S5eal, 1976), soit par électrofocalisation (Van Eijk
et al., 1978) . Dans le serum, la forme de saturation meajeure est
la forme FeN-Tf dont le fer est sur le site acido-lebile (Leibman
et Aisen, 1979; Williams et Moreton, 1980; Marx et al., 1982).

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

Les études par éguilibre de dialyse (Beldwin et De Sousa, 1981;
Williems et Moreton ,1980; Williams et &81.,1982) ont montré 1‘im-
portance de la concentration en ions chlorures. Dans le sérum, la
présence de chlorures favorise la fixation du fer sur le site
N-terminal de le trensferrine,tendis que l1’élimination des sels
entraine la migration du fer ferrique du site N-terminal vers le

site C-terminal. Ce phénomene pourrait étre du & un changement de
conformation différent des deux sites.

Folat jar et Cheasteen (1982) montrent que la fixetion des chlo-
rures affecte les spectres RPE des transferrinmes monoferriques,
avec un changement plus important de le partie N-terminale,tandis
gque 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 1’hi-~
stidine,tandis que le chlorure affecterait non seulement 1’'histi-
dine meis aussi la lysine et l’'arginine (Chasteen et al.,1983).

Cette différence , dans le comportement des deux sites en pré-
sence de sels, est aussi observée dans l1’élimination du fer de la
transferrine par des chélateurs tels le citrate,le pyrophosphate,
le nitrilotriacétote et 1’EDTA (Baldwin et de Sousa,1981;Williams
et al.,1982 a). Des concentrations en NaCl variant de 0,1 a 1 M
accélérent le départ du fer du site C-terminal mais le retardent
& partir du site N-terminal. La présence de sel stabiliserait le
site N-terminal per rapport au site C-terminsal
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TABLEAU IV

Constantecs d'uassociation du fer

pour la sérotransferrine humainc

Fen-TE TE-Teg Fc2-TfE
Ka; pH 7,4 2,4.1019 4,7.1020 1040
Ka; pH 6,3 5 .10'8 = .1019 1038
>, Fen-Tf

> Ee(111)4-Tf

Figurc 9 : Schéma illustrant la formation dcs formes connucs dc
transfecrrinc fcerrique (Fricden ct Aiscn, 1980)

TL : Apotransfcrrinc

Fen-Tf : Transferrinec monoferriquc poss¢dant un ion ferrique
sur lc sitc N terminal (acido-labilc).

Tf-Fec : Transfcrrinc monofcrrique possédant un ion ferrique
sur lc site C terminal (acido-stable).

Fe-Tf : Fen-Tf-Feg : Transferrine diferrique possédant dcux
ions ferriqucs sur chacun dcs sites.
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D. Différence de conformation entre les formes apo et
saturée en fer des transferrines

1. Stabilité & la dénaturation

Les premiéres études ont montré que les apotransferrines et les
ferritransferrines différaient dans leur solubilité dans 1’alcool
a8 40 %, et aussi dans leur résistance & lo 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; Glezer et Mac Kenzie, 1963;
Spik et Montreuil,1966) .Le stabilisation conférée par la fixation
du fer, envers la dénaturation par 1'urée et le chlorhydrate de

guanidine & aussi été prouvée par Bezkorovainy et Grohlich (1967)
et Krysteva et al.(1976).

2. Preuves physiques de la différence de
conformation

Kornfeld (1969) o trouvé par gel filtration sur Séphadex G-100
que la ferritransferrine était retardée par rapport & l’aspotrans-
ferrine. Ces résultats sont confirmés par Charlwood (1971).

Les études de sédimentation, de diffusion et de viscosité, ont
montré que la sérotransferrine humaine possédait une forme plus

sphérique quend elle était saturée en fer , et que le rapport des
axes o/b de l'ellipsolde de révolution passait ainsi de 3 & 2
(Rosseneu-Motreff et al., 1971, Ces résultats sont cependant con-

troversés par les études de Bezkorovaeiny et Rafelson (1964) et de
Bezkorovainy {(1966) qui obtiennent des vasleurs inverses.Selon ces
derniers auteurs, la valeur d’'hydretation h décroit avec la fixa-
tion du fer, taendis que pour les premiers , elle asugmente de 0,6
a 0,7 g d’eou/g de protéine avec la saturation en fer.

3. Différence d’antigénicité entre les formes apo
et saturée en fer de la sérotransferrine

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

4. Preuves biologiques de la différence de
conformation

Des 1963, Jandl et Katz ont démontré que la sérotrensferrine
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 attechée aux réticulocytes que celle saturée & 50 %.

Dautry-Varsat et Lodish (1984) ont montré que l‘affinité de la
sérotrensferrine pour son récepteur variait, entre les formes apo
et seturée, en fonction du pH . Le sérotransferrine diferrique ne
se fixe au récepteur qu’sd un pH voisin de le neutralité , tandis
qu’d ce pH 1'apo sérotransferrine n’a aucune affinité pour son
récepteur. Inversement & un pH inférieur &8 5,5 c’est la forme oapo
gqui posséde le plus d’affinité pour le récepteur.

Cette différence d’'affinité pour les cellules entre les formes
apo et saturée de la sérotrensferrine sera plus déteillée dans le
chapitre réservé aux interactions sérotransferrine-cellules.
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FONCTIONE BIOLOGIQUEES DE LA SEROTRANSFERRINE

I Réle de la sérotransferrine dans le métabolisme du fer
Le sérotransferrine joue un role clef dans le métabolisme du
fer. Ce roéle est decrit plus en déteils dans les revues générales

de Lane( 1976), Hershko(1977) et Aisen et Brown(1977).

7. Rdle dans le trensport du fer

La sérotransferrine céde le fer préleve, dans les sites d’ab-
sorption (les cellules mugqueuses intestinmles), dans les sites de
réserve (le pasrenchyme hépatique) et dans les sites de catabolis-
me de 1l’hémoglobine (les cellules réticulo-endothéliales du foie,
de la rate et de la moelle osseuse), aux sites d’utilisation (es-
sentiellement la mo€lle osseuse) ou le fer est réclamé en grande
quantité pour la production d’hémoglobine lors du développement
des cellules de la lignée érythropoletique,mais aussi au placenta

chez la femme enceinte, et & toutes les sutres cellules de l‘or-
ganisme qui ont besoin de fer.

Le cycle du fer est représenté dons lea Fig.10(p.33).Le fer est
surtout wutilisé au niveau de la moelle osseuse pour 1l’érythro-
poiese. Le fer hémoglobinique représente 65 % du fer total chez
l1’Homme. La durée de vie des hématies est de 110 jours, les glo-
bules rouges sénescents sont oalors phagocytés par les macrophages
de. la moelle osseuse, du foie et de la rate, qui catabolisent
l’hémoglobine et le fer libéré est, soit capé par la sérotrans-
ferrine et réutilisé immédietment, soit stocké dans la ferritine
des cellules du systeéme réticulo-endothélial, soit stocké dans 1la
ferritine du parenchyme hépatique (hépatocytes) par 1l‘intermé-
diaire de la sérotransferrine.

Le foie constitue un organe important de réserve du fer (envi-
ron 1/3 des réserves totales de 1l’organisme). Le fer de réserve
se répartit pour 2/3 dans la ferritine, sous forme d’oxyhydroxyde
de fer [FeDOOH] 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 celuil de la ferritine
(Hershko,197?) . En fait les sidérosomes ne seraient que des lyso-

somes a fer, ou le ferritine est détruite , perd sa coquille pro-
téique, et les noyesux de ferritine contenant 1le fer sous forme
[FeBOH] constituent "1’hémosidérine amorphe" qui est insoluble

(Wixom et ol., 1980 ; Richter, 1983).

2. Rdle dans 1l'absorption intestinele du fer

Qutre ce rbéle de transport,la sérotrensferrine posséde un rdle
de régulation qui dépend de son taux de saturation en fer.lLe taux
d’absorption intestinal du fer est augmenté si le teux 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 & 2 mg chez
l1"Homme .Cette fuite est compensée par 1l1’absorption d’une quantité
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équivalente & partir du fer alimentaire resté disponible aprés la
digestion. Maelgré la faible guantité de fer mise en jeu,l’absence
d’une régulation de l’excrétion implique l’existence d‘une régu-

lation tres importente de l’absorption . Cette absorption a lieu
essentiellement dans la portion supérieure de l1’intestin gréle,
principalement au niveau du duodenum et du jejunum . Une mauvaise

régulation entreine des troubles graves comme l‘’hémocromatose id-
iopathique oU l’absorption du fer est accrue.De nombreuses revues
générales ont été consacrées & cette répulation (Forth et Rummel,
1973 ; Turnbull, 1974 ; Cattan, 1979; Refsum et al.,1980,1984) mais
elle est encore trés mal connue.

L’absorption intestinale du fer fait surtout intervenir 1’en-
térocyte (Linder et Munro, 197?), meis les macrophages villosi-
taires Jjoueraient également un réle important dans la régulation
(Catten, 1979 ; Refsum et al., 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 coptée (Powell et al.,1970). 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 , a4 1’heure actuelle, sur le type de
transferrine impliquée dans la fixation du fer sur la bordure en
brosse des entérocytes: soit la sérotransferrine (Huebers et al.,
1974 ; 1983 b ; Kiyoko et Yoschinari, 1982 ; Purves et al.,1984 ;
Refsum et Schreiner, 1984), solt la lactotransferrine (Cox et al.

19729 ; Yoshino et al., 1983 ; Mazurier et al., 1984). Cependant
les résultats récents de Parmley et al.,(1985) par 1l’utilisation
des anticorps monoclonaux OKTS9, infirmant l’existence de récep-

teurs de la sérotransferrine sur les microvillosités du duodenum,
ainsi que ceux de Bezwoda et al. (1986}, montrant 1’incapscité de
la gérotrensferrine humaine a stimuler 1l’absorption 1intestinale
du fer <chez des sujets achlorhydriques,suggérent que la séro-
transferrine ne Jjoue pas un réle physiologique dans 1l’absorption
du fer.

Les sels de fer, essentiellement les sels ferreux, Jouent éga-
lement un réle important dens la régulation de 1‘absorption du
fer en se fixant sur des sites de la membrane des villosités (Cox
et 0’Donnel, 1981 ; Marx et Aisen, 1981 ; Muir et al., 1983) .

3. Réle dans l’activité baectériostatique

La sérotrensferrine posseéde également une fonction trés impor-
tante, en complexant le fer, elle empéche le multiplication dans
l’organisme des agents infectieux pour lesquels ce métal est un
facteur indispengsable. Cette activité bactériostatique a été mise
en évidence, in vitro, des 1946 par Schede et Carocline.

En fait dans l’organisme, le mécanisme serait plus complexe et
ferait dintervenir une autre transferrine : la lactotrensferrine
(Van Snik et al.,1977 ; Spik et Montreuil, 1983; Sawatski et al.,
1983) . Ce mécaniame est schématisé dans la Fig.12, p. 36. Au con-
tact de la bactérie,les leucocytes mononuclées secrétent un agent
pyrogene qui active 1les leucocytes polynucléés en leur faisant
synthétiser la 1lactotransferrine qui, relarguée dans le milieu,
peut désaturer la sérotransferrine plasmatique dans les condi-
tions de pH oclde oau voisinage des leucocytes activés. Elle
emméne ensuite le fer dans les macrophages du systéme réticulo-
endothélial oUu il est stocké dans la ferritine. Ce processus doit
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du fer proposé par Refsum et Schreiner en 1984

incorporetion du fer endogene dans les cellules de la crypte
incorporation du fer et transport & travers l’entérocyte ;
incorporation du fer 1lié & lo ferritine dens les mocrophsges
absorption repide dans le song (fer 1ié & loe sérotrensfer-
rine)

absorption retardée deans le sang (fer lié & le sérotransfer-
rine)

excrétion du fer nouvellement absorbé, en exces, a travers
les cellules & mucus (fer 1lié & la ferritine)

excrétion du fer en excés de 1’orgenisme via les macrophages
puis les cellules & mucus.
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étre tres ropide en raison de la demi-vie trés breve de la lacto-
transferrine dans le sang. La bactérie est & nouveau privée du
fer, essentiel & sa croissance, par la sérotransferrine, bien
qu’il y eit compétition entre celle-ci et les sidérophores bacté-
riens qui sont cepables de fixer fortement le fer & pH acide.

IXI. INCORPORATION CELLULAIRE DU FER
DE LA SEROTRANSFERRINE

La sérotransferrine transporte le fer & travers tout 1’orga-
nisme pour le répartir entre les différents tissus. Elle est donc
capable de prélever et de céder le métal & plusieurs types de
cellules, ce qui implique l’existence de récepteurs spécifiques
de la transferrine, situés & la surface des cellules ou s’effectue
le transfert.

Il est couramment admis que le processus d’incorporetion du
fer peut étre décomposé en guatre étapes

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

(2) Internalisation du complexe récepteur-sérotransferrine

(3) Libération du fer de la sérotransferrine

(4) Détoechemant de 1l'apo-sérotransferrine de la cellule
Nous verrons que l’étape (2) est encore controversée.

A. LE RECEPTEUR MEMBRANAIRE DE LA SEROTRANSFERRINE

1. Historique de lo mise en évidence d’un récepteur
membranaire

L’incorporation du fer peor les réticulocytes a été mis en évi-
dence en 1949 par Walsh et a1.(1949) qui ont montré que ces cel-
lules étaient cepebles d’absorber le fer du milieu comme les cel-
lules de la moélle osseuse. Mais c’est Jandl et al. en 1959 puis
en 1963 qui ont révélé la participation de le sérotransferrine
dans ce processus de fixation du fer. 1Ils ont montré que lo
transferrine pouvait donner son fer aux réticulocytes et non aux
érythrocytes matures et que ce n’éteait pas dd & un phénoméne de
simple diffusion mais & l’'attachement spécifique de la transfer-
rine 8 la surfece du réticulocyte. En effet, ni loa sérum albumine

ni 1les immunoglobines ne se fixent sur 1les réticulocytes, et,
quand ceux-ci ~sont traites & la trypsine, ils sont incapables
d‘incorporer le fer de 1la transferrine. Ils ont ainsi conclu &

l’existence d’un récepteur de la sérotransferrine a la surface du
réticulocyte, ce récepteur étant spécifique de le 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 1973, avec
l’utilisetion de détergents solubilisant les protéines membranai-
res. Garett et al. (1973) ont montré que 1la sérotransferrine se
fixait au surnageant de réticulocytes traités au détergent et ont
isolé des complexes dont la masse moléculaire apparente variait
de 350 kDa & 700 kDa suivant le nature du détergent employé.

Depuis cette date de nombreux sutesurs ont isolé, per solubili-
sation des membrenes de réticulocyte,des complexes dont la masse
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moléculeire varie de 123 kDa & 700 kDe , ce qui donne pour le ré-
cepteur une masse variant de 30 kDa & 200 kDa. Cette groande hété-
rogénéité des résultats est due aux techniques utilisées pour

isoler- le complexe et pour en mesurer soe masse. La plupart des
auteurs utilisent le tamisage moléculaeire en présence de déter-
gents, or ceux—-ci se fixent sur les protéines et peuvent en aug-

menter considéroablement le rayon de Stokes (Hu et Aisen, 1978) ou
former des agrégats résultant de 1l’sssociation de plusieurs ré-
cepteurs et de plusieurs transferrines (Light,1977) , ceci expli-
quant les masses moleculaires élevées. D’un autre cété la rupture
des cellules libére les enzymes protéolytiques contenues dans les
lysosomes, et & cette époque, trés peu d’auteurs utilisaient des
inhibiteurs de protéases , ce qui expliquerait les faibles masses
observées pour le récepteur, celui-ci aureit été dégradé par pro-
téolyse au cours du fractionnement.

Le coup d’arrét a4 ces études d’isolement, par des meéethodes
chromatogrephiques, du récepteur réticulocytsire de la sérotrans-
ferrine par solubilisation des membranes, & été donné par Enns et

Sussman en 1981, gui ont montré de grandes similitudes entre les
récepteurs de la sérotransferrine des réticulocytes et du pla-
centa, chez 1’Homme, et per Newmon et al. (1982), qui ont montré
l’identité du récepteur des normoblastes (précurseurs des éryth-
rocytes) et du récepteur commun eux cellules en proliferation,
par wutilisetion de l’anticorps monoclonesl OKT 9, ainsi que par
Frazier et al., 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 méme que sur les cellules se divisant acti-
vement (placenta,cellules transformées cellules en culture, etc.)
que nous allons décrire dans le paragraphe suivant.

On sait maintenant qu’il existe des récepteurs de le sérotrans-
ferrime sur les réticulocytes (Jandl et Katz, 1963 ; Morgan, 1964
Baker et Morgan, 1969 o et b), sur les hepatocytes (Ven Bockxmeer
et al.,1975; Grohlich et al.,1977,1979) et sur le tissu placental
(Faulk et Galbraith, 1979 ; Wade et al.,1979 a; Gelbraith et al.,
1980 a, b; Loh et al., 1980) qui sont impliqués dans l’incorpora-
tion du fer. i

2. Universalité du récepteur de la sérotransferrine

Hamilton et 2l1.(1979), Wada et a2l.(1979 b) partent de 1l’obser-
vation que les cellules trophoblastique du placenta présentent
des propriétés communes aux cellules néoplasiques ( elles échap-
pent au systeme immuniteire et présentent une croissance rapide),
utilisent des enticorps dirigés, soit contre la sérotransferrine,
soit contre le récepteur placentaire de la sérotransferrine hu-
maine pour repérer ses récepteurs sur de nombreuses lignées
celluleires humaines. Ils démontrent ainsi 1‘universalité d’un
seul récepteur de la sérotransferrine dens toutes les lignées
d croissance repide. Cependant les récepteurs du foie et du rein
ne présentent pas de réactions immunoclogiques avec cet anticorps.
Pour ces auteurs, le foie et le rein sont des tissus en état de
repos et ne nécessitent pes autant de transfert du fer que les
tissus plocentaires ou que les cellules de la lignée érythropoile-
tique ou encore que les cellules transformées dont le "turn-over”
est besaucoup plus rapide.

En 1981, deux groupes de chercheurs ont isolé chacun un anti-
corps monoclonal 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 gqui ont isolé 1l’anti-
corps .B 3/25 dirigé contre la lignée cellulaire K 562 (cellules
de leucémie érythroide), et de Sutherland et al., qui ont isolé
1‘anticorps OKTY9 dirigé contre les lymphocytes T.Ces deux groupes
de chercheurs ont déemontré que l’expression du récepteur de lea
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 1‘anticorps monoclonal
OKTS a permis & Newman et al.,(1982) d’isoler le récepteur & par-
tir d‘une grende variété de types de cellules :le foie foetal,les
normoblastes, les lymphocytes, les cellules leucémiques, les neu-
roblestomes, les mélanomes et les cellules du cancer du pancréas.

3. Spécificité de la fixation de 1la

sérotransferrine sur le 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,1976;
Cox et al1.,1979 ; Van Bockmer et Morgen, 1982)

De nombreux auteurs ont utilisé le représenteation de Scatcherd
des courbes de saturation pour estimer le nombre et 1'affinité
des récepteurs de la sérotransferrine sur un grand nombre de ce-

llules. Une revue détaillée de ces valeurs a été réalisée par
Brock (1985) .La grande disparité constetée dans les paramétres de
fixation provient essentiellement des conditions de travail : fi-

xation non spécifique,utilisation de systémes non homologues. Les
valeurs de ces paremetres seront discutées dans la partie consa-
crée & nos résultats.

I1 est & noter que tous les types de cellules en culture ont
besoin de transferrine pour pousser de maniere optimale, dans un
milieu dépouvu en sérum (Hutchings et Stato,1978;Barnes et Stato,
1980) .De méme lo fixation d’un anticorps monoclonal antirécepteur
inhibe la croissance des «cellules tumoreales humaines (Trowbridge
et Dmary, 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 et al.
1986)ce qui est importaent coer la plupert des études d’interaction
entre la sérotransferrine et son récepteur ont été réalisées a 1°
aide de cellules cultivées en présence de sérum de veau foetal.

4. Structure et conformation du récepteur
de la sérotransferrine

L’utilisation des anticorps monodonaux OKT9 et B3/25 a permis
l1’isolement et 1l’étude structurale de ce récepteur chez 1’'Homme.
Son schéma est donné dens la Fig.13, p.40 (Newman et al., 1982).
Schneider et al. (1982} ont montré qu’il s’agissait d’une glyco-
protéine de 180 kDa, constituée de deux sous-unités de 90 kDa id-
entiques & celles déjd isolées par Wada et al. (1979) dont le pH
est voisin de 5,2 et reliées entre elles par un pont disulfure.
Chaque sous unité possede trois glycennes, deux de type oligoman-
nosidique et un de type N-acétyl-laclosamique. Ces glycannes ne
semblent pas avoir de ro6le dans la reconnaissance des anticorps
monoclonaux. Le mejeure poartie des cheines peptidiques se trouve
4 1l'extérieur de la cellule et porte les sites de la sérotrans-
ferrine. Chaque molécule de récepteur peut fixer deux molécules
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Figure 13 : Représentation schémotique du récepteur de la séro-
transferrine humaine selon Newman et al. (1982).
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de transferrine. Chaque chaine porte un acide gras, 1’scide pal-

mitique (Omary et Trowbridge,1981) qui permet l’ancrage du récep-
teur qui est trensmembranaire et phosphorylé.

Le gene controlent le biosynthése de ce récepteur a été situé
sur le chromosome 3 par Enns et al. (1982) et Goodfellow et al.
(1982) . Schneider et al.(1983) ont réussi & synthétiser in vitro
le récepteur a partir du RNA placentaire humein. La séquence pep-
tidique déduite du mANA par Schneider et 8l.(1984) et du cDNA par
Mc Clelland et 8l1.(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.40.Chaque sous-unité est un polypepti
de de 760 résidus d’acides aminés. La partie N-terminale, consti-
tuée de 62 résidus d’acides aminés est orientée vers le cytoplas-
me , contrairement & la plupart des autres protéines transmembra-
naires connues, mais comme la bande 3 des érythrocytes humains.

Lae partie transmembranaire est constituée de 26 résidus d‘seci-
des aminés tres hyhdrophobes et posséde un résidu de cystéine en
position 65 qui pourrait étre le site de Ffixation de 1l’acide
gras, por une liaison thiocoester.La partie transmembranaire sert a
la fois d’encrage et de signal de trenslocation dans la membrane
(Zeriel et 2l.,1987) .La partie C-terminale est orientée vers l’ex
térieur et est constituée de 672 résidus d’acides eminés. La sé-
quence intre-membrenasire est entourée de deux résidus de cystéine
en position 63 et 89 et d’un autre résidu & proximité en position
98. On ne sait pes lequel de ces résidus forme le pont disulfure
inter chaine , mois il semble peu probable gue ce soit le résidu
situé dans le cytoplasme en reison des conditions réductrices du
milied introe-cellulaire. Les autres cystéinmes sont groupées par
deux en position 353, 363, 556 et 558 et doivent former des ponts
disulfures intra-chsine,car 1’hydrolyse trypsique libére des fra-
gments de 70kDa non reliés par un pont disulfure. Chaque molécule
posséde cing séguences 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, 317 et 727.

B. LE RECEPTEUR DE LA SEROTRANSFERRINE ET
L‘ENTREE DU FER DANS LA CELLULE

La présence de récepteurs spécifiques et saturables de la sé-
rotransferrine a eété observée comme nous venons de le voir, a la
surface de nombreuses cellules, mais le mécanisme par lequel le
fer est enlevé de le transferrine et incorporé dans les cellules
reste tres controversé. Deux hypothéses ont été avancées : dans
la premiére la transferrine ne rentre pas dans la cellule, alors

que dans la deuxiéme la transferrine est endocytée par 1l'intermé-
dieire de son récepteur.

1. La transferrine ne rentre pas dans la cellule

Cette premiere hypothése a été formulée, pour les réticulo-
cytes, par Jandl et al.(1963), puis par Speyer et Fielding (1974)
et enfin per Nunez et Gless{ 1985). Une fois fixée sur son récep-

teur &8 la surface de la cellule , la transferrine ceéde son fer a
des composants membranaires, et retourne danrns le milieu extracel-
lulaeire , tandis que le fer passe dans le cytoplasme ol il est
pris en charge par des transporteurs intrecellulsires.

De tels composants membranaires renfermant du fer ont été iso-
lés par de nombreuses autres éguipes dans les réticulocytes ( Van
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M{T KET Ayp Gln Ala Arg Ser Ala Phe Ser Atn Leu Phe Gly Gly Glu Pro Lev Ser lyr The Arg Phe Ser Leuw Als Arg Gla Yal Agp Cly Asp Asn Ser Mig
GTG GAG AFG AAA CTT GCT GTA GAT GAA GAA GAA AAT GCT GAC AAT AAC ACA AAG GCC AAT GTC ACA AAA CCA AMA ACG TGT AGT CGA AGT ATC TCC TAT GGG ACT
Yol Glu (T Lys Lev Als Yol Asp Glu Glu Glu Asn Als Asp Agn Asa Thre Lys Ala Asn Vel The Lys Pro Lys Arg (ys Ser Gly Ser 1le Cys Tye Gly Ine
ATT GCT GIG ATC GFC TTT TIC TTG ATT GGA TIT ATG ATT GGC TAC TIG GGC TAT TGT AAA GGG GTA GAA CCA AAA ACT GAG TGT GAG AGA (TG GCA GGA ACC
i11e Als val lle Yal Phe Phe Leu 11e Gly Phe MET 1le Giy Tyr Lev Gly Tyr Cys Lys Gly Val Glu Pro Lyt Thr Clu Cys Glu Arg Leuw Ala Gly Tae Gly
101 CCA GTG AGGL GAG GAG CCA GGA GAG GAC TTC CCT GCA GCA (GT CGC TTA TAT TGG GAT GAC CTC AAG AGA AAG TTG TCG GAG AAA CTGC GAC AGL ACA GAL TTC
Ser Pro Yol Arq Glu Glu Pro Gly Glv Asp Phe Pro Als Als Arq Arg Lev Tyr Trp Asp Asp Leu Lys Arg Lys Leu Ser Glu Lys Cev Atp Ser Thr Atp Phe
ACC AGC ACC ATC AAG CTG CTG AAT GAA AAT TCA TAT GTC CCT CGT GAG GLT GGA TCT CAA AAA GAT GAA AAT CTT GCG TTG TAT GTT GAA AAT CAA TTT CGT GAA
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1T AAA CTC AGC AAA GIC TGG CGT GAT CAA CAT TTT GIT AAG ATT CAG GTC AAA GAL AGC GCT CAA AAC TCG GTG ATC ATA GTT GAT AAG AAL GGT AGA CTT GIT
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TAC €16 GG GAG AAT CCT GGG GGT TAT GTG GCG TAT AGT AAG GCT GCA ACA GTT ACT GGT AAA CTG GTC CAT GCT AAT TTT GGT ACT AAA AAA GAT TTT GAG GAT
Tyr Leu Yal Clu Asn Pro Gly Gly Tyr Yal Ala Tyr Ser Lys Ala Ala Thr ¥a) Thr Gly Lys Leu Yal His Ala Asn Phe Gly Thr Lys Lys Asp Phe Glu Asp
TTA TAC ACT CCT GTG AAT GGA 1CT ATA GTG ATT GTC AGA GCA GGG AAA ATC ACC TTT GCA GAA AAG GTT GCA AAT GCT GAA AGC TTA AAT GCA ATT CGT GT6 TTG
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ATT CTT AAC ATC TTT GGA GTT ATT AAA GGC TTT GTA GAA CCA GAT CAC TAT GTT GTA GTT GGG GCC CAG AGA GAT GCA TGG GGC CCT GGA GLT GCA AMA TCC GGT
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Yal Gly The Rla Lev Lev Leu Lys Lev Als Gln MET Phe Ser Asp MCT Yal Lew Lys Asp Gly Phe Gin Pro Ser Arg Ser lle lle Phe Als Ser Trp Ser Als
GGA GAC TTT GGA TCG GIT GGT GCC ACT GAA TGG CTA GAG GGA TAC CTT TCG TCC CTG CAT TTA AAG GCT TTC ACT TAT ATT AAT CTG GAT AAA GCG GTT CTT GGT
Gly Asp Phe Gly Ser Yal) Gly Ala Thr Glu Trp Lev Glu Gly Tyr Lev Ser Ser Lev Mis Leu Lys Ala Phe Thr Tyr Ile Asn Leu Asp Lys Ala Yal Lev Gly
ACC AGC AAC TTC AAG GTT TCT GCC AGL CCA (TG TTG TAT ACG CTT ATT GAG AAA ACA ATG CAA AAT GTG AAG CAT CCG GTT ACT GGG CAA TTT (TA TAT CAG GAC
The Ser Asa Phe Lys Yal Ser Ala Ser Pro Leu Leu Tyr The Leu Lle Glu Lys Thr MET Gla Asn Val Lys Nis Pro Yal Thr Gly Gin Phe Lev Tyr Gln Asp
AGC AAC TGG GCC AGC AMA GTT GAG AAA CTC ACT TTA GAC AAT GLT GCT TTC CCT TTC CTYT GCA TAT ICT GGA ATC CCA GCA GTT TCT TTC TGT TiT T6C GAG GAC
Ser Asa Trp Ala Ser Lys Yal Glu Lys Leu Thr Levw Asp Asn Ala Ala Phe Pro Phe Lev Ala Tyr Ser Gly lle Pro Als Yal Ser Phe Cys Phe Cys Glu Asp
ACA GAT TAT CCT TAT TTG GGT ACC ACC ATG GAC ACC TAT AAG GAA (TG ATT GAG AGG ATT CCT GAG TTG AAC AAA GTG GCA CGA GCA GCT GCA GAG GTC GLT GGT
The Asp Tyr Pro Tyr Leu Gly The The KCT Asp Thr Tyr Lys Glu Lew fle Glu Arg lle Pro Glu Leu Asn Lys Yal Ala Arg Als Ala Ala Glu Yal Ala Gly

i

CAG TIC GIC ATT AAA CTA ACC CAT GAT GTT GAA TTG AAC CTG GAC TAT GAG AGG TAC AAC AGC CAA CTG CTT TCA TTT GTG AGG GAT CTG AAC CAA TAC AGA GCA
GIn Phe Val 1l¢ Lys Leu Thr His Asp Yal Glu Lev Asn Leu Asp Tyr Glu Arg Tyr Asn Ser Gin Leu Leu Ser Phe Yal Arg Asp Lev Asn Gln Tyr Arg Ala

GAC ATA AAG GAA ATG GGC CTC AGT TTA CAG TGG CTG TAT TCT GCT CGT GGA GAC TTC TTC CGT GCT ACT TCC AGA CTA ACA ACA GAT TTC GG4 AAT GCT GAG AAA
Atp 1le Lys Glu MLT Gly Lew Ser Lew Gln Trp Leu Tyr Ser Ala Arq Gly Asp Phe Phe Arg Ala Thr Ser Arg Leu Thr Thr Asp Phe Gly Asn Ala Glu Lys

ACA GAC AGA TTT GTC ATG AAG AAA CTC AAT GAT CGT GTC ATG AGA GTG GAG TAT CAC TTC CTC TCT CCC TAC GTA TCT CCA AAA GAG TCT CCT TTC CGA CAT GTC
The Asp. Arq Phe Yal MCT Lys Lys Lev Asn Arp Arg Yal M(T Arq Yal Glu Tyr His Phe Leu Ser Pro Tyr Yal Ser Pro Lys Glu Ser Pro Phe Arg His Val

TIC 166 GGC TCC GGLC TCT CAC ACG CTG CCA GCT TTA CTC GAG AAC TTG AAA CTG CGT AAA CAA AAT AAC GGT GCT TTT AAT GAA ACG CTG TTC AGA AAC CAG TTG
Phe Trp Gly Ser Gly Ser Mis Thr Lev Pro Ala Lev Lew Glu Asn Leu Lys Lev Arg Lys GIn Asn Asn Gly Als Phe Asa Glu Thr Leu Phe Arg Asa Gla Leu

CCT CTA GCT ACT TGG ACT ATT CAG GGA GLT GCA AAT GLC CTC TCT GGT GAC GTT TGG GAC ATT GAC AAT GAG TTT TAAATGTGATACCCATAGCTTCCATGAGAACAGCAGLGT
Ala Lew Ala Thr Trp Thr Ble Gin Gly Ala Ala Asn Ala Lev Ser Gly Asp Val Trp Asp lle Asp Asn Glu Phe

Figure 15 : Séquence primoire du récepteur de lo sérotransferrine
d’apres Schneider et al. (1984) o . o

Lespchiffres de droite représentent la position d?s acides ?mlnes,
et les chiffres de gauche 1lo position des nucléotides. La sequence

correspondant & leo partie transmembranaire est soulignée ainsi que
les séquences types de glycosylation
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der Heul et al.,1978; Sly et 8l1.,1978; Glass et al.,1980) et dans
les hépatocytes (Morley et al.,1985). Cette hypoggése semble de-
voir étre renforcée par la mise en évidence de l’incorporation du
fer par les réticulocytes, & partir de transferrine 1liée A& des

billes d’agarose qui ne peuvent rentrer dans la cellule (Loh et
al.,1977).

2. Endocytose de la transferrine par
l’intermédioire de son récepteur.

La deuxiéme hypothése impliquent une endocytose de la trans-
ferrine, est issue essentiellement au départ d‘observetions mor-
phologiques (Morgen et Appleton, 1969 ; Hemmeplerdh et Morgan,
19727 Sulliven et o©l1.,1976) : Le complexe fer-transferrine est
endocyté poer l‘intermédieire de son récepteur membransire, la

transferrine relache son fer 8 1’intérieur de la cellule puis est
excrétée sans dégradation.

Cette hypothése @ regu wun développement considérable ces der-
niéres années avec l‘utilisation des cellules en culture. Plu-
sieurs revues générales récentes lui ont été consacrées(Octave et
al.,1983,1984; Dautry-Varsat et Lodish,1984; Pastan et Willingham
,1985; Hanover et Dickson,1985; Sussman et al.,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.

8. Hypothese d’Octave et al.

A partir d’observations sur les fibroblastes embryonnaires de
Rat, en culture (Octave et 21.,1979,1981,1982 b},les érythroblas-
tes de Rat (DOctave et al.,1982 a) et les hépatocytes de Rat (Si-
bille et ol1.,1982, 1984), Octeve et al.(1983,1984) ont proposé un
mécanisme unique pour 1l'internalisation de la transferrine dans
fes cellules de mammifére en culture (Fig.16,p.44).I1s ont montré
par l’utilisation d’agents 1lysomotropiques, la méthylamine et la

chloroquine, ou d’un agent blogquant 1’endocytose, la colchicine,
que la fixation de le transferrine sur la membrane n‘est pas
affecteée, mais gque l’accumulation du fer dans les lysosomes est

considérablement diminuée.

Les récepteurs de la membrane plasmique agireient wuniquement
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, aprés internalisation de 1le
transferrine et de son récepteur dans des compartiments intre
cellulaires ouU le pH est acide, la transferrine restant associée

a4 son récepteur est ensuite recyclée.

b. Hypothése de Dautry-Varsat et Lodish

Les études menées sur des cellules cancéreuses humaines en
culture, par Ciechanover et ol. (1983 a,b), Geuze et al.(1983) et
Dautry-Varsat et al1.(1983): les cellules Hep-G2 (cellules d’hépa-
tome humain établies en lignée continue) ont permis d’approfondir

l'hypothese d’Octave et al., et d’expliquer le recyclage de la
transferrine.

La transferrine posséde une affinité différente pour son reé-
cepteur suiveant qu’elle est sous forme apo ou saturée en fer , e&n
fonction du pH: 8 pH 5.4, le pH des vésicules d’endocytose (Tycko
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et Maxfield, 1982) la transferrine perd son fer
méme affinite pour le récepteur que la transferrine diferrique a
pH neutre, tandis qu’a pH 7,3, 1l’apotransferrine se fixe trés peu
sur son récepteur (5% de le fixation de le transferrine diferri-
que) . Cette hypothése est confirmée par 1l‘’abservation de la dis-
sociation rapide & 4°c de l’apotransferrine fixée & pH 5,4 quand
le pH est ramené a 7,3.Klausner et al.(1983) ont d’ailleurs abou-
ti & des conclusions similaires en étudiant des précurseurs des

érythrocytes, les cellules K 562 (cellules cancéreuses provensnt
d’érythroleucémie humaine).

, mais posseéde la

L’ensemble de ces résultats ont amené Dautry-Versat et Lodish
(1984) 4 proposer un modele pour le cycle intracelluleaire de 1la
transferrine pour toutes les cellules humaeines en culture (Fig.17?
p.46). La transferrine,fixée sur son récepteur,est endocytée dans
un puits recouvert de clathrine ("coated pit"),le vésicule d’endo-
cytose toujours recouverte de clathrine {"coated vesicle") s‘en-
fonce dans le cytoplasme en perdant le revétement de clathrine et
se transforme en réceptosome (Willingham et Pasten,1980) ou endo-
some (Wall et al.,1980),00 le pH acide (inférieur & pH 5,5, Tycko
et Maxfield,1982) libére le fer.L’endosome se transforme alors en
compartiment de dissociation, le CURL ("compartment of uncoupling
ligand ond receptor”):1la partie tubulaire, contenant la transfer-
rine toujours ettachée & son récepteur, est recyclée vers la mem-
brane plesmique, puis arrivée a lo surface de la cellule , le pH

neutre du milieu extra-cellulaire dissocie 1l‘apotransferrine de
son récepteur.

. c. Hypothése 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-
ingham et al.(1983) , Hanover et al.(1984) et Hanover et Dickson
(1985). La peroxydase couplée a8 la transferrine permet de locali-
ser celle—-ci en microscopie électronique ainsi que les différents

orgenelles la contenant. Les différentes étepes de 1‘’endocytose
et de 1l‘’exocytose sont identiques & celles décrites par Dautry-
Varsat et Lodish, d l’exception d’un paessage par le trans-Golgi.

La dissociation fer-transferrine se fersit dans le réceptosome
(ou endosome) au voisinage du trans-Golgi correspondant aux CURL.
Lae trensferrine oessocciée & son récepteur seroit transferrée dans
les élements tubuleires du trans-Bolgi (et non dans les puits re-
couverts du Golgi) , puis ensuite dans des vésicules de forme tu-
buleire, associées a des microtubules, et réinsérées dens la mem-
brane plasmigque & la surface de la cellule, o0 l’apotransferrine
est relachée dans le milieu en reaison 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 PRegoeczi et al.(1982) et retrouvée dans des vésicu-
les d’endocytose recouvertes de clathrine (Fishman et Fine, 1987)
ainsi que la resialylation du récepteur traité & la neuraminidase
(Sniders et Rogers, 1985) confirme le passage par le trans-Golgi,
en effet, la sialyl-transferase est située dans 1le trans—-Golgi
(Roth et al.,1985) . Le temps nécessaire a la compléete resialyla-
tion de la transferrine et du récepteur (1-2h) est besucoup plus
long que leur internalisation et leur recyclege (15 min) ce qui
expliquereit 1’existence d’une voie normale de recyclege courte
(Golgi-indépendante) et d’une voie longue qui fereit intervenir
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le trens-Golgi . Au sujet de cette derniére voie , l’existence de
deux types de vésicules d’exocytose est décrite par Fishman et
Fine (1987) une vésicule recouverte de clathrine renfermant la
plupart des protéines membranaires recyclées et nouvellement syn-
théetisées, 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 et s1.(1984), Stein et Sussman (1985, 1986)
et Sussman et al1.(1985) sur les cellules K 562 treitées & la mo-
nensine font dire & 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 l1’hypothése 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 a8 la surface. De plus le
récepteur est internalisé indépendament de la présence du ligand.

e.Cas particulier de la transferrine dans 1l’endocytose
via un récepteur et son recyclage

L'’endocytose de la trensferrine que nous venons de décrire
présente un cas particulier per rapport aux autres systémes d’en-
docytose par 1l’intermédisire d’un récepteur . Ceci eat schématisé

dans la Fig.18,(p.48) gqui représente les trois types principaux
d’endocytose.

En effet, chez les mammifeéres, les ligands internalisés par
l’intermédiaire d‘un récepteur se trouvent généralement dans les
lysosomes ou ils sont dégradés (Goldstein et al.,1979 ; Pastan et
Willingham,1981a;b) tandis que le récepteur est recyclé. C’est le
cas du récepteur 8 manncse 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 gque les plus connus.

Dans d’autres caes tel celui de 1’EGF (Epidermal growth factor)
le ligand mais aussi son récepteur se retrouvent dans les lysoso-
mes ou ils sont dégradés. A la différence de la transferrine que
1’on retrouve dans les éléments tubulaires du trens-Golgi, les
puits recouverts du Golgi seraient impligués dans 1l’orientation
des molécules vers les lysosomes (Pastan et Willingham, 1983).

En moins de 5 minutes la sérotransferrine est retrouvée dans des
structures tubulaeires voisines du complexe de Golgli de pH 6,4
alors que l’a2-macroglobuline est retrouvée dans des vésicules d’
endocytose classiques de pH 5,4 (Yamashino et 81,1985). Le trans-
Golgi serait ainsi la plagque tournante du recyclage : les ligends
destinés 3 étre dégradés apres dissociation acide dans le récep-
tosome, et fusion de celui-ci avec les ¢€léments tubulaires du
Golgi (CURL) migreraient vers les puits recouverts du trans-Golgi
puis ces éléments fusionnersient avec les lysosomes. Dans le cas
du récepteur de 1’EGF, celui-ci prendrait le méme chemin. Les ré-
cepteurs non destinés & étre dégredés , resteraient dans les élé-
ments tubulaires du Golgi, puis retourneraient vers la surface de
la cellule par un processus identique & celui décrit pour lea
trensferrine.Le recyclage de la tronsferrine s’expliquant unique-
ment per la forte offinité de 1’apotrensferrine pour le récepteur
8 pH acide.
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Figure 18 : Schéma résumant les différentes voies d’endocytose et

d'exocytose dans les cellules en culture, d’apres 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 ligonds sont représentés por (o) pour le récepteur de 1'EGF

,(®) pour le récepteur de la transferrine et (4) pour le récepteur
de 1'a2-macroglobuline.
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3. Transport intrecelluleire du fer

Diverses hypothéses ont été formulées, impliquant le transport
intracellulaire du fer conjugué & des transporteurs. Le frection-
nement chromatographique ou électrophorétique du cytosol de nom-

breuses cellules, démontre l’existence de différentes substances
contenant du fer non heéeminique.

La plupart des asuteurs trouvent le radiofer dens la ferritine
et lo transferrine. Nous venons de voir l’importance de la trans-
ferrine dans le transport intre-membranaire du fer mais la ferri-
tine, longtemps suggérée comme le transporteur intracellulaire du
fer (Speyer et Fielding,1974; 1979) aurait plutédt un rdle dans le
stockage que dans le transport du fer (Primosigh et Thomas, 1968 ;
Borova et al.,1973; Ponka et al.,1980;1982)

D’autres molécules contenant du fer ont aussi été isolées, pos-
sédant des masses moléculaires de quelques centaines & plusieurs
milliers de daltons (Nunez et al.,1980; Ponka et al.,1980 ; 1982;
Egyed, 1983) . Ces composants constituent ce qu’on appelle communé-
ment une réserve intermédiaeire du fer ("iron transit pool") sous
forme de complexes du fer de faible masse moléculaire . C’est a
cette réserve intra-cellulaire qu’aboutirsit le fer de la trans-
ferrine mais aussi «c¢elui provenant de la libération du fer hémi-
nique per l’héme-oxygeénase microsomale , avant son incorporation
dans la ferritine.

Le réle de cette réserve intre-celluleire du fer est cependant
contesté , son existence pouvant étre simplement dU & la pénétra-
tion per simple diffusion dans la cellule de chélates ferriques
de faible masse moléculaire (Crichton, 1985). Selan Egyed (1983},

il n‘existe pas de modéle non ambigu pour le transport intra-cel-
lulaire du fer.

Pourtant Romslo et al. (1982) ont proposé un mécanisme pour le
transport intre-cellulaire du fer entre la transferrine et la mi-
tochandrie. La sérotransferrine fixée sur son récepteur est endo-
cytée, le fer ferrique, détaché de la transferrine per abais-
sement du pH, serait pris en charge par des polyphosphates de
faible masse moléculaire, essentiellement le pyrophosphate
(Konopka et Romslo, 1980 ; Cowart et al1.,1983). Le fer ferrique,
chélaté par le pyro-phosphate , serait ensuite essentiellement
utilisé pour la synthése de 1’hémoglobine dans la mitochondrie
Aprés réduction par une FMN oxydoréductase mitochondriale (Vlvik
et Romslo,1981), le fer devenu ferreux serait incorporé dans
l’heme 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 ferritine (Konopka et al.,1980) d’ou il pourrait a
nouveau étre mobilisé en cas de besoin par la FMN oxydoréductase
et incorporé & 1’héme par le méme mécanisme (V1lvik,1981),

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

L’utilisation per Bartek et al.,(1983) d’une série d’anticorps
monoclonaux dirigés contre la sérotransferrine humaine , a permis
de montrer clairement sur plusieurs lignées cellulalires que la
fixation de la sérotransferrine sur son récepteur était en rela-
tion directe avec la prolifération celluleire. 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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loa proliféreotion celluleire et l’incorporotion du fer deons 1la

cellule. Il est & noter que cet anticorps reconnait un déterminant
antigenique simileaire dans les sérotransferrines de Lapin et de
Porc.

Bien que toutes les cellules nucléées possédent probeblement

des récepteurs de le serotransferrine, la densité de ces récep-
teurs 4 la surface est considérablement augmentée quand les cel-
lules deviennent malignes , quand elles sont en phase logarithmi-

que de croissance ou sont induites & proliférer rapidement in vi-
tro. Cette association entre la densité du récepteur et la crois-
sance active a été constatée dans les fibroblastes (Octave et al.
1979), les cellules de la lignée lymphocytaire (Larrick et Cress-
well, 1979) et les cellules leucémiques (Delia et al.,1982).5i ces
cellules leucémiques sont induites &8 se différencier et & dimi-
nuer leur proliféretion , une forte décroissance du nombre de ré-
cepteurs de la sérotrensferrine est constatée.

De mame dans le cos des lymphocytes de Souris ,seules les cel-
lules stimulées par des agents mitogéenes montrent des récepteurs
de la sérotransferrine 8 la surface, mais les lymphocytes normaux
non activés contiennent une certeine quantité de récepteurs intra
cellulaires non exposés, correspondent environ & 20 % du nombre
total des cellules activées, ce qui implique une altération de 1la
régulation de 1l’expression du récepteur de 1la 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 et al. (1982) ont montré qu’il existe une tres
grande corrélation entre l‘expression du récepteur de la séro-
transferrine sur un certain nombre de cellules transformées et 1la
sensibilité aux cellules NK, alors que les cellules normales cor-
respondantes qui ne possédent que treés peu ou pas de récepteur de

la sérotransferrine sont insensibles a ces cellules tueuses. I1
ont montré qu‘’il éteit possible d’inhiber la reconneissance des
cellules transformées par les cellules NK en wutilisent le

récepteur de lea sérotransferrine purifié.

Les cellules NK aureient donc évolué de maniere & empécher les
cancers cellulaires en reconnaisant une structure , le récepteur
de la sérotransferrine,associée a la prolifération cellulaire. De
nombreuses études sont actuellement en cours pour approfondir
cette question d’un intérét primordial dans la 1lutte contre le
cancer de méme que 1‘utilisation de drogues couplées & la séro-
trensferrine ou 8 un anticorps monoclonal anti-récepteur de 1la
transferrine pour cibler les cellules caencéreuses (voir & cet ef-
fet la revue générale de Kogho et al.,(1985) .Ces méme suteurs ont
ouvert une voie dans le diegnostic du cancer en montrant 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 B3/25.
Le nombre de récepteurs est augmenté en cas de cancer et en fonc-
tion de lo taille de la tumeur.

D. Régulation du nombre de récepteurs de la
sérotransferrine

On sait depuis longtemps que les érythrocytes matures ne fixent
plus la sérotransferrine et que 1l’incorporation du fer de la séro
trensferrine dans les cellules de la lignée rouge diminue avec la
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maturetion de ces cellules . Le nombre de récepteurs sur les pré-
curseurs des érythrocytes décroit en fonction de la maturation
(Nunez et 21.,1977; Ven Bockxmeer et Morgan,1979; Frazier et al.,
1982; Iocopetta et al.,1982). Nous avons vu gque dens les cellules

non-erythroldes , la possession de récepteurs de la sérotransfer-
rine est associée & la transformation et & la division des cellu-
les . La différenciation des cellules transformées & pour consé-

quence une diminution du nombre de récepteurs.

La disponibilité du fer pour les cellules peut étre sltérée par
des changements dans le nombre de récepteurs de la transferrine
sur la surface cellulaire. Ces changements peuvent étre lents et
sont dus & une modification de la synthése du récepteur ou & une
perte de récepteurs,ou plus rapides par un déplacement de la pro-
portion du nombre de récepteurs entre le surface cellulaire et la
réserve endogene. 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 &
le surfece de lo cellule et offectant scit le recyclage du récep-
teur, soit se synthése.

La synthéese du m RNA et sa transcription en récepteur de
transferrine semblent essentiellement régulés par la quantité de
fer présente dans le milieu. Un exces de fer apporté, soit par des
sels de fer du serum de veau foetal enrichi en fer (Rudolph et al.
1985), soit per de l’héme (Ward et ol.,1984; Louache et al.,1984)
font décroitre le nombre total de récepteurs par cellule.A 1%in-
verse une carence en fer, due soit & une culture en présence de
serum de veau foetal déficient en fer (Rudolph et 8l1.,1988), soit
8 l’addition de chélateurs du fer tels gque la desferrioxamine
(Mattis et @l1.,1984; Bridges et Cudkowicz,1984) ou 1‘acide pico-
linique {Louache et 8l.,1984), soit & des inhibiteurs de syntheése
comme 1’'héme (Ward et ol1.,1984), augmente 1le nombre total de reé-
cepteurs. Nous avons déjad vu gque la transformation meligne des
cellules était accompagnée de maniere coeractéristique par une
disrégulation de 1l‘expression du récepteur consistant en 1’aug-

mentation accrue de sa synthése. Neckers et 2l.,(1985) , ont
montré une relation entre 1l’sccessibilité des canaux & <calcium
et l’expression du récepteur de le transferrine : le blocage des

canaux calcium inhibe la transcription et la synthése du récep-
teur ainsi que lo prolifération cellulaire.

Par opposition a8 ces changements lents de 1‘ordre de 24 h ou
plus, il existe des variations rapides dans le nombre des récep-
teurs de surface, dues a une transloceation des récepteurs entre
le surface et un réservoir 8 l’intérieur de la cellule. Une dimi-
nution rapide et réversible du nombre de récepteurs de surface
peut étre provoquée par les esters de phorbols (May et al., 1984
Klausner et al.,1984;Kohno et &ol1.,1986)qui sont des agents utili-
sés pour stimuler la différenciation des précurseurs cellulaires.
Pendant la mitose, les récepteurs de transferrine disparaissent
aussi de le surfece cellulaire (Sager et al.,1984) .Par opposition
8 1l’action des esters de phorbol, 1l’abondence des récepteurs de
surface peut é&tre augmentée & 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 et a2l.,1984) ou d’insuline (Davis et al.,1986).

En conclusion, le nombre de récepteurs de surface disponibles
pour le sérotransferrine, donc pour 1l’entrée du fer dans la cel-
lule,peut varier, soit par une modification de la synthése du ré-
cepteur |, soit par échange entre les récepteurs de surface et le
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"pool" intra-celluleire. 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 & des changments dans
la différenciation cellulaire ou & un contr8le endogeéne du cycle
cellulaire.

E. Cas particulier de 1‘interaction
sérotransferrine-hépatocyte

C’est dons le foie que se trouve le plus importente réserve de

fer de l’organisme, soit 30 % du métal 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 1’'hépatocyte, le fer
est amené par l’intermédieire de récepteurs,soit par 1’'héme-hémo-
pexine (Smith et Morgan, 1979}, soit per le systéme hémoglobine
haptoglobine (Kino et al., 1980), soit per la sérotransferrine
(Gardiner et Morgan, 1974; Van Bockxmeer et al.,1975; Grohlich et
al.,1977;1979), bien que selon Soda et Tavassoli (1984) et Tavas-
soli et a2l.(1986), ni les hépatocytes, ni les cellules de Kupffer
ne posseédent de récepteurs de la sérotransferrine, meis seulement
les cellules endotheliales du foie (et non celles du cordon ombi-
lical) qui cepteraient la sérotransferrine, la désialylerait et

celle-ci serait captée par le récepteur & gelactose des hépatocy-
tes.

Comme toutes les glycoprotéines sériques, la sérotransferrine
est synthétisée et catabolisée dans le foie. Lo perte de l’acide
sialique entresine généralement une rapide élimination des glyco-
protéines plesmatiques de le circulation, le catabolisme de cha-
que glycoprotéine variant en fonction de leur affinité pour le
récepteur hépetique (Morell et al.,197?1). La sérotransferrine dé-
sialylée semble échapper & ce phénomeéne (Fig.20 , p.54 ). En fait
sur une période d‘'observation beaucoup plus longue,Regoeczi et al.
(1974) ont montré que 1’asialo-sérotrensferrine- humaine était
éliminée du plasme plus repidement que 1o forme sialylée.

Le récepteur des asisloglycoprotéines est une lectine & Gal/
Gal NAc dont les propriétés sont décrites dans 1o revue générale
d’Harford et Ashwell (1981) qui posséde beaucoup plus d‘affinite
pour les structures glycanniques asislo-tétreantennées et trian-
tennées que pour les structures asialo-biantennées {(Lee et al.,
1984) . Lo sérotransferrine est partiellement désialylée dans le
serum de cirrhotiques (Stibler et 8l.,1980;1981; Regoeczi et al.,
1984a) le taux de structures glycanniques triantennées de la séro-
transferrine est augmenté dens ces serums et pourrait expliguer
ainsi la sidérose hépatique par une incorporation accrue de séro-
transferrine par le récepteur hépatique {(Debruyne et al.,1983a;b;
Regoeczi et al.,1984a). Linteraction des variants glycanniques
de 1la sérotransferrine humaine avec les hépatocytes de Rat est
détaillée dans la revue générale de Regoeczi (1984b).

L‘interaction de la sérotrensferrine avec les hépatocytes est
un phénoméne complexe , en raison de la présence de deux récep-
teurs différents &8 la surface de 1l’hépatocyte et de la synthese
de sérotrensferrine endogéne. (Regoeczi, 1986)
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Figure 20: Temps de survie dans le sang, chez le Rat, de

différentes glycoprotéines ploesmatiques humaines.

(A) selon Morell et al.,1971; (dose injectée = 65pg
d’asialo-orosomucoide et 150pyg d’asialo-tronsferrine, pour
100g de poids de corps)

(8) selon MRegoeczi et al.,1974); (dose injectée = 2pg
de transferrine/100g de poids de corps); (0) siaslo-transfer-
rine humaine; (®) asialo-transferrine humaine.
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CONCLUSIONS

Ainsi que nous avons pu le constater, la sérotransferrine est
une glycoprotéine trés étudiée en raison de son réle prépondérant
dans le métabolisme du fer. :

La <connaisance de la structure primaire, tant protéique que
glucidique est maintenant complete pour la sérotrensferrine hu-
maine , mais nous possédons beaucoup moins de renseignements sur
les sérotransferrines des autres espéces de mammiféres. 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 diffrection des rayons X.

La sérotransferrine véhicule le métal Jusqu’a des tissus
qu‘’elle reconnailt par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques.
Une hétérogénelté physicochimique a été mise en évidence entre
les deux sites de fixation du fer , mais 1’hétérogéneité fonctio-
nelle suggérée par Fletcher et Huehns n‘a pu étre prouvée.les ré-
ticulocytes ont été pendant les années 60 et 70 le seul modeéle
étudié pour comprendre les interactions entre la sérotransferrine
et son récepteur, cependant les tres nombreux résultats obtenus
sont souvent contradictoires, en raison de l’utilisation de sys-
témes hétérologues et de conditions de fixation non spécifiques.

L’assimilation du récepteur de la sérotransferrine sur les ré-
ticdulocytes a celuli des cellules humoeines nuclées en culture a
permis, depuis le debut des années 80, de faire d’énormes progreés
dana la connalsance de sa structure, de son recyclage et de sa
régulation.

S1 la structure des glycannes des sérotransferrines est bien

connue, on ne sait pratiquement rien sur leur réle, et, il éteit
tentant de penser que ces glycannes étaient le signal reconnu par
le récepteur membranaire de la cellule. En effet la principale

différence structurale des sérotraensferrines semble porter sur le
nombre de glycannes, et dans certains cas sur la structure de ces
glycannes.C’est ce que nous avaons cherché & démontrer dans le cas
de la sérotransferrine en utilisant le modéle le plus communément
étudié et le plus facilement isoleble, le réticulocyte de Lapin

La plupart des études déjad réalisées sur les interactions séro-
transferrine-réticulocytes 1‘ont été en systéme hétérologue uti-
lisant la sérotransferrine humaine et les réticulocytes de Lapin.

Afin de travailler en systeme homologue, nous avons été amenés

4 isoler la sérotransferrine de Lapin, alors peu connue, & faire
la structure de so partie glucidique et & comparer ses princi-
pales propriétés & celles de la sérotransferrine humaine. Nous

avons ensuite cherché & montrer que la différence d'affinité,
trouvée entre les deux sérotransferrines pour les réticulocytes
de Lepin, 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’hypothése des glycannes signaux de recon-

naissance cellulaire, nous avons changé de modéle et utilisé la
sérotransferrine humaine, connue pour posséder des variants gly-
coenniques, et nous avons étudié l’influence de cette variation

glycannique sur l’interaction avec les réticulocytes de Lapin.

L’étude des mécanismes de reconnailssance par les ré&cepteurs
membranaires étant aléatoire en systéme hétérologue, en raison d’

une différence structurale possible des sérotransferrines , nous
avons choisi ensuite un tissu humain,le placenta, ofin d’utiliser
toujours un systéme homologue et de rechercher la présence éven-
tuelle d’un récepteur de nature lectinique pouvant expliquer
l’sugmentation 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 molgré lea présence d’héparine en raison des con-

ditions du prélevement a8 1l’abbstoir et du temps de latence entre
la collecte du sang et la centrifugation au laboratoire.Cette hé-
molyse partielle nous a amené a modifier les procédés de purifi-
cation utilisés pour le sérotransferrine humeine (Roop et Putnam,

1967?) et pour lo sérotransferrine de lapin {(Martinez -Medellin et
Schulman, 1973)

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

Le schéma de purificaetion de le séerotrensferrine de Lapin est re-
sumé dans le Fig.21, p.58.

1-Précipitation du plasma

Aprés dielyse et lyophilisation du plesmae, nous obtenons envi-
ron 50g de protéides par litre de sang (toutes les quantités don-
nées par la suite sont ramenées a8 1 litre de sang de départ).

La précipitetion au rivanol élimine essentiellement la sérum-
albumine et une paertie des globulines. Le surnageant I, dialysé
et lyophilisé , correspond & 7,6g . La premiére précipitation au
sulfate d’ammonium (55% de saturation) élimine essentiellement
les immuncglobulines.le surnageant II qui contient le sérotrans-
ferinne représente 3,6g. La deuxiéme précipitation au sulfate
d’ammonium (70% de saturation) fournit 1,42g de précipité III
enrichi en sérotransferrine.

2- Chromatographie d‘’échange d’ions sur
DEAE-Séphadex

La chrometographie sur DEAE-Séphadex fournit quatre fractions
(Fig.22-1, p.60) dénommées A, B, C et D. Le frection B (1,07g)
correspondant & 1l’élution par le tampon renfermant du NaCl 0,1M,
contient la majeure partie de la sérotrensferrine.

L‘'un des principaux contaminants des préperations de séro-
transferrine gquand le sérum est hémolysé est 1’hémopexine.Ce con-
taminent conduit & l’obtention de transferrines "brunes" (Gordon
et Louis, 1963). Hetton et al. (1977?) ont montré 1‘impossibilité
d’éliminer l'héme-hémopexine des préparations de sérotrensferrine
bovine par simple chromatogrephie sur DEAE-Cellulose

Cette contamination pourraeit résulter du changement de pHi de
1’'hémopexine aprés fixation de 1’héme (sérum hémolysé) déjd cons-
taté chez 1’homme (Plancke et al.,1978) et chez 1le Rat (Bernard
et 81.,197?5 ). Chez le Rat, l’apo-hémopexine possede des variants
dont le pHi varie entre 5,5 et 5,95 etl’héme-hémopexine entre 4,8
et 5,25. La sérotrensferrine de Lapin saturée en fer possede un
pHi de 5,1, et de 5,55 sous forme apo (résultats p.92).
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igure 21: Schéma de purification de le sérotransferrine de Lopin
pertir du plosma diolysé et lyophilisé.(lLes queontites en g sont

‘amenées a 1 1 de sang).
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Quand le sérum est hémolysé la chrometogrephie sur DEAE-Sépha-

dex du sérum saturé en fer , permet d’éliminer 1l’apo-hémopexine
tandis que 1’héme-hémopexine est cofractionnée avec la ferri-séro
transferrine . Une deuxiéme chrometographie & pH ascide &est alors

nécessaire pour fractionner le sérotransferrine sous forme apo et
ainsi éliminer 1’heme-hémopexine.

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

Le pic B obtenu aprés DEAE-Séphadex est chromatographié sur SP
Séphadex a pH 5,0 et 1’élution est réalisée par un gradient liné-
sire de pH croissant (Fig. 22-2, p.60). Seul le pic BII contient
de la sérotransferrine. Ce pic présente un épaulement appelé BIla

(0,05g), la fraction BIIb (0,65g) correspond 4 la majeure partie
du pic. Le fraction BIIb est repurifiée dans les mémes conditions
sur wune deuxiéme colonne de SP-séphadex. Un pic symétrique est

obtenu et correspond 8 la sérotrasnsferrine de lapin utilisée par
la suite dans nos études.

La gquentité de sérotrensferrine de lepin obtenue aprés deux
chromatographies sur SP-séphadex est de 0,58 g. Le taux moyen de
sérotraeansferrine dens le plasma de lepin étent de 3,4g/1, soit
environ 2g/1 de sang, le rendement finesl de notre prépsration est
d’environ 30%.

Afin de purifier la frection BIIa celle-ci a été soumise & une

chromatographie d'affinité sur colonne de Con A-sépharose, puis a
une chromatographie d’échenge d’ions & haute performance.

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

La chromatographie sur Con A-sépharose de la fraction BIIa
fournit une fraction non retenue I (40%) et une fraction éluée
par 1'a-méthyl-D-glucoside II (60 %). La fraction II correspond &
une contaminetion du pic BIIa par le pic BIIb. La fraction I, non
retenue,ne contient que 50% de sérotransferrine, (déterminé par
dosage immunochimique)

5- Chromatographie d‘échange d’ions
haute performence.

Nous avons chromatographié la fraction non retenue sur Con A,
sur une colonne Mono-S (groupement échangeur: Sulfo-propyle) & 1'
aide d’un appareil de F.P.L.C.(Fest Protein Liquid chromatography)

dont leo résolution est beaucoup plus fine que la chromatographie
ordineire sur SP-Séphadex.

Nous obtenons 7 fractions (Fig.22-3 p.60). La fraction I-0
correspond au pic d’injection, la fraction I1 est retardée, les
fractions I-2, I-3, I-4 et I-5 sont éluées respectivement par
10 %, 20%, 30% et 40% de tampon B et la fraction I-6 est éluée
par des concentrations supérieures a 50% du tampon B.

La fraction II-S, 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

chromatogrephie d’échange d’ions

1- chromatographie d’échange d’ions sur colonne de DEAE-Séphadex
A-S50 (7,5 x 45 cm) du précipité 70 % de saturation en sulfate
d’ammonium, por un gradient discontinu en NaCl de 0-0,2M dans le
tampon Tris-HCl de pH 8,5.

2- chromatogrephie d’échange d’ions du pic B sur une colonne de
SP-séphadex C-50 (2,5 x35 cm) équilibrée en tompon citrate de
sodium 0,02M et développée un gradient continu en citrate de so-
dium 0,02 de pH 5,0 & 6,0.

3 - chromaotographie d’échonge d‘ions en FPLC (Mono-5) du pic BII
b, en tampon acétate de sodium S0 mM, pH 4,5 (teompon A) ;
l1’élution est réelisée par un gradient discontinu en tempon B
tampon A contenant NaCl 0,5 M)
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II - ANALYSE DEE DIFFERENTES FRACTIONS
OBTENUES AU COURS DE LA PURIFICATION

A. Electrophorése en gel de polyacrylamide.

Les différentes fractions obtenues lors de le précipitation du
plasma et des chromatographies d‘échange d’ions ont été analysées
per électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS.

L’électrophorese de le Fig. 23-a p.62 montre l’enrichissement
progressif en sérotransferrine (bande & environ 7SkDa) lors de la
précipitation du plasma (lignes 1-3). Un des conteminats majeurs
est une bande de masse moléculaire supérieure a8 60 kDo, retrouvée
dans toutes les fractions éluées de DEAE-séphadex (lignes 4-7).
La sérotransferrine est asussi présente dans toutes ces fractions,
le frection B étant la plus enrichie (85% de sérotransferrine).
La révélation spécifique 8 l’o-dianisidine de 1’électrophoré-

gramme, réalisé sur acétate de cellulose, démontre gque le conta-
minont majeur dae la fraction B est une Bl-globuline, da noture
héminique migrant comme la sérotransferrine : 1'hémopexine déja

signalée <comme principal contaminant des préparations de séro-
transferinne. La fraction BIIb rechromatographiée sur SP-séphadex
ne montre qu’‘une seule bande en gel de polyacrylamide (ligne 8)}.

La Fig.23-b (p.62) montre l’électrophorése en gel de polyacry-

lamide des fractions obtenues en F.P.L.C. Toutes les fractions
analysées, sauf la frection I-5 contiennent de 1l’hémopexine . Les
fractions plus ecides , éluées plus rapidement contiennent plus

d‘hémopexine que les derniéres fractions qui contiennent plus de
sérotransferrine.La fraction I-5 ne contient que de la sérotrans-
ferrine.

B. Anelyse 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
colorimeétriques et chromatographique classiques décrites dans 1°
appendice technique et par 1’analyse des interactions oavec une
lectine, ls con-A, au cours de l’immuno-affino-électrophoreése.

1- Composition centésimale et molaire en glucides

Les compositions centésimale et moleire en monosaccharides de
différentes fractions sont données dans le tablesu V, p.63 . Nous
constatons que le fraction B ( obtenue par chromatogrephie sur
DEAE-Séphadex) est environ deux fois plus riche en sucres que la
fraction BIIb rechromatographiée sur SP-Séphadex . Les valeurs
élevées en glucides de la fraction B sont trés proches de celles
obtenues par Hudson et al.(1973) et seraient en faveur de la pré-
sence de deux groupements glycanniques, alors que les valeurs de
la fraction BIIb sont en accord avec la présence d’un seul gly-
canne de type N-acétyl-lactosaminique biantenné,

Nous avons montré précédemment que la fraction B éteit essen-
tiellement contaminée par 1'hémopexine saturée en héme.Cette con-
tamination peut expliquer &8 elle seule, la forte teneur en sucre
de la fraction B. En effet, 1’hémopexine de lapin est treés riche
en sucres, 21,5% (Hrkal et Muller-Eberhard,1971) et particuliére-
ment en N-acétyl-glucosamine et en acide N-acétyl-neuraminique.lLa
fraction B ne contient que 85% de sérotransferrine (dosage immu-
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Figure 23 : Contrb6les électrophorétiquesdu fractionnement de la

sérotransferrine de Lapin.

(o) Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence

de SDS 0,1 p100 et de B-merceapltoethanol des différentes froections
obtenues lors du fractionnement de la sérotransferrine de Lapin.
-~ sérum de Leapin

- Précipité I

- Précipiteée I1I

-~ Fraction A du fractionnement sur DEAE sephadex
Froction B

- Fraction C

- Fraction O

- Froction BIIb rechromatographiée sur SGP-Séphadex

(b) Electrophorése en gel de polyacrylamide & 7,5 % en présence
de SDS5 0,1 % des fractions obtenues par FPLC.
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TABLEAU V

COMPOSITION EN GLUCIDES DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

Fraction B Frection BIIb FractionIS
(DEAE~-Séphadex) (2& SP-Séphadex) (F.P.L.C)

QComposion Centésimale
-(g/100g) (o)

Oses neutres 2,02 1,22 1,34
'Glucosamine 1,07 1,23 1,35
jAcide sialique 1,57 : 0,82 0,65
{Total 5,26 3,2 3,34

Composition Molaire
~(résidu/mole) (D)

‘Golactose 3,7 2,11 2,73
Mannose 4,7 2,088 3,00
N-acetyl (C) 5,5 4,03 4,70

. glucosamine

" Acide N-scetyl- 3,8 1,92 1,63
neuraminiqgue

Nombre total 17,7 10,94 12,06
de Résidus

(a) La composition centésimale a été déterminée d’aprés les
résultats de chromatographie en phase gazeuse aprés méthanolyse

{(b) En raison des faibles quantités méthanolysés, les rapports
molaires ont été «calculés en prenant pour base 3 résidus de
mannose .

(¢) Le glucosamine non détachée par la méthanolyse a été
systématigquement rejoutée.
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nologique) . Etant données les teneurs respectives en sucres de la
sérotransferrine et de 1’hémopexine une contamination de 10% en-

viron de la préparation per l’hémopexine peut expliquer les 5% de
sucres dosés dans cette fraction.

La composition en glucides de la fraction I1-5, obtenue apreés
chromatographie FPLC de la fraction non retenue sur Con-A du pic
BIIa, montre une augmentation de prés d’un réaidu de galactose et
de glucosamine par rapport 8 le fraction majeure BIIb. Cette com-
position serait en faveur de 1'existence d’un variant glycannique

possédant sans doute une antenne supplémentaire greffée gur 1'un
des deux mannoses, et expliquant ainsi son manque d’affinité pour
la Con-A.Le fraction I-S5 ne contient que 1,6 résidus d’acide sia-
lique. Les quatre fractions précédentes sont éluéesa 3 des mola-
rités plus faibles en NaCl, et renferment toutes de la sérotrans-
ferrine, mais cette conteminaetion par des taux différents d’hémo-
pexine ne permet pas d’analyser correctement les résultata des
dosages de sucres. Cette microhétérogenéité du varient de la sé-
rotransferrine de Lapin pourreit étre due , soit &8 une variastion
peptidique, soit plutét & une micro hétérogenéité de la teneur en
acide sialique, due aux longues étapes de purification.

2- Immuno-affino électrophorese bidimensionnelle.

Le présence de varient glycannique dans les fractions BIIs et
BIIb a été analysée par immuno-affino électrophorése en présence
de Con-A, qui permet de séparer les glycoprotéines renfermant des
glycannes biantennés, reterdées,de celles contenant des glycannes
triantennés, non retardées.

Les électrophoréses montrées dans la Fig.24 (p.65), réveélent
gque la fraction BIIa obtenue apreés la premiadre SP-Séphadex est
hétérogéne en ce qui concerne la sérotransferrine : seulement 10%

environ de lo sérotransferrine est reconnue par le Con-A (Fig.24,
d) alors que la sérotransferrine obtenue aprés deux chromatogra-
phies sur SP-Séphadex est reconnue & 100% (Fig.24,c).Quand le pic
BIIa est chromatographié sur Con-A-Sépharose, la fraction non re-
tenue (I) n’est pas reconnue (Fig.24,e) . Cette perte d’affinité
pour le Con A peut s’expliquer comme dans le cas de la sérotrans-
ferrine humaine par l’existence d'une troisiéme antenne greffée
sur un des mannoses.Cette troisiéme antenne sialylée expliquerait
la diminution du pHi de cette fraction éluée plus toét sur SP-Sé-
phadex. Selon cette hypothése, la sérotransferrine de la frection
BIIb ne renfermereit qu’un glycanne de type biantenné et la séro-
transferrine de la fraction BIIs un glycanne polyantenné, les 10%

reconnus par la Con-A correspondant & une contamination par la
frection BIIb.

Afin d’évaluer la quantité de ce varient glycennique dans le
sang, <ce type d’électrophorése a été réalisé sur du sérum frais
de Lepin. Lorsque l’électrophoréese est réalisée dans les mémes
conditions que précédemment (Fig.24,a,p.65), 1le pic non reconnu
par la Con A est presgque invisible, mais si le quantité d’anti-
sérum monospécifique ajouté dans la deuxiéme dimension est divi-
sée par deux (Fig.24,b,p.65),1le pic non reconnu par la Con-A est
trés visible . Les proportions relatives des deux variants de la
sérotransferrine de Lapin étant tres différentes , il n‘est pas
possible d’‘obtenir une bonne relation entre les gquantités d’anti-
génes et d’anticorps pour ces deux variants et, il est donc treés
difficile de les quaentifier. En combinant les résultats des deux

plaques d’électrophorese , le taux du varisnt glycannique non
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Affino-immuno-électrophoréses bidimensionnelles en
Con A doens la premiéere dimension
Lapin (quentité d’antisérum standert)
Lapin (gquaentité d’'antisérum divisée par 2)
BIIb éluée de SP.Sephadex.
BIIa eluée de SP séphadex.

non retenue sur Con A Sépharose du pic BIIa.
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reconnu poar le Con A est de l‘’ordre de 3 & 5% environ.

III- CONCLUSION

Le méthode de purificetion que nous avons utilisée permet d’ob-
tenir une préparation de sérotransferrine de Lapin débarasssée de
son principal contaminant,l’hémopexine, ce qui est important pour
nos études ultérleures sur le rdle de la fraction glycannique de
la sérotranferrine, car 1'hémopexine est trés riche en sucres.

Dutre 1l’éliminatiocn de 1’hémopexine, la chromatographie sur
SP-Séphadex conduit a8 l’obtention d’apo-sérotransferrine de lapin

sans utilisation d’autres chélateurs que le citrete 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 troisiéme antenne. Ce variant est
difficilement purifiable en raison de son pHi tres voisin de ce-
lui des varients de l’hemopexine. Les quentités obtenues de ce
variant pur ne nous ont pas permis d’en faire 1’analyse ulté-
rieure. La seule méthode permettant de le préparer quantitati-
vement est la chromatogrephie d‘affinité sur colonne d'aenticorps,

gqui permettrait d’obtenir tous les variants, méme les plus sialy-
lés. -

L’obtention de sérotransferrine de Lapin & l’état treés purifie
nous a permis d’entreprendre des recherches ultérieures portant

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

2. sur ses propriétésde fixation du fer

3. 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 & vis
des réticulocytes de lapin (Jandl et al.1959 et Lane, 1972).



-67-

8TRUCTURE ET CONFORMATION DE LA CHAINE
PEPTIDIQUE DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

Les préparations de sérotransferrine de lapin gue nous avons
obtenues ont &té eanalysées de maniére comparative & la sérotrans-
ferrine humaine, afin de préciser d’éventuelles différences de
masae moléculaire, de composition en acides aminés , de séquences
d‘acides aminés de la poertie N-terminale et au point d’attache

des glycannes , de structure secondaire et de conformation de 1la
chaine peptidique.

I- BTRUCTURE PRIMAIRE DE LA CHAINE POLYPEPTIDIQUE

A- Masse moléculaire.

La masse moléculeire de la sérotransferrine de Lapin déterminée
par équilibre de sédimentation est de 75 * 2 kDa . La masse molé-
culaire de la sérotransferrine humaine, déterminée dans les mémes
conditions est de 75,6 * 2 kDa (Léger et al.,1977).

Par électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SD8
et de 2-mercaptoéthanol, les Rf des deux sérotransferrines sont
identiques. Les masses moléculaires calculées d’aprés des témoins
sont de 76 kDa pour les deux sérotransferrines.

En tenant compte de la valeur de 79,6 kDa, obtenue d’aprées la
structure primeire de la sérotransferrine humsine, loa comparaison
des résultats obtenus sur les deux sérotrensferrines par les deux
techniques que nous avons utilisées, permet d’attribuer une masse
moléculaire de 1’ordre de 7?7kDa pour la sérotransferrine de Lapin
en sachant que celle-ci ne possede qu‘un glycanne . Cette masse
moléculaire est en accord avec celles citées dans la littérature,
de 7?0 a4 77 kDe (Baker et a8l.,1968; Greene et Feeney, 1968; Palmour
et Sutton,19?1; Hudson et al.,1973).

B- 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 evec

celle de la sérotransferrine humaine

, ne fait pas apparaitre de
différences significatives.

C- Détermination des séquences peptidigues.

1 - Séquence N-terminale

Nous avons déterminé la séquence N-terminale de la sérotrans-
ferrine de Lepin en utilisant la dégredation récurrente d’Edman
et, soit 1’identification de P.T.H.-aminoacides libérés & chaque
cycle par chromatographie sur couche mince, soit par enalyse des
acides aminés a l’autoanalyseur aprés régénération des PTH amino-
acides. La séquence que nous avons déterminée est la suivante

Val-(X)-Glu-Lys-Thr-Val.
Il n'a pas été possible d’identifier l1’acide aminé en deuxiéme po-

sition poar aucune des méthodes utilisées. Cet acide aminé ne sem-
ble pas étre la proline comme dans la plupart des autres séro-



TABLEAU VI

Composition moloire en acides ominés de 1la
Lapin (a) .
humaine (b)

sérotransferrine de
Comporeison avec la composition de la sérotransferrine

ﬁcides ominés Sérotransferrine Sérotransferrine
de Lapin humaine

Asx 74 85
Thr 27 30
Ser 44 41
Glx 68 59
Pro 36 32
Gly a8 50
Ala 54 57
Cys (c) 36 38
Val a6 a6
Met . ? 9

ILe 16 15
Leu 60 59
Tyr 27 25
Phe 25 28
Lys 55 58
His 18 19
Arg 27 26
Trp 10 8

Totol 678 679

(a) Cheaque détermination est déduite de l’anolyse des résultats

obtenus aprés 24,48 et 72 heures d'hydrolyse, pour une mMasse mOo-—
léculaire de 77kDa
(b) D’aprés la structure primeire (Mc Gillivray et sl., 1983)

{(c) Déterminé sous forme de S-ceboxyméthyl cystéine
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transferrines. Far contre Heaphy et Williams (1978) identifient
cet acide aminé a8 la thréonine, ce qui differencierait la séro-
tronsferrine de Lepin des autres sérotransferrines.

Quoi qu‘il en soit, il existe une trés grande conservation de
structure dans lo poertie N-terminele des sérotransferrines et 1lea
sérotransferrine de lapin ne fait pas d’exception & cette regle.

2- Ségquence peptidique au nivesau du point d’attache
du glycanne

La séquence peptidique de la sérotransferrine de lapin au voi-
sinege du point d’atteche du glycenne & été déterminée apres iso-
lement des glycopeptides pronasiques et trypsiques, il s’agit de:
Asn (CHO)-Ser-Ser-Leu-(Asp,Ser,Glu,Pro,Gly,Ala,Val,lLeu)-Lys.

Cette séquence serait une séquence de type B suivant la cles-
sification de Greham et Williems ( 1975) puisque ne possédant pas
de résidu basique en deuxiéme position ( Tableau II, p.?7) Cette
séquence ressemble beaucoup & celle de la sérotransferrine bovine.

II- CONFORMATION DE LA CHAINE POLYPEPTIQUE

A - Détermination de la structure secondairas
de la protéine par dichroilsme circulaire

1. Anmalyse des spectres dichroiques entre 180 et 250 n

Le spectre obtenu pour la sérotransferrine de Lapin est simi-
laire & celui de la sérotransferrine humaine (Fig.25-A ; p.70) et
présente deux bandes négatives centrées & 208 et 222 nm (caracté-
ristiques de 1‘hélicité o) . Comme dans le cas de la sérotrans-
ferrine humaine, la bande centrée & 220 nm posséde une elliptici-
té plus feaible que la bande centrée & 208 nm, indiquant un faible
taux d’hélicité (de l’ordre de 20%) par rapport aux structures B.

2. Analyse des spectres dichroiques entre 250 et 550 nm.

Les spectres des deux sérotransferrines dépourvues de fer sont
trés semblables (Fig.25-8, p.70) montrant peu de différences, au
niveau des ponts disulfures (large bande négative & 276 nm),de la
tyrosine et du tryptophene (bandes positives centrées a 283 et
291 nm) . La seturation en fer induit une large bande négative
centrée &4 455 nm. (Fig. 25-C, p.70).

3.Discussion.

L’analyse des spectres dichroiques ne montre pas de différence

détectable entre les structures secondaires des sérotransferrines
d‘Homme et de Lapin.

B - Isolement du domaine C-terminal par
hydrolyse protéolytique ménagée

Nous avons réalisé des hydrolyses ménagées de la sérotransfer-
rine de Lapin, dont la structure bilobée a été démontrée par Go-
rinski et al1.(1979), afin d’isoler les deux domeines comme dans
les sutres transferrines.Cet isolement & pour but de localiser le
glycanne et de préciser les rdles respectifs des domeines vis-a-
vis de la reconnaissance par les réticulocytes de lapin.
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Figure 25 : Spectres dichroliques de la sérotransferrine humaine

(ligne continue) et de 1o sérotransferrine de Lapin (ligne dis-
continue) .

(A) Spectres des aposérotransferrines dans 1’U.V proche

(B) Spectres des oposérotrensferrines dans 1‘'U.V lointain.

(C) Spectres des ferri-sérotransferrines dans le visible.
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Figure 25 : Spectres dichroliques de la sérotrensferrine humaine
{ligne continue) et de la sérotransferrine de Lapin (ligne dis-
continue).

(A) Spectres des aposérotransferrines dans 1’U.V proche

(B) Spectres des aposérotraonsferrines dans 1’U.V lointain.

(C) Spectres des ferri-sérotrensferrines dans le visible.
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1.Protéolyse ménegée de la sérotransferrine de lopin

Un échantillon de sérotrensferrine 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 & l’action d’un certain nombre
d’enzymes protéolytigues pendant différents temps d’hydrolyse:
trypsine, chymotrypsine, papaine, clostripaine, pepsine et proté-
agse V-8 . Seules la trypsine et la chymotrypsine, aprés 1 a 4h d’
hydrolyse, nous ont fourni des fragments de masse moléculaire su-
périeure &8 30 kDa.

2.Fractionnement des hydrolysats.

Lea chromatographie de tamisaege moléculaire sur Ultrogel AcA-44
fournit B8 pics (Fig.26, p.72). L’'anelyse en gel de polyacrylamide
des fractions nous & montré que seuls les quatre premiers pics
possedent des masses moléculaires supérieures & 10 kDa.

Aprés 4h d’hydrolyse trypsique, & partir de 150mg de sérotrans-
ferrine nous obtenons 21%1,2mg du pic 1 et 13,2mg du pic 2 . Les
proportions respectives de ces deux pics sont inversées dans 1°
hydrolyse chymotrypsique : 14,6mg pour le pic 1 et 20,2mg pour le

pic 2 . Les rendements de 1l’hydrolyse chymotrypsique étant supé-
rieurs, en fragments de moesse moléculaire importante,d ceux de 1’
hydrolyse trypsique, seule la premiére technique & été utilisée

par le suite.

3.Propriétés électrophorétiques des fragments
chymotrypsiques.

Les différents pics sont analysés par électrophorése en gel de
polyacrylamide en présence de SDS. Le pic 1 renferme essentielle-
ment un peu de sérotransferrine de Lapin intacte, un fragment ma-
jJeur de 70 kDa et un autre mineur de 67 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
électrophorese en gel de polyscrylamide.La Fig.27-A (p.73) montre
que la sérotransferrine est repidement dégradée, en moins d’‘une
demie heure, en un fragment de 7?0 kDa. Les fragments de 30 a 40
kDa n’apparaissent que vers 1 h d’hydrolyse, avec un maximum vers
4h d’hydrolyse.

Les immuno-électrophoréses (Fig.27-B, p.?73) montrent que 1’hy-
drolyse protéolytique confére rapidement un ceractére acide asux
fragments libérés, le pic 2 étant plus acide que le pic 1.Ce com-
portement acide pourreit étre du & le libération d’un fragment
possédant une séquence basique.

4 Purificaeation des fragments chymotrypsiques

A la suite des résultats précédents,le fragment de 70 kDa a été
purifié aprés 1 h d’hydrolyse, et le fragment de 31 kDa aprés 4h
d‘hydrolyse . Les étapes de la purificetion des fragments corres-
pondant aux pics 1 et 2 sont rassemblées dans la Fig.28, (p.74).

Le pic 1 est tout d’ebord rechromatographié sur Ultrogel AcA-44
et le pic majeur obtenu est purifié sur colonne de DEAE-trisscryl.
Le premier pic de la chrometographie d’échange d’ions (I-a) cor-
respond & la sérotransferrine non coupée et le deuxiéme pic (I-b)
au fragment de 70 kDsa.
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Figure 26 : Profils d’élution des hydrolysats chymotryesiques {A)
et trypsiques (B) de la sérotransferrine de Lapin partiellement
soturée en fer, sur colonne d’ultrogel AcA-44 (2,2 x 130 cm)
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-73-

A
Z d'hydrolyse
50L
/o
o
\\\\\\ o —o Pic 2
O><
d A
/O 0\0 Pic |
(o]
07
I 1 { 1
I 2 3 4
temps d'hydrolyse (h)
B
A —
] Y e
'»,.‘r-«-w

4 Iz —
5 g

Figure 27 : Cinétique d‘'hydrolyse par la chymotrypsine.

A : pourcentage de récupération de pics 1 et 2 & différents temps
d’'hydrolyse.
B : Immunoélectrophoréses en présence de sérum de mouton anti-

sérotransferrine de Lapin.(1):15' d’hydrolyse;(2):1thd’hydrolyse
(3):4 h d’'hydrolyse;(4) :pic 1 purifié ;(5):pic 2 purifié.
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Figure 28 : Isolement des frogments obtenus aprés hydrolyse chy-

motrypsique de ls sérotronsferrine de Lapin monaferrique

(A) Chromatogrephie sur Ultrogel AcAd44 de : (&) pic 1 de 1’hydro-
lysat 1 h ; (b) pic 2 de 1'hydrolysat 4 h.

(B) Chromatographie d’échange d’ions sur DEAE-trisacryl de

(c¢) pic majeur I de A-a et (d) pic majeur II de A-b.
L’élution est réalisée par un gradient continu de O & 0,3 M Nac:
représenté en tirets. Les courbes en pointillé représentent 1.
radiocectivité du Fer 59
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Le pic 2, rechromatographié sur Ultrogel AcA-44, fournit un pic
majeur qui est fractionné sur colonne de DEAE-trisacryl . Sur les
trois pics obtenus,seuls les pics II-a et II-b contiennent encore
du fer readiocaectif (hydrolyse réalisée sur une sérotransferrine

marquée au fer-59). Seul le pic II-b renfermant le fragment de 31
kDa a été anolysé par la suite.

S5.Propriétés physico-chimiques des froagments purifiés

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

- Le fregment de 70 kDa est glycosylé, sa séquence N-terminale

est differente de celle de la protéine native et il est saturé en
fer.

- Le fragment de 31 kDe renferme un site de fixation du fer et

il est glycosylé. Sa séquence N-terminale est différente de celle
de la serotransferrine native et du fragment de 70 kDa.

Une fois désaturés, les fragments se comportent de maniére
différente vis-d-vis de lo fixation du fer. Seul le fragment de
70 kDe est encore capable de refixer le fer avec efficacité (80%)

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 &
l’obtention d’un fragment de ?0 kDo , sans doute par perte d’un
peptide N-terminal de 76 kDa, présentant un point de coupure ac-
cessible & la chymotrypsine. Un autre fragment plus petit est ob-
tenu avec de bons rendements, sa masse moléculasire est de 31 kDa,
il posséde encore un atome de fer et est glycosylé . Ce fragment
peut étre assimilé au deuxiéme lobe de la sérotrensferrine de La-
pin correspondont au domaine C-terminal.

Si nous compaerons nos résultats a8 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 paer la chymotrypsine une sé-
rotransferrine traitée poar lo desferrioxamine (possédant le fer
sur le site N-terminel) et isolent ainsi un fragment N-terminal
de 36 kDa. L’'hydrolyse d’une sérotransferrine saturée a8 20% (es-
sentiellement sur le site C-terminel) leur fournit un freagment ds
39 kDa glycosylé.

Les résultats obtenus par Evans et Williams (1978) sur la séro-
transferrine humaine aveient aussi montré que les glycennes étai-
ent situés sur le lobe C-terminal. Les domaines isolés par ces
auteurs a partir de sérotrenferrine humaine saturée , soit sur le
site N-terminal, soit sur le site C-terminal possedent 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

Masses Sucres Séquence N- Taux de fer Capacité de
Moléculaires (g/100g) terminale (ion/mole) fixetion du

(kDea) fer (%)

77 2,85 V-T-E-K~-T-V 2 100

70 2,9 S-L (V) 1,87 80

30 6,a 5-G-K-V-G 0,83 32

%
L (V) Val ; (T) Thr

; (E) Glu ; (K) Lys ; (8) Ser ; (G) Gly
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et de Brock et ol. (1976} obtenus sur la sérotrensferrine 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 23,4 et 38 kDa).lLe frogment de 32 kDa
de comportement plus acide en électrophorése correspond au domai-
ne C-terminal et le fragment de 38,5 kDa migrant moins repidement
correspond au domaine N-terminal. Le glycanne de la sérotransfer-
rine bovine se trouve sur le lobe C-terminal (Brock et al.,1978).

III - CONCLUSIONS

Les résultoats partiels que nous avons réunis montrent que 1la
sérotransferrine de lapin ne différe 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 édtudes de dichrolsme circuleire ne font pes apparsitre de
différence détectable avec la sérotransferrine humaine.

L’'hydrolyse ménogée de la sérotrensferrine de lapin saturée sur
le site C-terminal nous a permis d’isoler le lobe C-terminel pos-
sédant encore son fer et de localiser le glycenne sur ce lobe

comme dans ls sérotrensferrine humaine et la sérotransferrine
bovine.

Lo séquence peptidique oeu point d’sttache du glycanne et les
masses moléculaires des domaines isolés ainsi que leur comporte-
ment électrophorétique font sppareitre plus d’'homologies entre la
sérotransferrine de lapin et la sérotransferrine bovine gqgu’avec
la sérotransferrine humaine.
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ETUDE DES BITES DE FIXATION DU FER
DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

I - INTRODUCTION

Jandl et al. (1959) et Lene (1972) avaeient montré que la séro-
transferrine de lapin incorporaeit son fer eux réticulocytes de
lapin deux fois plus vite que la sérotransferrine humaine. Les
Premieres études de Jandl et Katz (1963) et de Aisen et al.(1966)
avaient montré l’importance de l’état de saturation en fer de 1la
sérotransferrine humaine vis-a-vis des réticulocytes. L’hypotheése
de Fletcher et Huehns (1967,1968) sur la non-équivalence biologi-
Que des deux sites de fixation du fer de la sérotransferrine o

lancé toute une série de recherches pour relier cette hypotheése
@ une différence chimique entre les deux sites.

Les observations réalisées en systéme hétérologue sérotransfer-
rine humaine-réticulocyte de Lapin ou homologue sérotransferrine
de Lapin-réticulocyte de Lapin ont amené des résultats contradic-
toires . De nombreuses études semblaient confirmer 1’'hypothése de
Fletcher et Huehns en systéme héterologue (Fletcher, et Suter
1969 ; Chernelch et Brown, 1970 ; Hehn, 1973 ;, Zapolski et al.,
1974 ; Harris et Aisen, 1975, a). Par contre cette hypothése ne
semblait pas vérifiée en systéme homologue (Morgan, 1974 ,; Morgen

et Kailis, 1974 ; Herris et Aisen, 1975, b ; Princiotto et Zapolski
1978) .

A 1l1‘’époque ou nous avons entrepris ces travaux, nous savions
déjad qu’il était possible de différencier , par protonetion , les
deux sites de Ffixation du fer de la sérotransferrine humaine
(Princiotto et Zapolski, 1975 ; 1976 b ; Lestas, 1976). L'un des
sites est scido-stable et 1‘autre acido-labile. Une telle diffé-
rence n‘’a pu étre mise en évidence dans le cas de la sérotrans-
ferrine de Lapin (Princiotto et Zapolski, 1978). En outre Krysteva
et 81.(1975,1976) avaient suggéré, par modificetion chimique,
l’existence d’un site accessible aux réactifs et d’un site enfoul
dans la sérotranferrine humeine.

Il nous est alors apparu intéressant d’étudier de maniere com-
Parative les sites de fixation du fer des deux sérotransferrines
d'Homme et de Lapin, afin de vérifier si l’origine de leur diffeé-
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 svons entrepris

1-1’étude des sites de fixation du fer des deux sérotrens-
ferrines par modification chimigque en nous intéressant uniquement
aux résidus d’Histidine.

2-1’étude de la stabilité des sites de fixation du fer vis

-8-vis du pH, de la force ionique, de certeins ions et de diffé-
rents chélateurs du fer.

IT - CARBETHOXYLATION DES RESIDUB D'HISTIDINE

A - Principe.

L’'anhydride éthoxy-formique ou diéthyl-pyrocarbonate (D.E.P.)
réagit spécifiquement sur les résidus d’'histidine (Ovadi et ol.,

1862) a4 pH 6,1 en formant des résidus carbéthoxy-histidyls selon
le schéma suivant
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B - Détermination des coefficients d’extinction molaire
de la carbéthoxy-histidine.

La Fig.29 (p.B8B0) montre la variation du coefficient d’extinc-
tion molaire de la N-acétyl-histidine en fonction de la concentra
tion en diéthyl-pyrocarbonate . Nous constatons que la valeur de
3.200 1l.mole .cm n’est valable que pour des concentrations en
réactif de 1 &4 2 mM. Cette valeur croit ensuite pour les concen-
trations plus élevées et atteint des valeurs 2,5 fois supérieures
4 25 mM. Nous constatons parsllélement wun déplacement de la lon-
gueur d’onde d’'absorption maximale de 240 vers 230 nm pour les
fortes concentrations en réactif . Cette augmentation avait déja
été constatée par Avaeva et Krasnova (1975) et par Loosemore et

Pratt (1976), elle correspond & une N-N’'-dicarbéthoxylation des
résidus d’histidine.

Par la suite nous utiliserons cette veleur de 3.200 uniquement
pour les concentrations en réactif de 1 a 2 mM et les différents
coefficients de cette courbe pour les concentrations supérieures.

C- Cinétiques de carbéthoxylation des apo-transferrines

Puisque la quantificetion des résidus de mono corbéthoxy-histi-
dine n‘est possible qu’a faible molarité en D.E.P, nous avons ré-
alisé les cinétiques & des concentrations en réactif de 2 mM . Le
nombre total de résidus modifiés & cette concentretion est déter-
ming au bout d’'une heure, alors que la réaction est terminée, un
plateau éteant atteint aprés 45 minutes.

Les réactions pour les deux sérotransferrines sont biphasiques
et peuvent étre considérées comme la somme de deux réactions de
pseudo ordre 1 (Fig.30, p.B81). D’aprés les pentes de ces courbes
on peut déduire les constantes de vitesse et le nombre de résidus
modifiés dans les deux phases (Tableau VIII,p.81 ).Les constantes
de vitesse de la phaese rapide sont identiques pour les deux séro-
tranferrines (ky =0,24 min J)la deuxiéme phase étant 6 fois et 10

fois plus lente respectivement pour la sérotransferrine humaine
et loa sérotransferrine de Lapin.

Le nombre de résidus d’histidine réagissent rapidement est su-
périeur de 1 dans la sérotransferrine humaine (6,1) par rapport 3
la sérotransferrine de lapin (4,9).
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Figure 29 : Veriation du coéfficient d’extinction molaire de la
N-acétyl-histidine carbéthoxylee (70,4pyM) en fonction de lo con-
centration en diéthyl-pyrocarbonate (DEP)

, mesuré a la longueur
d’onde d’absorption maximale (240nm)
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Figure 30 Cinélique de carbélhoxylolion des oposérotransferrines

4 une concenlration en dit¢lthyl pyrocarbonate de 2mM.

La courbe esl exprimée en 10g du pourcentoge de résidus Jd’histi-
dine intocls.Le nombre Lotal de résidus modifiés est déterminé ou
bout d°1 h., [(0) sérolransferrine humaoine; (®) sérolransferrine de
Lopin. Lea courbes en pointillé représentent la détermlnatlon de

lo vitesse de réaclion de lo phasc rapide , oprés soustroction de
- lo phase lenle.

TADLEAU VIII

CONSTANTES DE VITESSE ET NOMBRE DE RESIDUS D’HISTIDINE
MODIFIES DANS LEG 2 PHASES

Provenance des k, Histidines ka2 Histidines Histidines
sérotronsferrines modifiées modifiées Totoles
(phaose 1) ou total
min %{ o) res min %{ L) res res
Homme 0,24 S0 6,1 0,040 64 12,2 19
Lapin 0,24 a2 4,9 0,028 65 11,7 10

o) Le pourcentage de résidus corbétoxylés doans la premiére phase
est calculé en fonclion du nombre totol de residus modifiés en 1h
{(b) Le poucentoge totol de résidus modifiés est colculé en
fonction du nombre de résidus d'histidine de lo molécule
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Il n‘est pas possible de modifier tous les résidus d'histidine

a2 mM en DEP : 12,2 sur 19 pour la sérotransferrine humaine et
11,7 sur 18 pour la sérotrensferrine de lapin.

D - Capacité de fixation du fer des sérotransferrines
carbéthoxylées en milieu non dénaturant.

Pour obtenir une modification compléte des résidus d’histidine
il est nécessaire d’augmenter la concentreation en réactif. Nous
avons donc étudié 1‘sction du DEP & des concentrations variant de
0 &8 25 mM et ensuite mesuré la capacité résiduelle de fixation du
fer des sérotrensferrines modifiées, en essayant de quantifier le
nombre de résidus impliqués dens les sites de fixation du fer.

1. Quantification du nombre de résidus d’histidine
modifiés.

Nous avons vu qu’aux fortes molerités en DEP,les résidus d’hi-
gtidine etaient N-N’'-dicorbéthoxylés, augmentant la valeur du co-
efficient d’'extinction molaoire.

La Fig.31-a (p.83 ) montre le nombre apparent de résidus {cal-
culé avec 3.200 l.mole” ,em™' ). Il apporoit gue dons lo zone com-
prise entre B8 et 25 mM, l’augmentation est proportionnelle & la
concentration du réactif et n’atteint jamais un plateau. L’appli-
cation directe des différents coefficients, déterminés d’eapres la

Fig.29 (p.B80) nous améne & des résultats ininterprétables. Ceci
peut s’expliquer per le diffeéerence de réactivité des deux popula-
tions d‘histidine : celle résgissant repidement et pouvant ainsi

étre facilement dicarbéthoxylée par un excés de réactif, et celle
réagissant besucoup plus lentement et ayant einsi peu de chance
d’'étre disubstituée.

"Nous eavons 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 & un nombre corrigé de résidus d’hi-
stidine modifiés qui est représenté dans la Fig.31-b (p.83). Dens
ces conditions, nous constatons gue tous les résidus ne sont pas
modifiés, méme & une concentration en réactif supérieure a 20 mM.
Le nombre total de résidus modifiés, apreés correction est identi-
que daens les deux sérotransferrines : 14 résidus.

2. Copacité résiduelle de 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 aprés élimina-
tion de 1l’excés de réactif. Dans la Fig.32-a (p.85) cette capeci-
té de fixetion du fer est exprimée en fonction de la concentra-
tion en réactif et se résume en trois étepes similaires pour les
deux sérotransferrines

- une perte séquencielle de 50% de lo capaecité de fixation du
fer pour des concentretions en réactif de 0 & 11 mM.

— un plateau &8 50% de fixation du fer entre 11 et 18 mM.

- une légeére perte pour les concentrations supérieures & 18 mM:
40% de resatureation de la sérotransferrine humaine et 30% pour 1la
sérotraensferrine de Lapin &8 25 mM en DEP.
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Un des sites de fixation du fer semble donc étre fecilement
détruit par modificetion des histidines pour des concentrations
inférieures a8 10 mM en réactif. Il est impossible de détruire le
deuxiéme site,méme & des concentrations de 25 mM. Il est possible
d'expliquer cette résctivité par le localisation , & proximité de
la surface de molécule, du site accessible au réoctif,le deuxiéms
site, besucoup plus enfoui & l’intérieur de la molécule,n’est peas
accessible au réactif dans les conditions utilisées.

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

3.5pécificité de ls modification.

Les différences de spectres réalisées & forte concentration en
DEP font aepparaitre une bande négative centrée & 279 nm,attribuée
3 une O-slkylation des résidus de tyrosine (Simpson et ol.,1963).
En utilisant un €-278 nm de 1.310 l.mole'.cm™ pour la O-carbétoxy
~tyrosine (Burstein et al., 1974) il est possible de calculer le
nombre de résidus de tyrosine modifiés

- & 11'mM en DEP, 0,5 résidus de tyrosine sont modifiés dans la

serotransferrine de Lapin, et 1,5 résidus chez 1’homme
-.8 20 mM, 6,5 résidus sont modifiés dans la sérotransferrine

de Lépin et 9,1 chez 1l‘’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-
gére une légeére bande négative a 292 nm.

Quoi qu'il en soit, a la concentration de 11 mM, nécessaire a
la destruction du site accessible, la modification des résidus de
tyrosine est mineure,et n’affecte pas la quantificstion des rési-
dus d’histidine impliqués dens le site , bien qu’on ne puisse in-
firmer le 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 & 1’hydroxylamine 0,8M, des échantillons modifiés
8 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 cepacité de fixation du fer n’
est pes totale (80% pour la sérotransferrine de Lapin et 85% pour
la sérotransferrine humaine)

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

E - Coapacité de fixetion du fer des sérotransferrines
carbéthoxylées 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’asgent
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dénaturant. Afin de rendre les résidus d‘'histidine
site woccessibles au réactif,
tion

du deuxieéme
nous avons réalisé la carbéthoxyla-

des deux sposérotransferrines en présence de concentrations
croissantes en urée.

1. Quantification du nombre de résidus d’histidine

modifiés en présence d‘urée.

méme a
ne modifiait pas le réactivité des résidus
d'histidine vis-a-vis du diéthyl-pyrocarbonate.lLes différences de
spectres (Fig.33,p.B87) d’aposérotransferrine en présence d‘’urée

6M montrent deux points isobestiques, & 267 nm et 225 nm pour des
concentrations en DEP de 0 & 3,5mM. Pour les concentrations supé-
rieures le deuxieme point isobestique disparait , et 1l’absorption
maximale se déplace vers les faibles longueurs d’onde.Ceci est du
a8 la N-N’-dicarbétoxylation des résidus d’histidine qui sont tous
devenus accessibles,en raison du dépliement de la chaine polypep-
tidique. Dans ces conditions tous les résidus d’histidine réagis-

sent 4 la méme vitesse,et nous pouvons appliquer les coefficients
d’extinction tirés de la Fig.29 (p.80).

Nous avons tout d‘abord vérifié que la présence d‘urée,
forte concentration,

Les résultats sont rassemblés dans le tableau IX (p.88), et
montrent que le nombre de résidus d’histidine réagissont rapide-
ment est beaucoup plus dépendant de la concentration en urée que
le nombre totael de résidus. A partir de 6M en urée,tous les rési-
dus d’histidine des deux sérotransferrines sont modifiés &4 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 syent réagi ne varie pas pour des concen-
trations en urée de 0O & 3M. C’est pourquoi la capacité résiduelle
de.fixation du fer des sérotransferrines a été déterminée aprés

carbéthoxylation en présence d’urée & des concentrations variant
entre 3 et BM.

2. Capacité résiduelle de fixation du fer des apo-
sérotransferrines modifiées en présence d’urée.

Nous avons tout d’abord vérifié que la dénaturation par 1l’ureée
ne modifiait pas la capacité de fixation du fer des témoins séro-
transferrines aprés élimination de l1‘urée. Jusgqu’a 4M en urée, la
resaturation en fer est de 100%, puis elle baisse graduellement
Jusqu’ad B80%, en urée BM. La renaturation de la chaine peptidique
est donc suffisante pour reconstituer presque totalement la con-
formation des sites de fixation du métal. Le 100% de fixation du
fer a été déterminé sur un témoin traité uniquement par 1l’'urée.

La Fig.34 (p.89),montre la relation entre la cepacité résidu-
elle de fixation du fer des sérotransferrines carbétoxylées et le
nombre de résidus d’histidine modifiés. A 8M en urée, loa perte de
capacité de fixation du fer est en relation linéaire avec le nom-
bre de résidus modifiés, montrant einsi que tous les résidus sont
accessibles et réagissent sensiblement & la méme vitesse. La des-
truction compléte des deux sites est atteinte quand 18 résidus

sont modifiés dans 1la sérotransferrine de Lapin et 19 dans 1la
sérotransferrine humaine.

Par contre &8 4M en urée,lsa perte de capacité de fixation du fer
se fait en deux phases.lLa premiére correspond &8 la destruction du
premier site (site accessible) et & la carbéthoxylation de 14 ré-
sidus d‘histidine dans la sérotransferrine de Lapin et de 16 ré-
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TABLEAU IX

Nombre de résidus d’histidine réagissant avec le diéthyl-pyrocar-
bonate (DEP) dans les sérotronsferrines dénaturéespar différentes
concentrations en urée.

Concentration en DEP Molarité en Urée
0 3 q 6 8

DEP 3.5 M : résidus

—_—— e
.

reagissant :apidement(a)

STF humaine 7,2 12,3 13,4 19 19

STF Lepin 6,7 10 13 18 18

DEP 20 mM: résidus
réagissant au total(b)

8TF humaine 14 14,5 18,2 19 19

5TF Lapin 14 13 16 18 18

(a) En présence d’urée la chaine peptidique est dépliée, tous les
résidus exposés sont supposés réegir & la méme vitesse , et sont
considérés comme résidus réagissant rapidement & wune concentraj
tion de 3,5mM en réactif, le nombre exact de résidus est calculé
en utilisent le coéfficient d’absorption moléculaire & 240 nm =
3.600 1.mole” .cm™' d‘aprés 1la figure 29 p. 80

(b)Le nombre total de résidus eayant réagit avec le DEP est calcu-
lé en tenant compte du nombre de résidus ayant réagi rapidement,
qQui sont considérés comme étant N,N’-dicarbétoxylés a une concen-
tration de 20mM en DEP.
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Figure 34 Capacité de fixation du fer des aposérotransferrines
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Le capacité résiduelle de fixation du fer est exprimée en
fonction du nombre de résidus d’histidine modifiés
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sidus dans lo sérotransferrine humaine.lLa destruction du deuxieme
site, (site enfouil) correspond & la modificetion de deux résidus
d’'histidine supplémentaires dans les deux sérotransferrines, soit
16 résidus pour la sérotransferrine de lapin et

18 pour le 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, gue
nous venons de constester dans le sérotransferrine de lapin de-
vrait aussi se manifester vis-a-vis de la protonation comme dans
la sérotransferrine humaine (Princiotto et Zapolski,137S; Lestas,
1976) et de Rat (Okeda et al., 1978). 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 - Saturation en fer

1. Détermination de la capscité totale de fixation
du fer de lo sérotrensferrine de Lapin.

Nous evaons représenté dens la Fig.35-A(p.91), 1la courbe de
saturation en fer de la sérotransferrine de Lepin, en fonction
du volume de citrate ferrique ajouté. D’aprés les résultets obte-
nus, la capecité totele de fixoation du fer est de 1,42%..La quan-
tité de fer fixée & saturation,déterminée par dosage colorimétri-
que &4 la sulfobathophénanthroline , aprés élimination du fer en
excés donne un résultat gsimilaire, de 1,37%.. Ces résultats sont
en accord avec ceux de la littérature pour la sérotransferrine de
Lapin qui fixe 2 ions ferriques & saturation, comme la sérotrans-
ferrine humaine.

2. Influence du pH sur la saturetion en fer des
gsérotransferrines.

La saturetion en fer des sérotransferrines a été réalisée en
présence de tampon citrate 30 mM,bicerbonate 15 mM & des pH vari-
ant de 5,5 &4 8,6, pendant un temps minimum de 15h. Les courbes de
saturation (Fig.35-B,p.91) montrent une allure similaire pour les
deux sérotrensferrines.lLe sérotransferrine de Lapin semble cepen-
dant fixer le fer dans une gamme de pH plus étroite : de 6,4 &
7,35, que la sérotransferrine humaine : de 6,2 & 7,8,

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

Nous avons appliqué les techniques déjd décrites pour la séro-
transferrine humaine (Evans et Williams,1978; Aisen et al.,1978).
La saturation partielle de la sérotransferrine humaine conduisant
& 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
gGuand le donneur est FeCl ou FeIll-citrate.

La Fig. 36,(p.93) montre les profils d’électrofocelisation ob~-
tenus avec la sérotransferrine de lapin saturée & 30% ou 60%,soit
en présence de citrate ferrique a4 pH 8,2, soit en présence de Fe-
NTA & pH 7,5.Quel que soit le chélate ferrique utilisé comme don-
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Figure 35 Saturation en fer des sérotrensferrines

A : Courbe de soturation en fer de la sérotransferrine de Lapin

(2 ml de solution & 10mg/ml dans le tampon <citrate bicarbonate

0,1M, pH B,6) por lo solution d’Azari et Beugh (1967) contenant

3,84pg de fer/10pl.

B : Courbes de saturation en fer des sérotransferrines d’Homme (@)
et de Lapin (O) & Smg/ml en fonction du pH dans un tampon citrate-
acide citrique 0,03 M, bicerbonate 0,01S5M (15 h de ssturation).
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neur de fer

y i1 est impossible de fixer sélectivement dans ces
conditions,

le fer sur 1’un des deux sites de la sérotransferrine
de Lapin. En preésence de citrate ferrique le fer se répartit de
maniére identique sur les deux sites,alors que dans la sérotrans-
ferrine humaine le fer se fixe 3,5 & 5 fois plus sur le site N-
terminal que sur le site C-terminal. En présence de Fe-NTA , nous
trouvons trés peu de différences, avec toutefols une léepére ocou-
pation préférentielle du site C-terminsl par repport au site N-
terminal, dans un rapport de 1,3:1 & 1,5:1.

Les pHi, deéterminés par électrofocalisation pour la sérotrans-
ferrine de Lepin sont respectivement : 5,55 pour l’aposérotrans-
ferrine, 5,35 pour l’espéce monoferrique saturée sur le site N-
terminal et 5,1 pour le sérotransferrine diferrique.

L’accessibilité des deux sites de fixation du fer de la séro-
transferrine de Lapin vis-ad-vis des différents donneurs de fer
étant beaucoup moins marquée que celle de la sérotransferrine hu-
maine , il n'e pas été possible , par cette technique de préparer

sélectivement les deux espéces monoferriques de la sérotransfer-
rine de Lapin.

B - Désaturation en fer des sérotransferrines

1. Influence du pH et des chélateurs du fer.

Les expériences d’élimination séquentielle du fer des transfer-
rines soturées en fer ont été réalisées par protonation , & force
ionique inférieure & 0,1. Les courbes de dissociation du fer en
fonction du pH sont montrées dans la Fig. 37 (p.94).

. En présence de cacodylate , les résultats déjad décrits pour la
sérotransferrine humaine (Lestas,1976) sont retrouvés (Fig.37-A):
élimination du fer de site acido-labile entre pH 6,4 et 5,7, puis
du site acido-stable entre pH 65,7 et S,0. Dans les mémes condi-
tions,la sérotransferrine de Lapin ne montre aucune différence de
stabilité entre les deux sites de fixation du fer , 1’élimination
du métal se faisant de maniére continue entre pH 5,9 et pH 5,0.Ce
résultat ne permet pas de caractériser la présence d’un site aci-
do-labile dans la sérotransferrine de Lapin.

L‘’addition d’ions phosphates fragilise la lisison du fer. La
courbe de dissociation du fer de la sérotransferrine humaine est
toujours biphasique mais le pH de demi-dissociation est augmenté
4 6,1.La destruction du site acido-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 la séro
transferrine de Lapin,le destruction étant continue entre pH 6,75
et pH 5,5. Par exemple & pH 5,9, seul le site acido-labile de la
sérotransferrine humaine est détruit,elors que plus de 75% de dé-
saturation sont constetés pour la sérotransferrine de Lapin.

L’utilisation d’un chélateur fort du fer,le citrate,fait dispa-
raitre 1’allure biphasique de la courbe de désaturation de la sé-
rotransferrine humaine,le site acido-stable devient accessible au
chélateur & des pH plus élevés. L’élimination du fer est continue
entre pH 7,6 et 6,1. La sérotransferrine de Lapin,légérement plus
résistante montre une courbe monophasique entre pH 7,1 et 6,2.

Les expériences ainsi réalisées retrouvent bien l’existence d’
un site acido-labile et d’un site acido-steable dans la sérotrans-
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Figure 36 : Profils d’électrofocelisation sur gel Ultrodex en

présence d’aompholines LKB8 (graedient de pH 4,0 & 7,0) de séro-
traoansferrine de Lapin portiellement saturée &8 30 % en fer (B et D)
et 8 60 % en fer (A et C), en présence de Fe III-citrate (A et B)
et de Fe III-NTA (C et D). Aprés l’électrofocelisation le gel est
coupe en bandes de 1 cm et élué par de l’esu distillée, le repé-
roge est effectué por lecture de 1l’eabsorbance a 280 nm et le pH
de chaque froction est mesuré. (Lo courbe en pointillé de la Fig.
A représente le grodient de pH).
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Figure 37

Désaturation des sérotransferrines de Lapin (A) et
humaine (B)

en fonction du pH et de la nature des ions.
( 0 ) Tempon citrote-acide citrique de force ionique 0,08.
( © ) Tampon phosphate-acetate de force ionique 0,05.

({ # ) Tompon cacodylate-acide cacodylique de force ionique 0,08.
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ferrine humaine, mais ne permettent pas de mettre en évidence 1’
existence d'une telle différence dans la sérotransferrine de La-
pin . Dans tous les toempons utilisés,les deux sites de la séro-

transferrine de Lapin se comportent comme le site scido-stable de
la sérotransferrine humaine.

2. Cinétigues de désaturation de la sérotransferrine

de Lapin & différents pH, en présence de phosphate
et d'EDTA.

N’ayant pas réussi & mettre en évidence une différence de sta-
biliteé, en milieu acide, des deux sites de fixation du fer de la
sérotransferrine de Lapin, nous avons regardé 1l’asccessibilité du
métal aux chélateurs tels que les ions phosphates et 1’EDTA & des
pH variant entre 7,1 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 a8 7,1 pendant deux jours de désetura-
tion. Une stabilisation du taux de fer restant fixé sur la proté-
ine est constatée pour des temps allant jusqu’d 5 jours. Les ré-
sultats montrent que les deux sites de fixation du fer de la séro
transferrine de Lapin sont relativement accessibles aux chéle-
teurs du fer et qu’il est possible de la désaturer totslement en
24h a8 pH 7,1 dans un tel systéme tampon.

Un taux constont de fer de 53% est retrouvé sur le sérotrans-
ferrine de Lapin au bout de deux jours de désaturation en tampon
phosphate 30 mM,Tris-Hecl 15 mM,EDTA 2,5 mM & un pH final de 7,85.
Aprés élimination du fer en excés , l‘analyse de cet échantillon
par électrofocalisation en présence d’ampholines montre que la
ma jeure 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 étre reliés & lo
structure des lobes N-et C-terminaux des transferrines. Il est
connu que toutes les cloasses de transferrine possédent une grande
conservation de la position des ponts disulfures,le lobe C-termi-
nal en contenant plus aurait umne 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-termimal. Les résidus d’histidine inaccessibles au
réectif 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 maniére
identique posséderait 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 & la fixation du fer (cf.gé-
néralités p.26,27) .

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'EDTA &
différents pH: (e) pH 8,05; (0) pH 7,85; (@) pH ?7,6; (0) pH 7,35;
(6) pH 7,1.Les différents tampons sont obtenus par mélange de 1,2
ml de tempon NaHPO, , KH PO, SOmM & pH 6,8, 0,3 ml de Tris-Hcl
0O, & pH 8,6, 0,1 ml d’EDTA 0,05M et 0,4 ml de sérotransferrine
de Lapin dons l’eou (concentration finale de la sérotransferrine:
Smg/ml) .
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deux sérotransferrines, ou niveau de la stabilité des deux sites
de fixetion du fer vis—-a&-vis de la protonation. La sérotrensfer-
rine humaine possede un site acido-labile totalement détruit & pH
5,7 en absence de chéloateurs,a pH 6,0 en présence de phosphate 10
mM et & pH 6,9 en présence de citrate 25 mM, le site acido-stable
est détruit o des pH inférieurs. Dans le cas de la sérotransfer-
rine de Lapin une telle différence de stabilité n’a pu étre mise
en évidence , les deux sites se comportent comme le site acido-
stable de la sérotransferrine humaine.

L’utilisotion simultanée d‘ions phosphate et d’EDTA nous a
permis de préparer quantitativement une sérotransferrine de Lapin
monoferrique sur le site C-terminsel, steble & pH 7,8 ovec le
temps, ce qui nous a permis de résliser des protéolyses ména-
gées et d’isoler ce lobe saturé en fer.

S —

b
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SETRUCTURE ET ROLE DU GLYCANNE DANS LES PROPRIETES PHYSICO-
CHIMIQUES ET IMMUNOLOGIQUES DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

Afin de préciser si les différences de spécificité entre la sé-
rotransferrine humaine et de Lapin, constatées lors de l’interac-
tion avec les réticulocytes de Lapin , provenaient de la partie
glycannique , nous oevons entrepris d‘une part 1l‘étude complete de
lo structure de la portie glycaeannique de lo sérotransferrine de

Lapin et d’autre part nous avons effectué sa déglycosylation com-
plete.

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 apres purificetion de la sérotransferrine
selon le schéma de froactionnement décrit dans la Fig. 21, p.58.
Aprés hydrolyse pronasique, les glycopeptides dont la composition
en glucides a été précisée, ont été perméthylés et analysés en
Résonance magnétique nucléaire (R.M.N) & 360 Mhz.

A - Hydrolyse pronasique

L’hydrolyse pronasigue a été réalisée selon le protocole décrit
dans lvappendice technique (p.8 ). A chaque étape de 1l’hydrolyse
des contrdles ont été effectués, poar dosage des oses neutres,pour
détecter une perte éventuelle de glycenne lors du fractionnement.
50%, B88% et 82% des sucres initiaux sont récupérés apreés ls pre-
miére, la deuxiéme et la troisiéme hydrolyse. Aprés précipitation
4 1"ATCA nous retrouvons 76% des sucres initiaux et apres passage
sur résines échangeuses d’ions, il reste 62,5% des sucres initiaux.

B8 - Fractionnement de 1 ‘hydrolysat pronasique.

La fraction glycopeptidique totele récupérée aprés chromatogre-
phie sur Séphadex G-25 est soumise & une électrophorése prépara-
tive sur pepier & pH 2,4. La migration est réalisée de la cathode
vers l’anode, ce qui permet d’éliminer les peptides qui souillent
la fraction glycopeptidique.lLes glycopeptides possédant de 1‘aci-
de sialique sont faiblement ionisés & ce pH , et migrent surtout
gréce & l’électrorhéophorése et se séparent les uns des autres en
fonction de leur nombre de résidus d’acide sialique. Deux frac-
tions GP~-1 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 glycopeptide GP-I et 43,5mg de glycopeptide Gp-II ont été iso-
lés par électrophorése préparative,soit respectivement 20 et 80 %
Le rendement final est de 36% . En raison des contréles effectués
4 chaque étape il semble peu probable qu’il y ait eu perte d’un
groupement glycannique.

C - Analyse des deux fractions glycopeptidiques.

1- Composition en acides aminés.

La composition en acides aminés des deux glycopeptides, donnée
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dans le Tableou X, p.100, révele une identité totale entre ces
deux fractions.

2- Composition en glucides.

Les compositions moleires en glucides des deux fractions sont

rassemblées dans le Tableau X, p.100. Ces résultats obtenus mon-
trent que le glycopeptide majeur GP-II ne différe du GP-1 gque par
la présence d’'un résidu supplémentaire d’acide sialique.

3- Perméthylation des glycopeptides.

Les résultats des snelyses chromatographiques des éthers méthy-
liques obtenus aprés perméthylation et acétylation des glycopep-
tides GP-I et GP-II sont rassemblés dans le Tableau XI,p.101. Ces
résultats montrent 1‘'identité des glycopeptides GP-I et GP-II, lea
seule différence étant 1l’existence d’un résidu de perméthyl-gala-
ctose dans le glycopeptide GP-I,démontrent le présence d‘un rési-
du de galactose en position terminale non réductrice.

Lae présence de deux résidus de 2,3,4 tri-0O-méthyl-galactoside
dans le GP-II montre qu’il ne possede plus de résidus de galacto-

se en position externe, ceux-ci étant substitués en 6 par de l'a-
cide N-acétyl neureminique.

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

L’existence uniquement de 3,6 di-O-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 1‘absence d‘un
résidu d’acide N-acétyl neuraminique en position externe sur un
résidu de galactose, et nous permet déjd de prévoir une structure
glycannique biantennée de type lactosaminique identique & celle
déjad trouvée dans ls sérotransferrine humaine.

4~ Etude des spectres de RMN du proton & 360Hz.

Le glycopeptide GP-II1 & été désialylé par action de la neura-
minidese (Clostridium perfringens). L’asialo-glycopeptide a éte
isolé par électrophorése préparative & 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 (Dorland et 21.13877) sont données dans le Tableau
XII, p.102. L’étude des déplacements chimiques des pics caracte-
ristiques du glycopeptide GP-II désialylé et asialylé,confirme
l’existence d’un glycenne biantenné possédant un noyau du type
mannotrioside-di-N-acétyl neureminyl-(a2,6)-N~-acétyllactosamini-
que. Les valeurs des déplacements chimiques des protons des
glycopeptides sialylés et osialylés des deux sérotransferrines
sont identiques permettant d’'affirmer l’identité de la structure
du glycenne biantenné de la sérotransferrine de Lapin & celle du
glycanne bisntenné de la sérotransferrine humaine.
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TABLEAU X

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

Glycopeptides GP - I GP - II

.

Pourcentoge de récupération 20 % 80 %

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

Gel 2,13 (2,0) 2,04 (2,1)
Man 3,20 (3,0) 2,90 (3,0)
Glec NAc 3,95 (3,7) 4,00 (4,2)
Neu Ac 1,172 (1, 1) 2,11 (2,2)

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

Asx 1 1
Ser , 0,96 1,11
Acide aminé N-terminal Asn Asn

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

(b) les rapports molaires sont calculés en prenant un résiduy
d’acide oaspartique comme référence.



-101-

TABLEAU XI

Composition molaire des éthers méthyliques obtenus aprés perméty-
lation des glycopeptides pronasiques GP - I et GP - II

Monosaccharides méthylés () GP - I GP - I1I
2,3,4,6 tetro~-0-méthyl galoactoside 1 0,12
2,3,4 tri-0O-méthyl golactoside 1,13 1,76
3,4,6° tri-0-méthyl monnoside 1,70 1,85
2,4 di-0-méthyl mannoside 1 1

é'acétamido—S,G di-o-méthyl glucoside 3,69 3,72

(%) Les calculs ont été effectués en prenant un résidu de 2,4-di
O-méthyl mannoside comme référence.



TABLEAU XII

Déplacements chimiques des protons des glycopeptides GPI et GPII
analysés en AMN du proton & 360 MHz
valeurs obtenues pour les glycopeptides
tronferrine humaine

Comporaison avec les
bioantennés de la séro-

Sérotransferrine de Lapin Sérotransferrine
humaine
GP-Is GP-Ib GP-II GP-II bisialo Asialo
bisialo asialo| glycanne glycanne

H-121
GlcNAc 1 5,073 5,073 5,072 5,070 5,073 5,072
GlcNAc 2 4,620 4,620 4,622 4,617 4,598 4,616
Man 3 4,769 4,769 4,775 4,765 4,770 4,770
Man 4 5,138 5,120 5,134 5,121 5,133 5,119
Man 4 4,928 4,944 4,946 4,929 4,946 4,926
GlcNAc S 4,599 4,577 4,600 4,581 4,598 4,581
GlcNAc 5° 4,577 4,599 4,600 4,581 4,598 4,581
Gal °~ 6 4,445 4,471 4,445 4,471 | 4,447 4,470
Gal 6" 4,471 4,445 4,445 4,471 4,447 4,470
H=-2
Man 3 4,251 4,251 4,254 4,248 | 4,254 4,244
Man a 4,192 4,192 4,195 4,191 4,196 4,188
Man 4’ 4,112 4,112 4,114 4,110 4,115 4,107
H-3
Neu Ac(H eq.) 1,716 1,716 1,719 - 1,721 -
Neu Ac(H ax.) 2,670 2,670 2,671 - 2,671 -
H (N-acétyl)
GlcNAc 1 2,008 2,005 2,007 2,009 2,013 2,013
GlcNAC 2 2,078 2,078 2,080 2,078 2,079 2,076
GlcNAc 5 2,030 2,048 2,030 2,050 2,030 2,047
GlcNAc 5 2,048 2,030 2,030 2,047 2,030 2,047
Neu Ac 2,068 2,068 2,067 - 2,068 -




-103-

Nous pouvons constater d’autre part que le glycopeptide GP-1I
est en fait un mélange, dans un rapport 1:1, de deux monosialyl-
glycopeptides isomeres (GF-Ia et GP-Ib), le premier possédant un

reasidu d’acide sislique sur la branche supérieure, et le deuxiéme
sur la branche inférieure.

En effet la présence d’acide sialique branché en position (a2,86)
sur le galactose, produit une augmentation significative des va-
leurs des déplacements chimiques des protons des Man 4 et 4’,des

GlcNAc 5 et 5’ et des Gol 6 et 6’, comme on peut le constater sur
le Tableau XII, p.102.

Ces deux monosialyl glycopeptides sont dans un repport 1:1, ce
qui semblereit prouver que leur présence est due & une désialyla-
tion chimique lors de la préporation des glycopeptides, et nota-
ment le passoge en milieu acide lors de la précipitation a 1’ATCA
et le fractionnement sur résines échangeuses d’ions fortes,plutét

qu’sd une hétérogenéité physiologique du taux d’acide sialique de
le sérotransferrine de Lapin.

Les structures glycanniques complétes des glycopeptides prona-
siques de la seéerotransferrine de Lapin sont

données dans la
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 poartie glucidique de la sérotransferrine

dans son acti-
vité biologique,

nous avons libéré le glycanne de la chaine pro-
téique 8 l’'aide d’une endo B D-N acétyl glucosaminidase isolée de
Basidiomyces sporotricum (Bougquelet et al.,1980). Apreés purifice-
tion de l'sglycosérotransferrine nous avons comparé ses principa-
les propriétés physicochimiques et immunoclogiques

@ celles de la
sérotransferrine native.

A - Préparation de la sérotransferrine déglycosylée.

Le déglycosylation de l’asialosérotransferrine de lapin a été
realisée selon le protocole décrit dans 1’appendice technigue

p. 10 . La protéine déglycosylée a été purifiée par possage sur
colonne de Con A-Sépharose.

B- Comportement chromatographique et électrophoretique
da la sérotransferrine déglycosylée.

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) oau
volume mort et d’un autre (III) elué par 1’ac-méthyl glucoside,
plus de 90% de la quantite injectée, venant de l’hydrolyse par
l’endo-glycosidase de la sérotransferrine de lapin, est récupérée
en un pic (II) symétrique et non retardé.

Aprés concentration par dialyse sous vide et dessalage sur
Séphadex G-25 équilibré dens 1'eau, le pic II est soumis & diffé-
rentes électrophoréses pour vérifier son homogéneéité.

Il n‘y @ pas de bandes mineures (révélant une protéolyse) dé-
tectebles par électrophorése en gel de polyacrylamide en présence
de SDS5 et le pic II posséde une masse moléculaire
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Gal(31—4)GlcNAc(Bl—Z)Man(al-G)\\\\\

Neuhc (@2-6)Gal (B1-4) GlcNAc(B1-2)Man (al-3)

Man (B1-4)GleNAc (B1-4)GleNAc(B1)Asn

NcuAc(Gz-G)Gal(Bl—d)GlcNAc(Bl-Z)Man(al-6)
::::}nan(Bl-d)GlcNAc(Bl-d)GlcNAc(Bl)hsn

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

’, ] 1.|
Neuhc (02-6) Gal(Bi-4)GleNac(B1-2) Man (x1~6)

Man (81-4) GLcNAc (B1-4) GLeNAc(B1) Asn

N/

Neuhc (62-6) Gal(B1-4) GleNAc(B1-2) Man (a1-2) 3 2 I
.- 6 5 4

Figure 3 9 : Structurc primairc des glycopeptides isolés de la STF de lapin.
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Figure 40 : Interaction de la sérotronsferrine déglycosylée avec
la Con A.
A : Profil d’élution de la colonne de Con A - Sépharose (1,6 x 25
cm) de sérotransferrine déglycosylée (20 ml/h, 2 ml/tube)

3] Affino immuno électrophoréses de sérotrensferrine de Lapin

native (a,b) et deglycosylée (c et d) en présence (b,d) on en
absence de Con A (a,c) dans la f%er dimension



-106-

trés peu différente de la sérotrensferrine native.

Les affino-immuno-électrophoreses bidimensionnelles de la Fig.
40-B, (p.105) révelent bien une

similitude de comportement du pic
II avec la chromotographie

sur colonne de Con A-Sépharose. La
sérotransferrine native est retardée en présence de Con A dans la

premiére dimension solors que le pic II ne l’est pas, et présente
la méme migration en présence et en absence de Con A. Le pic II
posséde une mobilité correspondant & celle de l’asialotransferrine.

C- Compositions en acides aminés et en sucres de la

sérotransferrine déglycosylée.

Les compositions en acides aminés de la sérotransferrine de

Lapin native et déglycosylée ne présentent aucune différence (va-
leurs non montrées), confirment 1‘’absence d‘activité protéasique
contaminant 1‘endoglycosidase.

L’analyse des sucres révéle gque le pic II renferme moins de 5%
de la composition totale en

Seulement 0,8 résidus de
& la partie protéique,ce
te tenu du mode d’action

sucres de la sérotransferrine native.
N-acétyl-f-D-glucosamine restant attache
gui correspond au résultet attendu comp-

de cette endoglycosidese qui coupe entre
les deux glucosamines voisines du point d’ettache.

D-Coractéristiques spectrales et dénaturation thermique

lLes spectres de
lointain (200-250nm)
températures
révelent

dichroisme circulaire réalisés dans 17UV

et dans 1‘UV proche (250-350nm) & différentes
sont montrés dons la Fig.41 p.107?. Ces spectres ne

pas de différences significatives entre 1la serotrans-

ferrine native et déglycosylée & température ambiante.

La sérotroansferrine native ne présente pas de dénaturation
dramatique avec l’augmentation de température jusqu’a 80°c, elle
semble donc trés stable. La forme déglycosylée est un peu moins

stable, le chengement d’ellipticité se produit & partir de 65°c.
en UV lointain et 30°c en U.V proche.

I1 est & noter que la forme déglycosylée est trés sensible
la lyophilisation. Sa solubilité diminue considérsblement apres
lyophilisation pour étre pratiquement nulle apres conservation &
4°c plus d’un mois. Toutes les manipulations doivent se faire en
milieu liquide, la conservetion s’effectuant par congélation.

a

E- Résistance & la protéolyse de la sérotransferrine
déglycosylée.

Le taux de protéolyse par le trypsine de la sérotransferrine de
Lapin déglycosylée est mesure,
nés libérés,
que, p-10).
tive (Fig.d42,

par titration des groupements ami-
par le trinitrobenzéne sulfonate (appendice techni-
La comparaison avec la sérotransferrine de Lapin ne-

p.108) montre que 1l‘élimination du glycaenne n'slte-
re pas profondément le comportement de la sérotransferrine de La-
pin vis-a-vis des protéases.

Des résultats similaires ont été ob-
tenus avec la chymotrypsine.
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Figure 4% : Spectres dichroiques de la sérotransferrine de Lapin(RTF)
native et déglycosylée en fonction de le température.
A = UV lointain ; B = UV proche
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Figure 42 : Taux de protéolyse por lo ltrypsine de lo sérotrans-
ferrine de Lopin nalive (® ) el déglycosylée (O ).
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F- Immunoréactivitéd de la sérotransferrine déglycosylée

L’immunoréeactivité de le serotrensferrine de Lapin déglycosylée
est enalysée por des essois de fixaetion , sur des eanticorps immo-
bilisés , de sérotransferrine de Lapin notive marquée & I-125 en
présence de concentrations croissantes, soit de sérotransferrine
native,soit de sérotransferrine de Lapin déglycosylée toutes deux
non marquées.

Les résultots montrés dans la Fig.43, p.110, ne présentent pas
de différences marquées dans la fixation des sérotransferrines
vis-4-vis des anticorps immobilisés, & 1l‘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’antigéne marqué est de: 27 nM pour la forme dé-
glycosylée et de 37 nM pour la glycoprotéine native.

II- CONCLUSIONS.

Nous avons démontré dans ce chepitre, que la sérotransferrine de
Lapin ne possede qu’'un seul groupement glycannique, comme 1l’avait
laissé supposer les résultats préliminaires de Beker et a2l1.(1968)
et de Palmour et Sutton (1921), en trouvant deux résidus d’acide
sialique par mole de glycoprotéine, et les résultats de Hatton et
al. (1974) en trouvant deux foilis moins de glucides que pour la
sérotransferrine humaine.

La présence de deux groupements glycanniques par molécule de
sérotransferrine de Lepin,évoguée par Hudson et al.{1973) et con-
firméé por Strickland et Hudson (1978) et Strickland et al.(1979)
est uniquement basée sur les ropports molaires en monosaccherides
déterminés par Hudson et o1.(1973),et s’explique aisément par une
contemination de leur préperation par 1l’héme-hémopexine.

Nous avons déterminé la structure du glycanne unique de la séro-
transferrine de Lapin , elle est identique en tout point & celle
du glycanne biantenné de lo sérotransferrine humaeine.Cette struc-
ture @ d’ailleurs été confirmée par Strickland et al.(1979).

Le glycopeptide monosialylé, isolé par hydrolyse pronasique,
provient sans doute d’une désialylation partielle du glycanne,
lors du traitement ascide de 1'hydrolysat par 1’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 gque
l’acide sialigque est absent aussi bien sur la brenche supérieure
que sur le branche inférieure.

La déglycosylation enzymatique par l’utilisation d’une endo N-
acétyl-B-D-glucosaminidase permet d’obtenir quantitativement (90%)
une sérotransferrine de Lapin totalement déglycosylée & 1l’excep-
tion du résidu de glucosamine du point d’attache . Les étapes de
purificetion sont suffisamment rapides pour obtenir un produit
soluble (& condition d’éviter la lyophilisation) présentant des
propriétés biochimiques et biophysiques similaires & celles de la
glycoprotéine native.

Les faibles différences dans 1’immunoréactivité oprés élimi-
nation du glycanne pourreient s’expliquer par 1’ebsence de déter-
minant antigénique au niveau de la partie protéique masquee par
le glycanne. Il auraeit peut-étre fallu immuniser un mouton par la
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Figure 43 : Inhibition compétitive de la fixation de la séro-
tronsferrine de Lapin native (marguée a l’iocde - 125) sur des

anticorps adsorbés per la sérotransferrine de Lopin native ( @ )
et déglycosylée (O ).

(Bp = quontité fixée dans le témoin sans inhibiteur ;

B = quontité fixée pour chaoque concentrotion en inhibiteur).
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sarotransferrine déglycosylée, et oinsi provoquer 1l’appoarition de
déterminant supplémentaire, pour voir une différence par cette
technique.

De méme, un seul glycanne biantenné n‘est pas suffisant pour
protéger efficacement la paertie protéique de la séerotransferrine
de Lapin de le protéolyse, malgré ls surface masquée por le gly-
canne, quand il posséde la conformation en olseau, & moins que la
technique utilisée pour suivre lo 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 cepable de fixer le
fer & 100%,et qui va nous permettre de confirmer ou d’infirmer 1la
participation du glycanne dans 1l‘ectivité biologique de la séro-
transferrine, en particulier dans le transfert du fer aux réticu-
locytes que nous présentons dans la partie suivante.
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INTERACTIONS DES SEROTRANSFERRINES HUMAINE
ET DE LAPIN AVEC LES RETICULOCYTES DE LAPIN

Aprés 1’étude comparée des caractéristiques de la protéine des
sites de fixetion 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. Fixatlon des sérotransferrines humaine et de Lapin non
modifiées et transfert du fer aux réticulocytes de Lapin
A. Cinétique d’incorporation 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 sérotraensferrine de Lapin est
rapide et linéoire pendant 20 min, puis ralentit et présente un

plateau & partir d‘une heure. Dans les mémes conditions, l’incor-
poration du fer de la sérotrensferrine humaine est beaucoup plus
lente et le plateau n’'est atteint que pour des temps supérieurs 8

100 min. Apres 20 min, l‘incorporetion du fer de la sérotrans-
ferrine humaine ne représente que 55 % de celui de la sérotrans-
ferrine de Lepin, apres 30 min 62 % , apres 60 min 75 % et apres

B0 min 80 % (Fig. 44, p.113).

B. Paramétres de la fixation des sérotransferrines sur
les réticulocytes de Lapin: constante d’association,
nombre de sites récepteurs par cellule

A 4°c l’endocytose est blogquée et le nombre de sites récep-
teurs mesuré correspond aux récepteurs situés & la surface de 1la
cellule, tandis qu’ad 37°c, il y & un recyclage permanent des ré-
cepteurs et le nombre de sites mesuré & 1'équilibre de fixation
au bout d’une heure correspond au nombre de sites toteoux.

A 4°c les deux sérotransferrines se fixent sur les réticulocy-
tes de Lepin en fonction de la concentration en transferrine de
maniére saturable et compléte en moins d’une heure . L’analyse de
la représentation de Scatcherd (1959) montrée dans la Fig.45
p.114, déduite des courbes de saturation, indique que la diffé-
rence entre les sérotrensferrines humaine et de Lapin n‘est pas
due 38 lo constante apparente d’association, respectivement Ka
2,04 x 107 1.M™' (& 0,3 x 10% , moyenne de 6 expériences) et Ka =
2,61 x 10* 1.M~" (+ 0,3 x 10" , moyenne de 6 expériences), mais
dans le nombre de sites récepteurs de surface par cellule. Ce
naoambre de sites est 3,5 fois plus faible en systéme hétérologue
en utilisent le sérotrensferrine humaine soit 16.000 & 2.500
qu’en systeme 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,le fixation
des deux sérotransferrines est rapide (courbes non représentées)
et les constantes d’associastion ne sont paes modifiées , le nombre
total de récepteurs est augmenté d‘un facteur 2,5: 37.000 pour 1la
transferrine humaine et 130.000 pour la transferrine de Lapin.



-113-

100

Fer incorooré

Fer incorporé (pmole/10° réticulocytes)
(Z du total)

Iucubation (mn)

sérotroensferrines

Figure 44 : Cinétique d’incorporation du fer des
(1,8mM) por les

humaine (0) et de Lapin (®) marquées au Fer-59,
réticulocytes de Lapin (2x10% reticulocytes/ml) & 37°c.
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C. Discussion

La grande disparité doens le nombre de récepteurs entre les
systémes homologue et hétérologue avec les réticulocytes de Lapin
avait déjd été suggérée par Lane (1972) qui trouvait deux fois
moins de fixation pour le sérotransferrine humaine. De méme Baker

et Morgan (1969) trouveient S5 & 600.000 sites dans

) le systeme ho-
mologue et Kornfeld (1268) 30.000 dans le

aystéme hétérologue.

Les valeurs que nous trouvons pour le systéme réticulocyte de
Lapin-sérotransferrine de Lapin sont en accord avec les valeurs
les plus récentes de ls littérature, résumées dans la revue géné-
rale de Brock (1985) de l’ordre 100.000 & 150.000 sites totaux et
une constante d’sssociation de l’ordre de 107 M™' . Les valeurs de
Ka, de 1l’ordre de 10° M citées par Kornfeld (1969) et Baker et

Morgan( 1969) étant caracteéristiques d’une fixation non spécifique,
ou de sites de faible offinité.

La différence de vitesse d’'incorporeation du fer des deux séro-
transferrines par les réticulocytes de Lapin, déja citée Jandl et
Katz (1963), semble donc étre due, non &8 une différence d’affi-
nité des réticulocytes, mais & un nombre de sites récepteurs

besucoup plus faible pour le sérotransferrine humaine que pour la
sérotransferrine de Lapin.

Le principale différence que nous avons trouvée entre les deux
sérotrensferrines consistont dans le nombre de glycennes, nous
pouvions donc penser que la reconnaissance du récepteur se Ffai-
sait par le partie glycannique ou au voisinage du point d’atteche
du glycanne, la présence du deuxiéme glycanne de le sérotransfer-
rine pouvant mesquer la pertie reconnue par le récepteur.

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

L’hypothése de Fletcher et Huehns sur 1‘hétérogeneité fonction-
nelle des deux sites de fixation du fer des sérotransferrines
étant trés controversée (voir les geénéralités) nous avons étudié
les vitesses d’incorporotion du fer par les réticulocytes de La-
pin des sérotransferrines possédant un seul otome de fer sur le
site C-terminal préparées , soit par déssturation en présence de
chélateur soit par modification des résidus d’’histidine du site
N-terminal par le diéthyl-pyrocarbonate.

Nous avons utilisé des sérotrensferrines marquées au Fer-59 et
saturées a 100 % dans les conditions normales, des sérotrans-
ferrines marquées au Fer-59 et désaturées a 50 % selon les condi-
tions décrites p.B2 et des sérotrensferrines modifiées por le
diéthyl-pyrocarbonate 12 mM de maniére & détruire le site N-termi
nal et resoaturées & 50 % per 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 sero
transferrines. Pour chague sérotransferrine il n’est pas possible
de différencier de maniére significaetive 1l’incorporation du fer
entre les formes monoferriques et diferriques non traitées par le
diéthyl-pyrocarbonate.
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Por contre, les formes traitées por le diéthyl-pyrocarbonate
12 mM et resoaturées & 50 % incorporent deux fois moins leur
que les formes non modifiées.

fer

III. Influence des modifications de lo chaine peptidique
sur l’incorporation du fer par les réticulocytes.

1. Modification des résidus d’'histidine

La diminution de moitié de 1‘incorporation du fer des trans-
ferrines modifiées par le diéthyl-pyrocerbonate, pouvant étre due
8 une modificetion de loa conformation de le protéine nous avons
refait le cinetique d’incorporetion du fer & 1’aide de sérotrans-
ferrine de Lapin soturée &4 100 % en fer puis traitée par le dié-
thyl-pyrocerbonate 20 mM pendant des temps variant de 1 8 50 min.

Les résultats, rassemblés dans la Fig.47 p.118, montrent gque
l1’inhibition de 1 "incorporation du fer par les réticulocytes est
fonction du nombre de résidus d'histidine modifiés. Dés le qua-

trieme résidu d’histidine modifié nous constatons une inhibition
de 50 %, cette inhibition est presque totale pour 13 résidus d’
histidine modifiés.

Ces reésultats tendent & prouver gque la diminution de 50 % de
l1’incorporation du fer, n’'est pas due & la destruction du site N-
terminal mais plutdét & la modification de résidus d’‘histidine
qui entreinent une modificetion de la conformation de la protéine
et diminue l’interaction de lo sérotransferrine avec son récepteur

2.Incorporation du fer par les fragments obtenus
apres hydrolyse chymotrypsique ménapée

Nous venons de voir que la modification des résidus d’'histidi-
ne, bien que détruisant le site N-terminsl, ne permettait pas de
préciser la fonction du site C~terminel de fixation du fer. Nous
avons donc réalisé des cinétiques d’incorporation du fer par les
fragments obtenus aprés hydrolyse chymotrypsique de sérotrensfer-
rine de Lapin monoferrique marquée au Fer-59 et isolés selon
les conditions décrites p.71

La Fig. 48, p.119 montre que le domsine C-terminal de 31kDa
incorpore mal son fer aux réticulocytes, le fragment de 70kDa ay-
ant perdu sa peartie N-terminale mais possédant encore les deux
domaines n‘'incorpore que le moitié du fer par rapport & la séro-
trensferrine notive. Ces résultats tendent & prouver gue 1l'inte-

grité de la molécule de transferrine entiére est indispensable &
l1’interaction avec le réticulocyte.

IV.Influence de la partie glycannique de la sérotransferrine
de Lepin dans l’interaction avec les réticulocytes

A. Inhibition du transfert du fer aux réticulocytes
par des glycopeptides et des oligosaccharides

Si 1la reconnaissance de la sérotransferrine par son récepteur
se fait per un mécenisme similaire & celui des lectines,le trans-
fert du fer de la sérotransferrine dens le réticulocyte pourrait
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avoir lieu gréce & un mécenisme d’interaction specifique ,la cel-
lu%e reconnaitreit une séquence particuliére ou un monosaccharide
précis dans le glycanne de la sérotransferrine.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons tenté d’inhiber
le transfert du fer aux réticulocytes par 1l’emploi & différentes
concentrations, de toute une panoplie de glycopeptides, d’oligo-
saccharides et de monosaccharides représentent tout ou pertie du

glycanne de 1la sérotransferrine, ainsi que des glycopeptides de
structures différentes.

Les courbes d’inhibition de 1‘incorporation du fer de la séro-
transferrine de Lapin poer 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 a un témoin
sans inhibiteur. Seules les courbes les plus significatives sont
représentées. Le tableau XIII p.122 rassemble les structures des
inhibiteurs utilisés et les concentrations nécessaires a8 l’obten-
tion de 50 % de l’inhibition de 1’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 dérivés sialylés sont neu-
tralisés per le soude avant incubation avec les cellules.

Nous constatons que les monosaccharides et les oligosac-
charides non sialylés nécessitent des concentrations treées élevées
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 gque soit leur structure, y
compris le glycopeptide isolé de 1‘ovomucoide, qui ne posséde pas
d’acide sielique. Morgan et al. (1967) et Kornfeld (1968) ayant
constate que 1l’ssialo-transferrine donnait son fer aux réticu-
locytes avec la méme efficacité que le transferrine native, nous
avons repris ces expériences et confirmé ce résultat. L’acide

sislique ne semble donc pas étre impliqué de maniére essentielle
dans le mécanisme

Les concentrations en inhibiteurs utilisées étant relativement
importantes, par exemple pour les glycopeptides environ 20 mg par
ml d‘incubat & 10 mMm, nous aurions pu observer non pas une inhi-
bition spécifique, mais un phénoméne artéfactuel dG & la présence

de contaminants copurifiés avec les sialo-glycopeptides ou les
sialo-oligoseccharides.

2. Utilisation des dérivés sialylés neutralisés par
la soude puis rechromatographiés sur Biogel P-2

Nous avons neutralisé par le soude le glycopeptide sialylé de
la sérotransferrine de Lapin, s@insi gque les oligosaccharides sia-
lylés 1 et II, afin de détruire les liaisons ioniques éventuelles
de 1’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 & 1’inhi-
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"TABLEAU XIII

Concentrations en divers glycopeptides et oligosaccharides nécessaires
pour inhiber 507 de l'incorporation du fer de la sérotransferrine de
Lapin par les réticulocytes de Lapin.

NOM {1139 (=) STAUCTURE CES INMISITEURS
(e) (b)

monosaccharides 102 - G2l , Man , Gle Nac
Trisaccharide 1 [ - cMan(1-2)8Kan( 1-4)GlcNAe
Trisaccharice II ) - EGal( 1-8)EGlecNAz( 1-2)Mz2n
Oligoszacchacride I 2,5 17 cleuAz(2-58)E85a1(1-3)38G1eNAz(1-2)cMan
Cligoseccherida II 3,5 22 cNeulc(2-€)5Gel(1~2)BGLlcNAc(1-2)cVen( 1-2)8Men( 1-4)}C1lcNaAac

cNavAc(2-5)8G21(1-2)BG1cNAc{ 1-2)cMean

N (1-3)

Glycopaptide de la 2,8 20 2Wean( 1-2)8G ecNAZ(1-2)5G eNAc({ V) Asn

sérotransferrine (1-8)
cNeuAc(2-E)5Gal(1-2)BGicNAc{ 1-2)cMen

BGal( 1-4)BCGlceNAc( 1-2)cMen

= N (1-3)
Asfialo-glycopeptice 15 - svan( 1-8)8G1cNAc(1-8)551cNAc( 1) Asn
cde la sérctransferrine /1-8)

BGal(1-4)8BGleNAc(1-2)cVan

cNeuAc(2-6)86a1(1-8)8G1lcNAc(1-2)cVen

(1-3)
Sialo-glyceoreptide 2,5 - B¥an(1-4)8G1lcNAz(1-48)EGIeNAc( 1) Asn
de la iactotrensferrine /(1-86) [3
cNeuAc(2-4)55al1(1-2)8GtecNAc( 1-2)cMan 1
EGleNAC BGlcNAe
1 1
x E 3
(cvan({ 1-8)EG1leNAc( 1-4)cMean
N (1-3)
SZel( 1-4)3G1cNAg EMen(1-8)B5GlcNAc( 1-4)BGleNAc( 1) Asn
J1-€)
glycopeptice de (c¥en( 1-4)8GlcNAc( 1-82)cMean
l’ovalbunine 3,5 - x 2
1 1
EGlcNAc BGlcNAc

-¢C1~-
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bition de 50 % de l’incorporation du fer, sont environ 7?7 foisg
plus importantes qu’avant la repurification, passent de 2,5-3,5 a
17-22 mM. Ces nouvelles valeurs sont & rapprocher de celle obser-

vée pour 1'asialoglycopeptide de la sérotransferrine de Lapin, 15
mM.

Nous avons vérifié, dans les expériences avec les glycopeptides
isoles de la sérotransferrine de Lapin, en utilisant la sérotran-

sferrine doublement marquée, que la radiocactivité I-125 assaciée
AU X cellules reste constante guelle gque soit la cencentration en
inhibiteur. Ceci tend & prouver que 1’inhibition du transfert du

fer n'est pas due & une diminution de la fixation de la sérotran-
sferrine sur le récepteur.

3. Discussion

Il semble donc bien que les inhibitions importantes observées
& des concentrations de l’ordre de 2,5 & 3,5mM pour les sialyl
dérivés soient dues & le présence de contaminants copurifiés avec
les produits sous forme de liaison ionique avec 1'acide sislique,
soit le pyridine des tampons de chromatographie et d‘électropho-
rése sur papier soit d’eutres sels.

Quoi qu’il en soit il reste une inhibition de 50 % pour des
concentrations de l’ordre de 15 & 20 mM. Ces concentrations sont
élevées, et représentent 4 & 5.000 molaire excés par rapport & la
transferrine du milieu, mais sont du méme ordre de grandeur que
celui observé dens des études de spécificité de reconnaissance de
glucides par des récepteurs cellulsires. Par exemple, Kawasaki et
al. (1978) ont caraectérisé la spécifité d’un récepteur & mannose
en employant des inhibiteurs de tailles différentes & des con-
centrations similaires aux ndtres, d’'autres auteurs allant Jus-
qu’d 10 molaire exceés.

Nos expériences d’inhibition du transfert du fer ne permettent
pas de conclure & 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 plutét dans le
processus de transfert du métal. A moins que les sialo-dérivés,
utilisés & concentration élevée agissent comme chélateurs du fer
de la sérotransferrine et empéchent le processus de transfert
normal. Un seul moyen restait pour répondre & la question du rble
du glycaenne dans l’interaction:1’éliminer par des méthodes douces
sans modifier l’intégrité de le partie protéique.

B. Intéraction de la sérotransferrine de Lapin
déglycosylée avec les réticulocytes de Lapin

Nous avons décrit a8 la p.103 la préparation de la sérotrens-
ferrine de Lepin déglycosylée par une endo B-D-N-acétyl glucosa-
minidase. Utilisant cette transferrine déglycosylée nous ovons
réalisé les expériences comparatives de fixation et d’incorpora-
tion du fer aux réticulocytes de Lapin.

1.Paramétres de la fixation des sérotransferrines
de Lapin, native et déglycosylée aux réticulo-=
cytes de Lapin

La représentation de Scatchard des courbes de fixation & 4°c
est représentée dans la Fig.50 p.124 .I1 n'y a pas de différence
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Figure 50 : BReprésentotion de Scetchaerd des courbes de fixation &
4°c aux réticulocytes de Lapin de la sérotransferrine de Lapin
netive (® ) et déglycosylée (0 )
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significetive entre la forme noative et déglycosylée, ni dans la

Constante apporente d’association Ka, respectivement 2,6 x 107 M-
-1 .
et 2,4 x10% M~ , ni dans le nombre de récepteurs exprimés a la

surface des réticulocytes:54.000 et $2.000 respectivement. Aucune
différence supplémentaire n’‘est constatée & 37°c entre

les deux
formes de la sérotrensferrine.

Ces résultats démontrent clairement que le

reconnaissance de
la sérotransferrine par le récepteur

membranaire du réticulocyte
| e se fait pas par l’intermédiaire de lo partie glycannique de la
itrensferrine.

2. Incorporetion du fer de la sérotransferrine
déglycosylée, par les réticulocytes de Lapin

‘

Les cinétiques d’incorporation du fer représentées dans le Fig

51 p. 126, montrent que leo forme déglycosylée est cepable de
transférer son fer & la méme vitesse que la forme native , sans
différence significetive. Aprés hémolyse des cellules lavées , le

fer readioactif &est essentiellement retrouvé dans le pic d’'hémo-
globine aprés tamisage moléculaire sur Ultrogel AcA-44.

Ces résultats suggérent que le glycanne n’est impliqué ni dans

le mécanisme d’internalisetion, ni dans le départ intracellulaire
du fer de la sérotraensferrine.

V -INFLUENCE DE LA PARTIE GLYCANNIQUE DE LA SEROTRANSFERRINE
HUMAINE DANS L "INTERACTION AVEC LES RETICULOCYTES DE LAPIN

Noys avons démontré dans le paraegraphe précédent que la poartie
glycennique de la sérotransferrine de Lapin n’avaeit aucun role
dans le mécanisme de reconnaissance par le récepteur des reticu-
locytes. Cependant 1la sérotransferrine humaine possédant un
deuxiéme glycanne se fixe besucoup moins bien. Nous avons observe
l‘influence de la structure bi ou triantennée des glycannes de la
sérotransferrine sur les paramétres de la fixation saux réticulo-

cytes de Lapin, les résultas sont représentés dans la Fig.52
{p.128).

1.Paramétres de a fixation sur les réticulocytes

Les paramétres, déduits des courbes de fixation a 4°c, repré-
sentant les constantes d’association et le nombre de sites
sccessibles a8 la surface des réticulocytes de Lapin sont rassem-
blés dans le tableau XIV, p.127. Nous constatons que les trois
veriants se fixent sur le méme nombre de sites de haute affinité
17. 000 - 20.000, mais que l’affinité pour ces sites décroit d’un
facteur 2 quond le nombre de structures triantennées augmente. Il
est 4 remarquer que le variant de type I (TFf-1I), contenant deux
glycannes biantennés présente une constante d‘associetion dtré?
proche de <celle de la sérotransferrine de Lapin 2,65.107 M oqul
ne posséde gqu’'un seul glycanne biantenné.

1

2. Incorporation du fer per les réticulocytes

La Fig.52-B (p.128) montre que les trois variants glycannigues
de la sérotransferrine humaine incorporent leur fer aux réticulo-
cytes de Lepin de maniere strictement identique.




-126-

~

w

@

o

b

(8]

o

—

) ®

v

~ 8’//—_0

o o (-

w 10 O

| ]

w

)

S~

[\V]

—

o

=

c. 10 |-

p

W

1]

)

o.

-

o

3]

o

ot

5 b

o L

@

e,
| 1
30 60
incubation (min)

Figure 51 : Cinétique d’incorporotion du fer de lo séroltrans-

ferrine de Lopin native ( ® ) et déglycosylée ( © ), marquées au

fer-59, par les rdéticulocybtes de Leapin, 8 37°c
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Porométres de la fixotion
sérotransferrine humoine sur

type de n

TABLEAU XIV

des

voriants

glycannigues

de

les réticulocytes de Lapin (4°c)

lao

Ka (1 x M~ ) sites/cellule
serotransferrine
Sérotransferrine
Homme
Vorient I 2 0,76.107 17.500
Voriaont II a 1,4 107 18.900
Voriant III a 2,65.10 7 19.000
non frectionnée 6 2,04.10" 19.000
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Figure 52 Interoction des voriants glycenniques de 1la

transferrine humaine avec les réticulocytes de Lapin.
A - Représentation de Scatchord de la fixation, 8 4°c, des
varients de type I (O ) ; de type II (O ) et de type III (O ).
Les cellules (5.10°% réticulocytes) sont incubées 1 h & 4°c avec
les différents variants maorqués & 1°'iode-125 & des concentrations
varioent entre S5SnM et SuM

B - Cinétiques d’incorporotion du fer , des variants glycanniques
marqués au fer-59 par les réticulocytes de Lapin & 37°c. Les
cellules (2.10 réticulocytes/ml) sont incubées pendonts diffé-
rents temps a8 37°c avec 0,GuM de ( O ) type I ; (3O ) type II et
( O) type III.

séro-
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3. Discussion
Zlscussion

Ces résultats confirment que la partie glycannigue de 1o
sérotransferrine n’'est pss impliquée directement dens la fixation
de la glycoprotéine sur son récepteur, ni dans le méconisme du
transfert du fer @ l'intérieur des réticulocytes.

VI. CONCLUSION ET DISCUSSION

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

Nous n’avons pas réussi & mettre en évidence de différence
d’incorporation du fer entre les formes mono et diferrique de la
sérotransferrine par les réticulocytes de Lapin, ne trouvant pas
les résultots de Princiotto et Zapolski (1976 o) en systéme heteé-
rologue sérotransferrine humaine-réticulocytes de Lapin. De nom-
breux oeuteurs par le suite, n‘ont pu mettre en évidence de diffe-
rence entre la copacité des deux sites de la transferrine & donner
le fer aux réticulocytes en systéme homologue chez 1’Homme et le
Lapin (Herris et Aisen,1975 b ; Harris, 1977) ou hétérologue sé-
rotransferrine bovine-réticulocytes de Lapin (Esparze et Brock,
1980) .

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

La faible cepacité du fragment monoferrique C~terminal de 31
kDa & céder son fer aux réticulocytes comparativement au fragment
de 70 kDa est retrouvée par de nombreux auteurs en wutilisent des
fregments monoferriques de sérotrensferrine bovine (Brock et al.,
1978; Esparza et Brock, 1980) ou d‘ovotransferrine (Brown-Masson
et Woodworth, 1984). Il semblerait que ce phénoméne ne soit pas du
& la coupure de la partie se fixant au récepteur mais plutdt & le
présence nécessaire des deux domaines de la protéine (Brock,
1985) .

L’utilisation de sérotransferrine monoferrique sur le site GC-
terminal et possedant le site N-terminal bloqué n’a pu donner de
résultat conclusnt en raison méme de la nature du blocege, le di-
minution de 1’'incorporation du fer étant proportionnelle au nom-
bre de résidus d’histidines modifiées. Ces résultats confirment
l’importence de la partie protéique dans 1’interaction avec le
récepteur.

Enfin, nous avons apporté le preuve directe de la non partici-
pation de lo partie glycannique de la sérotransferrine dans la
reconneissance par le récepteur des réticulocytes,par la déglyco-
sylation totale & 1l’exception d’un résidu de N-acétylgucosamine
de la sérotrensferrine de Lapin.
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Kornfeld en 1968 aveit déja suggéré la non porticipation de la
partie glycannigque de 1lsa sérotransferrine dans le transfert du
fer aux réticulocytes. Cependant, il s’egissait d’un systéme héte-
rologue sérotransferrine bumaine-réticulocytes de Lapin, et la
concentretion en glycopeptide inhibiteur utilisée ne dépassoit
pas 140 molaire excés. Nous avons vu qu’une inhibition était con-
statée dens nos travaux & des concentretions 10 fois supérieures.
Kornfeld avait poussé plus loin la démonstration, en treitant par
un mélange d’'exoglycosidases de Feve Jack la sérotransferrine hu-
maine, il éliminait 47 % des sucres totoux et montrait que 1‘in-
corporation du fer aux réticulocytes se faisait encore. Dans une
autre expérience, l1’élimination de 30 % des sucres diminuait de
30 % 1‘incorporation du fer radioactif dans 1‘'héeme. Ces premiers
résultats n’étaient pas suffisemment démonstratifs pour éliminer
totalement la participation de la partie glycannique de la séro-
transferrine dans l’interaction avec les réticulocytes.

Ainsi, nous arrivons & la conclusion que la différence de com-
portement des deux sérotransferrines pour le récepteur ne peut
s‘expliquer que, soit par des différences dans les séquences pri-
maires peptidiques, qui entrainent des différences de conformati-

on de lo partie protéigque reconnaissant le récepteur , soit & la
présence du deuxiéme glycanne dans la sérotransferrine , qui par
son encombrement stérique, et sa maobilite, masquerait dans cer-

tains ces la partie reconnue par le récepteur. Cette deuxieme hy-
pothéese est étayée par les différences d’affinités constateées
avec les variasnts glycennigues de la sérotransferrine humaine, le
variant possédant deux glycannes triantennées posséde environ 4
fois moins d’effinité pour les récepteurs que celui qui posseéde
deux glycannes triantennés.

Si nous n’avons pas pu résoudre le probléme de la différence
d’affinité pour les sérotransferrines des deux especes animales
la -preuve est faite de 1'importance de l‘utilisation d’un sys-
teme 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 & isoler la sé-
rotransferrine de Lapin afin de travailler en systeme

avec les cellules cibles que nous aviona choisies
cytes de Lapin.

homologue
les réticuylo-

Afin d'expliquer 1’affinité différente de ces cellules pour la
sérotransferrine humaine et la sérotransferrine de Lapin nous
evons entrepris 1’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 1la
sérotransferrine humaine.

Dens le but de définir le rdéle de la partie glucidique, de 1la
partie protéique et des sites de fixation du fer dens 1’activité
biologique,nous avons étudié 1l’interaction de chacun des produits
que nous avons isolé evec les réticulocytes de Lapin.

les principales conclusions gue nous pouvons tirer de nos tra-
vaux sont les suivantes :

1- Le méthode de purification que nous avons utilisée nous a
permis d’isoler la sérotransferrine de Lapin débarassée de son
principel conteminant : 1‘hémopexine. La sérotrensferrine ainsi
préparée est dépourvue de fer sans utilisation d’autre chélateur
que 1le citrate du tampon de chromatographie.

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

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

1 ‘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 glycenne sur ce lobe, comme dans la sérotrans-
ferrine humaine et la sérotransferrine de Boeuf.

La séquence peptidique au point d’atteche du glycanne, les mas-
ses moléculeires des domaines isolés, ainsi que leur comportement
dlectrophorétique font epperaitre 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 lo sérotransferrine
humaine et la sérotransferrine de Lapin possédent un site acces-
sible au réactif: le site N-terminal. Le site enfoui (C-terminal)
est occessible uniquement aprés dénaturation par l’urée. Dans les
deux sérotrensferrines deux résidus d’histidine sont essentiels
doans chaque site de fixetion du fer, ce qui est en accord avec le
nombre d’histidines communément admis dens la fixation du fer.
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Le sérotrensferrine de Lopin se comporte différemment de lo
sérotransferrine humaine vis & vis de 1la protonation il n’a pas
été possible de mettre en évidence un site acido-labile et un si-
te acido-stable comme dans lo sérotransferrine humaine. Les deux
sites de la sérotransferrine de Lapin se comportent comme le site
acido stable de loe sérotransferrine humaine.

Lutilisation simultanée d’ions phosphates et d’EDTA nous
8 permis de préparer a8 pH 7,8 une sérotransferrine de Lapin mono-
ferrique sur le site C-terminal, stable & ce pH.

4- L’étude de la partie glucidique nous & montré que la prin-
cipale différence entre les deux sérotransferrines réside dans le
nombre de glycannes : un chez le Lapin contre deux chez 1‘Homme.
Le structure du glycenne est identique & celle des glycannes bi-
antennés de la sérotransferrine humaine.

Nous avons mis en évidence 1l‘existence d’un variant glycanni-
que de la sérotransferrine de Lepin dont le comportement vis &
vis de la Con A et dont les compositions en monosaccharides et en
dérivés méthylés font penser 3 l’existence d’un veriant trianten-
né comme dans la sérotrensferrine humaine. De tels variants n‘ont
pas encore été déterminés dans les autres sérotransferrines, a
l’exception de lo sérotransferrine de Poule ou il a été soupgonné
{Coddeville, 1987). '

5- La déglycosylation enzymatique de la sérotransferrine de
Lapin par une endo B-D-glucosaminidase nous a permis d’isoler
gquantjtativement (>90%) la sérotransferrine totalement dépourvue
de sucres a l’exception du résidu de glucosamine du point d’atte-
che.

- L’étude compoarée des principales propriétés biochimiques de la
sérotransferrine de Lapin déglycosylée et la sérotrensferrine na-
tive montre peu de différences. La présence d’un seul glycanne ne
semble pas étre suffisante pour protéger efficacement la pertie
protéique de la protéolyse,ni pour induire des différences détec-
tables dans 1l'immunoréactivité.

Les seules différences que nous avons détectées sont une sen-

sibilité plus importente &8 la thermodénaturation et surtout & la
lyophilisation de la forme déglycosylée.

6- Nous avons démontré sans ambiguité 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 le sérotransferrine de Lapin déglycosylée.

Les inhibitions que nous avons constatées en utilisant des
glycopeptides et des oligosacchearides semblent essentiellement

dues aux fortes concentrations utilisées et & la présence d’'acide
sialique qui pourrait avoir un réle de chélateur du fer.

7—- Nous n‘avons pas réussi & mettre en évidence de différen-
ces fonctionnelles entre les deux sites de fixation du fer de la
sérotransferrine de Lapin vis & vis des réticulocytes de Lapin
infirmant einsi 1l’hypothése de Fletcher et Huehns (1967) comme de
nombreux autres auteurs.
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8- La faible capecité du fragment monoferrique de 31 kDe &
donner son fer aux réticulocytes par rapport & la sérotransferri-
ne de Lapin intacte ou au fragment diferrique de 70 kDa montre
l1’importence de 1‘intégralité de le partie protéique et la pré-
sence nécessaire des deux domaines.

L’importance de la partie protéique est confirmée per l’utili-
sation de loa sérotransferrine de Lapin soturée en fer et traitée
Par le diéthyl-pyrocarbonate. L’inhibition de l1‘’incorporation du
fer est proportionnelle au nombre de résidus d’histidine modifiés

9~ Le différence d’incorporation du fer des sérotransferrines
d'Homme et de Lepin per 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
dans la séquence peptidique qui entrainent une modification de la
partie protéique, soit poer la présence d‘un deuxieme glycanne

dans la sérotransferrine humeine qui par son encombrement stéri-
que masquerait partiellement la partie reconnue par le récepteur.

Cette deuxieme hypothése est étayée par les différences d’ef-
finité constetées avec les variants glycanniques de la sérotrans-
ferrine humeine: plus le tasux de structures triantennées augmente
et plus l1’affinité pour le récepteur du réticulocyte diminue.

10- Les résultats précédents montrent l’importance de l‘utili-
sation d’un systeme homologue protéine-cellule de la méme espeéce.
C’est pourgquoi nous nous sommes intéressé au placente humein pour
rechercher la présence éventuelle d’un récepteur de nature lecti-
nigue pouvent expliquer 1’incorporation accrue du fer por le foe-
tus 8u cours de la gestation. En effet nous avons constaté que
l’augmentetion du taux de la sérotrensferrine plasmatique pendant
la grossesse est liée essentiellement & 1l‘augmentation du taux
des variants Tf-I et Tf-II, possédant des glycannes triantennés.

Nous avons donc étudié l’interaction des varients glycannigues
de la sérotransferrine humeine evec les membranes de la bordurs
en brosse du syncytium trophoblastique humain.

Nous avons montré que la sérotrensferrine endogéne est couplée
au récepteur, par électrophorése en gel de polyacrylamide en pré-
sence de détergents non découplant suivie d’une immunorévélation.
Les différents variants déplacent ls sérotransferrine endogéne et
se fixent sur un seul type de récepteur, excluant ainsi 1’exis-
tence d’un autre récepteur de nature lectinique.

La différence d’affinité du récepteur pour les différents vari-
ants, déjd 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
méme différence sur d'autres types de cellules : les hépatocytes
de Rot 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 1l’affinité change.
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Aprés 1l’enalyse de ces resultats, on peut penser que la
diminution d’affinité est en relation svec 1l’encombrement stéri-
gue des glyceannes triantennés par repport & celui des glycannes
biantennés, soit en raison du masquage partiel de la partie re-
connaissant le récepteur, soit par induction de légeres modifica-
tions de conformation.

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

L’augmentation tres importentse du teux de structures trianten-
nées et méme tétraantennées dans les cellules cancéreuses en cul-
ture, que nous étudions en ce moment, pourrait suggérer que 1la
présence de ces variants ne serait due qu’sd des modifications de
lo régulation de la glycosylation.

C’est ce que nous allons essayer de voir en étudiant de mania-
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 certeins facteurs de croissance.
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APPENDICE TECHNIQUE

I. PREPARATION DES TRANSFERRINES
A- PREPARATION DE LA SEROTRANBFERAINE DE LAPIN

1- Prélévement du seng et obtention du plasma.

30 litres de song de Lapin sont recueillis, dens un abattoir
locel, directement dens le sérum physiologique,a raison de 10.000
unités par litre de sang. Le sang hépariné est immédiatement cen-
trifugé & 1.500 g dans une centrifugeuse Beckmsan (type J21) et le
plasma est récupéré par aspirsation sous vide,puis dialysé 4 jours
contre de l’emsu désionisée et lyophilisé.

2~ Précipitation au rivanol.

A 500g de plasma lyophilisé,dissout dans 7,51 de sérum physio-
logique, sont ajoutés 22,5 1 de tampon Tris-Hcl (Tris, hydroxy-
méthyl amino méthane, sous forme chlorydrate) SmM,pH 8,8, et 50ml
d’une solution de chlorure ferrique (2,32 g de Fecly, 6H,0 / 1 de
citrate de sodium 0,1 M, bicarbonate de sodium 0, 1M, pH 8,6) pour

saturer en fer lo sérotransferrine et oinsi la stebiliser pendant
les étepes du fractionnement.

A cette solution sont ajoutés, goutte &8 goutte, 30 1 d’une
solution de rivanol (lactate de 6,9 diamino-2-éthoxy-acridine) a
0,6 p.100 (p/v) dans le tampon Tris précédent. L‘’addition est ef-
fectuée pendant la nuit sous oagitation mécanique. Aprés centrifu-
gation & B.000 g, 20 min. le surnageant est additionné de chloru-
re de sodium de maniére & obtenir une concentration finale de 5 %
Le solution est laissée reposer une nuit,et le précipité de rive-
nol est éliminé per centrifugetion et filtration sur papier . Le
filtrat est dialysé contre de l’eau désionisée et lyophylisé.

3. Précipitations au sulfate d’eammonium.

La fraction rivanolique lyophilisée est ensuite dissoute dans
l’eau distillée froide & raison de 20 g/l, et le sulfate d’ammo-
nium est ajouté, sans agitetion, Jusqu’d une concentration finale
équivalente & 55 % de saturation (soit 33 g & ajouter & 100 ml de
solution). Cette solution est laissée sous agitation pendant une
huit, puis le précipité est éliminé par centrifugation (5.000g,20
minutes). Le volume du surnageant est mesuré, et le sulfate d’am-
monium est & nouveau ajouté, sous agitation, Jusqu’d une concen-
tration finale équivalente & 70 % de saturation (soit 11 g sup-
plémentaires de sulfate d’ammonium pour 100ml de solution). Apres
un repos d‘une nuit le précipité est récupéré par centrifugation,
redissout dans 1’eau distillée et dialysé 4 jours contre de 1l‘eau
désionisée puis lyophylisé.

4 .Chromatogrephie d‘échange d’ions sur DEAE-Séphadex

B8g du praéacipité 70 % 100 de saturation en sulfetse d’emmonium
sont dissouts dans 150ml de tampon Tris-Hcl 50 mM,pH 8,5 et dépo-
sés sur une colonne de DEAE-Séphadex A-50 (7,5x45 cm) équilibrée



dans le méme tempon. L’élution est réalisée par un gradient dis-

continu en chlorure de sodium de 0 & 0,2 M dans le méme tempon.Le
débit de la colonne est de 100 ml/h et la teille des fractions
collectées est de 8 ml.Le développement de la chrometographie est
suivi par mesure de l’absorbance & 280 nm. Chaque fraction est
dialysée contre de 1’eau désionisée et lyophilisée.

S.Chromatographie d’échange d’ions sur SP-Séphadex.

Lla fraction renfermant la sérotransferrine de Lapin est dissoute
dans le tampon citrete de sodium 20 mM,pH 5,0, & raison de 1g/100
ml de teampon,et déposée sur une colonne de SP-Séphadex C-50(sulfo
propyle) (3,8 x 17 cm) éqguilibrée dans le méme tampon.

Le développement de la chromatographie est suivi par enregis-
trement de 1’absorbance & 280 nm. Aprés lavage de la colonne par
le tampon de départ jusqué ce que l’absorbance soit revenue a la
ligne de base, 1’élution est réalisée par un gradient continu de
pH 5 & 6 dans le tampon citrate de sodium 20 mM (0,51 de chaque).

Les froactions renfermant de la sérotransferrine de Lapin sont

ajustées & pH 5 par de l’acide citrique 1M et rechromatograephiées
sur SP-Séphedex dans les mémes conditions . Chaque frection est
ensuite dialysée contre de l’eau désionisée et lyophilisée.

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

les fractions issues de la chromatogrephie sur SP-5éphadex
peuvent subir une ultime étape de purification sur ConA-Sépharose
{Concanavaline A, Pharmacie Fine Chemicals).

100 mg de sérotrensferrine de Lapin purifiée sont déposés dans
2,5ml de tampon Tris-HCl 10mM, NaCl 1M, CaCl, 1mM, MnCl, TmM et
MgCl, 1mM, de pH 7,2, sur une colonne de Con A-Sépharose (1,6x60
cm) équilibrée dans le méme tampon.Le développement de la chrome-
tographie est suivie par enregistrement de l’absorbance a 280 nm,
et apreés élution du pic éventuellement non retenu, les produits

fixés sont elués par le méme tampon renfermant de 1’ac D-méthyl-
glucoside 50 mM.

7.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 Chrometogrephy") sur une
colonne Mono-S(Pharmacia) dont le groupement échangeur de cations
est un groupement sulfo-propyle. La F.P.L.C. est wune variante de
la chromatographie liquide 8 hautes performances,odaptée au frac-
tionnement rapide de protéines & faible pression ( <10 bars).

20 mg de le fraction non retenue sur Con A sont injectés sur
une colonne Mono-S5 (HR S5x5) & un débit de 1ml/min. dans un tampon
A (acétate de sodium S50 mM, pH 4,5). Aprés un lavage de 5 min. 1le
colonne est eluée par un gradient discontinu en tampon B (acétate
de sodium 50 mM, NaCl 0,5 M, pH 4,5) réalisé par mélange de A
et de B (I0%, 20%, 30%, 40% et 100% de B).

B PREPARATION DES VARIANTS GLYCANNIQUES
DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE.

Le sérotransferrine humaines provient de le firme Behringwerke
{Marburg, R.F_.A) et est fractionnée sur Con A-Sépharose.



4g de sérotransferrine humaine sont saturés en fer selon le
protocole décrit p. 4 , puis dislysés contre le tampon A (acétate
de sodium S5mM, NaCl 1M, MgCl, 1mM, MnCl, 1mM, CoeClz 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 & un débit de 40 ml/h (10ml/ fraction) Jusqu’a
ce que 1’absorbance & 280 nm soit revenue & la ligne de base,puis

le fraction retenue est éluée par le tempon A

supplémenté en o-
méthyl-D-glucoside

15 mM.Apres dialyse contre de l’eau désionisée
et lyophilisation chaque fraction est anelysée par électrophorése
d’immuno-affinité bidimensionnelle en présence de Con A (p.16) et

rechromatographiée sur Con A-Sépharose si nécessaire.

II - ETUDE DES BITES DE FIXATION DU FER
DES SEROTRANSFERRINES.

A - Saturation en fer.

1.Préparation des chélates ferriques.

Le citrate ferrique est préporé dans un rapport fer/citrate de

1t : 14, afin d'obtenir essentiellement du Fe III-dicitrete, selon
la méthode d’Azari et Baugh (1967):

260 mg de FeCly(6H,0) sont dissouts dams 100 ml de tampon citrate
de sodium 0, 1M, bicarbonate de sodium 0,% M, pH 8,2. La quantite
de fer présente dans cette solution est déterminée par dosage co-

lorimétrique &8 la sulfobathophenantroline et varie de 0,37 a 0,42
mg/ml_suivant les préparations.

Le complexe Fe III-NTA (nitrilotriacétate) est préparé dans un
rapport 1:3 de la maniére suivante

- solution A = solution d‘acide nitrilotriacétique dans 1l'eau

distillée, amenée & pH 7,5 par ls soude 0,IM et ajustée & 1le
concentration finale de 0,67 mg/ml.

- solution B = FeCly (6H20) & 7mg/ml dens 1l’esau distillée.

- solution C = complexe FeIII-NTA obtenu en mélangeant extem-
poraeanément 3 V de A et 2 V de B Dans ces conditions la quantité
de fer présente dans cette solution, déterminée par dosage colo-
rimetrique, verie de 0,41 & 0,45 mg/ml suivant les préperations.

2.Détermination de la capacité totale de
fixation du fer des sérotrensferrines.

250 mg d’eposérotransferrine sont dissouts dans 25ml de tempon
citrate-bicarbonate de sodium O1M,pH 8,2 et répartis par fraction
de 2ml dans des tubes & hémolyse. Des quantités croissantes , peoar
10 pl, de la solution d’Azeri sont ajoutées & chaque tube . Apreés
homogénéisation,la mesure des absorbances a 460 nm est effectuée,
aprés une nuit & 1l’obscurité, contre un blanc contenant les mémes
quantités de solution d’Azeri. La courbe A-460 nm en fonction du
volume de <citrate ferrique permet de déterminer la quentité de
fer fixée por les sérotransferrines & saturation.

La quentité de fer fixée est également déterminée, apres éli-

minetion du fer non fixé por poassage sur une résine BIORAD AG 1x4
(200 x 400 mesh), par dosage colorimétrique du fer.



3.Saturation en fer des sérotransferrines
en fonction du pH.

A 1,2 ml de différentes solutionsde tampon citrate 0,05 M, de
pH variant de 2,7 & 7,5 (préparées a 1’aide de pourcentages dif-
férents de citrate trisodique et d’ascide citrique), sont ajoutés

0,3 ml d’une solution de bicarbonate de sodium 0,'M, puis 0,5 ml
d’une solution d’aposérotransferrine 3 20 mg/ml dans l’eau.

Apres mélange et repos d’une nuit & température ambiante, 80 pl
d'une solution de citrate ferrique & 0,384 mg/ml sont ajoutés,
les tubes sont mélangés et laissés, pour fixation du fer, de 24 a
72h & température ambiante et & l’obscurité. Les pH et les absor-
bances & 460 nm de chaque solution sont aleors mesuré s

4.5Ss8turation des sérotransferrines.

a. Par le citrote ferrique.

A une solution d’aposérotransferrine &8 10mg/ml dans un tampon
citrate O, 1M,bicarbonate 0, 1M, pH B,2, est ajoutée la solution de
citrate ferrique &8 raison de 1,6 pg de fer/mg de sérotransferrine
(soit environ 42 pl de la solution & 0,384 mg/ml pour 1 ml de so-
lution de transferrine). Cette quantité correspond environ & 110%
de la quantité maximale théorique.lLes solutions sont laissées une
nuit & tempéresture ambiante puis le fer en excés est éliminé par
passage sur une colonne AG 1x4 38 raison de 1ml de résine pour 10
mg de transferrine, équilibrée en bicarbonate 0,05M.

Les solutions partiellement saturées en fer a 30% et 60% sont
préparées de maniére identique dans un tampon citrate-bicarbonate
de sodium 0,05M de pH 8,2, avec des quantité de citrate ferrique
correspondant & 30 et 60% de la quantité maximale théorique.

b. Par le complexe FeIII-NTA.

A une solution d’aposérotransferrine & 10mg/ml dans un tampon
Tris-HC1 O, 1M, bicarbonate de sodium 0,05 M de pH 7,5 est ajoutée
la solution de complexe FeIII-NTA, en quantité équivalente & 110%
de saturation en fer, soit 37 pl d’une solution & 0,43 mg/ml pour
un ml de solution de transferrine.

La solution est laissée une nuit & température ambiante puis le
fer en excés est éliminé de la méme maniére que précédement, par
chromatographie sur résine AG 1x4 équilibrée dans le méme tempon.

Les solutions partiellement saturées en fer sont préparées de
la méme maniére, & l’exception de le quantité de fer ajoutée,soit
30%, soit 60% de la capacité théorigue.

B - Désaturation en fer des sérotransferrines.

1.En fonction du pH et des chéleteurs

Les désaturations en fer ont été réalisées en mélangeant 0,4 ml
de solution & 25mg/ml dans l’eau distillée, de sérotransferrine
saturée en fer, 8 1,6 ml de différents tampons de désaturation,
soit citrete-bicarbonete, soit phosphate-acétate,soit cecodylate,
de pH fimel variant de 4,0 & 8,8.



- Les tampons citrete-bicarbonate utilisés sont das tampons
citrate de sodium acide-citrique 0,03M,bicarbonate de sodium 01SM
y» de force ionique 0,08, obtenus avec différents pourcentages de
citrate et d’scide citrique, les pH de ces tampons verient de 3,9

4 8,6, et aprés addition de transferrine et 72h de désaturation,
de 4,7 & 8,8.

-Les tampons phosphate-acétote utilisés sont obtenus par mélange
de 1 volume de tampon phosphate 25 mM de pH 7,0 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.lLa
force ionique de ces tampons est 0,05, et leurs pH verient de 3,9
& 6,9 avant addition de sérotrensferrine st de 4,4 & 7,45 opres
addition de la protéine et 72h de désaturation.

- Les tampons cacodylates utilisés sont obtenus par mélenge de
cacodylate de sodium 0,2M, HCl 0,2M et d’eau de maniére a obtenir
des tampons 0,1M en cacodylate, de force ionique constente 0,08

et de pH variant de 4,8 &8 7,35 sans addition de sérotransferrine,

4 des valeurs comprises entre 4,98 et 7,22 aprés addition de
sérotransferrine et 72h de désaturation.

Aprés des temps varisent de 24h & 72h les solutions de
sérotransferinne dans les différents tempons de désaturation sont
eanalysées pour mesure du pH et l’absorbance & 460 nm.

2.Cinétiques de désaturation en fer, en fonction du
temps, du pH et de la nature des ions.

lLes différents tempons de désaturation ,48 force ionique cons-
tante sont obtenus par mélange de

- 1,2 ml de tampon phosphate de force ionique 0,1,et de pH ve-
riant de 5,8 & 8,0 ,réalisé & pertir de KH,PO, 0,05 M et de
Na, HPO, O0,0S5M.

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

- 0,1 ml d’une solution de sel disodique d‘EDTA 0,05 M permet-
tant ainsi de réaliser une gaemme de pH variant de 6,85 & 8,55.

Aprés addition de 0,4 ml d’'une solution d’eposérotransferrine a
20 mg/ml dans l‘eau distillée, les solutions sont laissées au re-
pos pendant des temps variant de 0O & 120h. Les pH etles absorban-
ces & 460nm de ces solutions sont analysées en fonction du temps.

C - Carbéthoxylation des résidus histidine.

La sérotransferrine humaine provient de la firme Beringwerke.
Elle renferme moins de 2% de sa capacité totsle de fixation, et
sera utilisée comme apo trensferrine.

La sérotransferrine de Lepin,préparée comme il est décrit p. 2
est aussi considérée sous forme apo, la quantité de fer présente
dans cette préparation étant inférieure 8 5 pg/mg de protéine et
non dosable.



T.Action du diéthyl-pyrocarbonate.

a) Sur la N-acétyl histidine.

Une solution de N-acétyl-histidine & 14 pg/ml (70,4pM) dans le

tampon phosphete de sodium 0O,1M, KCL O,05M de pH 6,1 est répartie
en fraction de 3ml.

Le diéthyl-pyrocarbonete (DEP) liquide de densité 1,12 est
ajouté de maniére & obtenir des concentrations finales en réactif
variant de 0O & 23mM. Pour les faibles quantités de réactif,celui-
ci est préolablement dilué dens l’éthanol pour ne pas diminuer 1lea
précision du prélévement.

Aprés 50 minutes de réaction & température smbiante , les dif-
férentes fractions sont analysées en différence de spectre UV,
entre 320 et 230 nm, & l’aide d‘un spectrophotométre CARY 219.Les
cuves wutilisées sont en quertz, & double compartiment de trajet
optique 0,432 cm.Dans la cuve échantillon les solutions de N-acé-
tyl histidine et de DEP & différentes concentretions sont répar-
ties dans les deux compartiments, alors que dans la cuve témoin,
une solution de N-acétyl histidine & 28 pg/ml et une solution de
DEP renfermant des quantités de réactifs équivalents & 1’échan-
tillon sont réparties dans des compartiments différents.

Le carbéthoxylation est quantifiée par la variation de €E-240nm.
b) Sur les oposérotransferrines.
Le protocole utilisé est sensiblement le méme : Les solutions

d’aposérotransferrines sont de 0,8 mg/ml dans le tampon de pH 6,1
(10 pM), la quantité étant calculée en utilisant 1‘sbsorbance de

solutions & 280 nm : A = 1,1 1.g"' .cm™ pour la sérotransferrine
humaine et A = 1,08 l.g'l .cm™ pour la sérotransferrine de Lapin.
Les concentrations finales en DEP varient de 0 & 25 mM, et les

quantités d‘éthanol pour les faibles concentrations ne dépassent
Jsmais 1% (v/v) dans la solutions protéique.

Les solutions sont laissées 50 min. & température ambiante, et
une frection 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 le détermination des constantes de vitesse, & faible mo-
larité en réactif, la cinétique de réaction est suivie pendant 1h
4 240 nm au spectrophotométre, aprés mélange au temps O ,dans la
cuve & double compartiment échantillon d‘une solution d‘apo-séero-
trensferrine et d’une solution de DEP de maniére & obtenir wune

concentration finale de 2mM en réactif, et10 pM en transferrine.

La carbéthoxylation des aposérotransferrines en milieu dénatu-
rant est conduite selon le méme protocole, & 1l’exception d’eddi-
tion d’urée dans le tempon de pH 6,1 de maniére & obtenir dses
concentrations variant de 0 & B8M, les solutions étant laissées 1h
8 température ambiante asvant 1’addition du DEP.

2.Répgénération des résidus d’histidine carbéthoxylés

Les solutions de tromnsferrines modifiées en absance d’agaent
dénaturant ou en présence d’'urée, sont désselées sur des colonnes



de Séphadex G-25 (PD 10) équilibrées dans le tampon phosphate,KCl
de pH 6,I.Le déacylation des transferrines modifiées est réalisée
par addition d’hydroxylemine 4M dans le méme tampon de maniére a
obtenir une concentration finale de 0,8 M en hydroxylamine.

Aprés incubation pendant 15h & température ambiante, les solu-
tions treitées & 1’hydroxylemine sont déssalées sur colonne de
S5éphadex G2S5 (PD 10), stabilisées dans le tampon de saturation en
fer(citreate de sodium 0,1M, bicarbonate de sodium 0,1M de pH 8,2)

3.Cepscité de fixstion du fer des transferrines
modifiées.

La capacité de fixation du fer des transferrines carbéthoxylées
ou désacylées est déterminée dans le tampon de saturation de pH
8,2, par addition de FeClz & 0,4 mg de fer/ml dans le méme tampon,
et renfermant Byg de fer/ml (mélange de fer-59 et fer-57, dans un
rapport 10:90, préparé comme il est décrit p.17.

Les quentités de fer ajoutées correspondent & 110% de la satu-
ration théorique, soit environ 1,6pg de fer/ml de transferrine.

Les solutions sont laissées 3h & température ambiante puis
l’excés de fer est éliminé par chromatographie d‘échenge d’ions
sur 0,5ml de résine Dowex 1x4 (200-400 mesh; forme Cl-), résine
qui possede la propriété de fixer avec une trés grande affinite
le fer chélaté per le citrate, et non le fer fixé sur les trans-
ferrines.

Le radioactivité des transferrines marquées au fer-59 est me-
surée et les résultats sont exprimés en pourcentage de fer radio-
actif, fixé & la protéine, par rapport aux témoins non modifiés
ayant subit les mémes étapes. La quantité exacte de transferrine
est mesurée avant l’addition de fer, en utilisant les absorbances
spécifiques des apotransferrines.

IXI- HYDROLYSES PROTEASIQUES DE LA SEROTRANSFERRINE DE LAPIN

A-Protéolyse ménagée de la sérotransferrine de lapin:
isolement des domaines.

1. Préparation de la sérotransferrine

150 mg de sérotransferrine de Lapin diferrique sont partielle-
ment désaturés, pendant 48h dans 7,5ml de tampon phosphete-Tris-
EDTA & pH?,8 selon le protocole décrit p. S . La solution de
sérotransferrine de Lapin ainsi préparée est déssalée sur une co-
lonne de Séphadex G-25 (2,1%x15 cm) équilibrée dans un tampon Tris
HC1 0,05M, CaCl2z 0,02M, pH 72,8.

2.Hydrolyse menagée par la trypsine
et la chymotrypsine

Une quantité de trypsine (SIGMA, 2 x cristallisée) ou de «-
chymotrypsine (MILES Laboratories), activée pendant 30 min. dans
l1’acétate de calcium 0,1M,et correspondant & 3% (p/p) de la quan-
tité de sérotransferrine,est alors sjoutée. La solution est incu-
bée sous agitation & 37°c, pendant des temps variant de 1 & Bh.
L’hydrolyse est arrétée por abaissement du pH & 4,5 par de l’aci-
de acétique.



3.Froactionnement des hydrolysats

L’hydrolysat trypsique ou chymotrypsique est chromatographié
sur wune colonne d’Ultrogel AcA-44 (2,1x120 cm) équilibrée en bi-
carbonate d’ammonium 20 mM, & un débit de 12 ml/h (fractions de
3ml). Les fractions correspondant & chaque pic, détecté en UV 2
280 nm,sont rassemblées, dialysées et lyophylisées.

Les différents pics obtenus sont purifiés soit par une deuxié-
me chromatographie de tamisage moléculaire, soit par une chroma-
tographie d’échange d‘ions sur une colonne de DEAE-Trisaecryl (1,6
x25cm) équilibrée dens un tampon Tris-HC1l 0,1M, NoCl 1M, MnCl 1tmM
, MgCl 1mM, CeCl 1mM, pH?7,2. L'élution est réalisée par le méme
tampon supplémenté en ac-méthyl-D-glucoside 40mM.

B- Protéolyse totele de ls sérotranferrine de lopin =
Isolement des glycopeptides.

1- Hydrolyse protéasique

a) Hydrolyse pronasique.

L’hydrolyse pronasique et la préparation de la fraction glyco-
peptidigue ont été réalisées selon le procédé de Yamashina et Mea-
kino (1962) modifié per Monsigny et 8l1.(1968).

A S00 ml d’une solution & 1p100 d’aposérotransferrine de lapin
dans un taempon (Tris-HCl 10mM, acétate de celcium 10mM,de pH 7,8,
sont ajoutés 100mg de Pronase P.

L’hydrolyse est effectuée &8 37°c sous agitation, pendant 48 h.
Le pH est maintenu constant par l’addition de soude 0,15M a 17ai-
de d‘un titrateur automatique (pH-stat TTIC Radiometer).

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

Le précipité recueilli par centrifugation est redissout dans
250ml1 de tampon d’hydrolyse et soumis & une nouvelle hydrolyse
pronasique dens les mémes conditions.

Un troisiéme cycle d’hydrolyse pronasique est réalisé, le pré-
cipité éthanolique obtenu & la fin du troisiéme cycle représente
la "fraction glycopeptidique totale”.

b- Hydrolyse trypsique.

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

1,5g d’aposérotransferrine réduite et alkylée, selon le procé-
dé de Crestfield et al. (1963) sont remis en suspension dans 75ml
de bicarbonate d’ammonium O0,IM & pH 8,2.

L’hydrolyse est réalisée & 37°c, par addition de 30 mg de try-
psine (Worthington), & pH meintenu constant par de ls soude O,IM.
Une deuxiéme addition de 30mg de trypsine est réaliseées opres 4h
d’incubstion,et l1’hydrolyse est arrétée au bout de 8h par abeis-



sement du pH & 5- par de l’acide acétique glacial.L'hydrolysat est
ensuite concentré a 5ml & l‘eide d’un évaporateur rotaetif.

2.Frectionnement des hydrolysats proteasiques toteux

8) Fractionnement des hydrolysats pronasiques.

La fraction glycopeptidique totale est redissoute dans 45ml
d’eau distillée et la solution obtenue est additionnée d’un volu-

me égal d’acide trichloracétique (ATCA) & 10% et maintenue pen-
dant une nuit & 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 ceations (Dowex 50x8;50-100 mesh; forme H+)
ypuis d’échangeur d’anions (Dowex Ix8; 50-100 mesh; forme HCOO-),
stabilisées dans l’eau distilée.

L’effluent neutre est concentré & 1’aide d’un évaporateur ro-

tatif puils 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 et
al. (1956).

b) Frectionnement des hydrolysats trypsiques.

L’hydrolysat trypsique (5ml) est chromatographié sur une colon-
ne de Séphadex G-50 (2,7x80), stabilisée dans l‘eau distillée. Le
repérage des fractions enrichies en glycopeptides est réalisé par
la méthode au phénol-sulfuriqgue.

3.Purificetion des glycopeptides par électrophro-
phorese.

a) Electrophorése & basse tension.

Les frections enrichies en glycopeptides, sont soumises & une

électrophorese préparstive "en toit", sur papier Whatman n®°3, a
raison de 1mg de fraction par cm de dépdt.

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

Aprés séchage du papier les peptides sont repérés par révéle-
tion au réactif & la ninhydrine-Cadminum,et les glycopeptides par
révélotion au réactif & 1l'acide périocdique-benzidine, (Montgomery
et Wu, 1963). Les bandes contenant les glycopeptides sont éluées
par de l’eau distillée contenant O0,1% d‘’acide formique et les
éluats sont lyophilisés.

b) Electrophorése & Haute tension.

Les fractions glycopeptidigues provenant de l’électrophorése &
basse tension peuvent étre soumises & une électrophorése & haute
tension sur papier Whatman n°1. L‘’électrophorése est réalisée en
tempon pyridine/eau/scide acétique (25/225/1) de pH 6,5, pendant
75 minutes & 100 V/cm. Le repérage et l’élution des glycopeptides
sont réelisés comme précédemment
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C) Dessalage sur Bio-Gel-P2.

Les éluats lyophilisés sont repris par le minimum d’eau distil-
lée et chromatogrephiés sur une colonne de Bio-Gel-P2 (1, 1x50cm)
équilibrée dans l’eau distillée, et les fractions positives & 1le
révélation & 1l’orcinol sont filtrées sur filtre d’acétate de cel-
lulose 0,45pm (Millipore) puis lyophilisées.

4.Cinétigque d’hydrolyse par la trypsine =
dosages des groupements aminés libérés

La cinétique d‘hydrolyse par le trypsine de le sérotransferrine
de Lapin native et déglycosylée a été suivie par dosage des grou-
pements aminés,nouvellement libérés par la coupure protéolytique,
par la méthode de Habeeb (1966).

Les sérotransferrines & 10mg/ml dans du bicarbonate de sodium
a 4 %, pH 8,5 sont incubées & 37°c en présence de 100mg de tryp-
sine.

Des fractions aliquotes de 50ml sont prélevées entre 0O et 60mn
, complétées par 0,95 ml d’eau, 1 ml de bicarbonate & 4 %, 1ml de
TNBS (trinitro benzéne sulfonate) &8 0,1% et laissées 2h dans un
bain-marie & 40°c.

Dans chaque tube, iml de SDS a8 10 % et 0,5 ml d’HCl1 1 M sont
ajouteés, la solution est homogenéisée doucement et le nombre de
groupements aminés libres est déterminé & 342 nm, en utilisant le
coefficient d’extinction molaire: € = 1.10 1.M'.cm™'. Le blanc est
constitué de la sérotransferrine sans trypsine.

Iv- HYDROLYSE DE BEROTRANSFERRINES PAR LES GLYCOBIDAGES.
A- Désislylation des sérotransferrines.

La désiaslylation compléte de la sérotransferrine de Lapin est
obtenue en recyclant, 24h & 37°c, une solution contenant au maxi-
mum 90mg d’eposérotransferrine dans 2ml d‘’un tampon <citrate de
sodium 0,1M, pH 5,1, sur une colonne de neuraminidase immobilisée
sur agarose (1,6x2cm) provenant de la firme SIGMA.

L‘acide N-acétyl neuraminique est séparé de le sérotransferrine
de Lapin désielylée par dessalage sur Séphadex G25 équilibré dans
un tempon phosphate-citraete de sodium 0,1M, pH 5,0 (pour 1l’hydro-
lyse par 1’endoglycosidase) .

Dans 1le cas de la sérotransferrine humaine, ou des variants
glycanniques, 40mg sont au maximum déposés sur la méme colonne,et
les oesialotransferrines sont purifiées par dessaloage sur G25 dans
le toampon utilisé pour les incubations avec les cellules.

B~ Déglycosylation de la sérotransferrine de lapin.

1.Hydrolyse per 1l’endo-N-Acétyl-B-D-glucosaminidase

L’enzyme isolée de Baesidionyces sporotricum,nous & été fournie
par le groupe du professeur S.BOUQUELET.

L’élimination du glycanne désialylé de le sérotransferrine de
Lepin, por l’endoglycosidese,est réeslisée an recyclant 48h a tem-
pérature ombiante, 1ml de 1’éluet de la colonne de neuraminidase
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renfermant 15mg d’ssislo sérotransferrine , sur une colonne (2,8x

2,5cm) d’endo-N-Acétyl-B-D-glucosaminidese immobilisée sur Sépha-
rose 4B.

La colonne d’endoglycosidase (1,1 mU) est équilibrée dans le
tampon phosphate-citrate de sodium 0,1M de pHS,O0.

2.Purificetion de la sérotransferrine de Lapin
déglycosylée.

L-effluent de la colonne d’endoglucosaminidase est concentré a&
iml poer diealyse sous vide & 4°c (immersible CX-30, MILLIPORE) et
sppliqué sur une colonne (1,6x25cm) de Con A-Sépharose équilibrée
en tampon Tris-HC1 10mM, NaCl 1M et renfermant CaClz 1mM,MgClz 1mM
et MnClz TmM.Ls colonne est lavée par le toampon de départ jusqu’a
ce que l’absorbance & 280nm soit revenue & la ligne de base, puis
éluée Par le méme tampon supplémenté en o-méthyl-D-glucoside 50mM.

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

A- Ultracentrifugation analytique.

Les mMasses moléculaires de la sérotransferrine de Lapin, et des
domaines isolés de la sérotransferrine de Lapin, ont été détermi-
nées, Par équilibre de sédimentstion, dans une ultracentrifugeuse
analytique BECKMAN (modéle E) équipée du systéme optique interfé-
renciel de PRayleigh, en wutilisant la méthode d’Yphantis (1964)
modifiée per Chervenkas (1970).

Les ultracentrifugstions ont été réaslisées a 20°c dans une cel-
lule @ double secteur, & une vitesse de 17.000 rpm. Les photogra-
phies sont prises aprés un temps d’équilibre supérieur a4 12h. Les
éduilibr‘es de sédimentation ont été réalisés & plusieurs concen-

trations, variant de 0,3 & 0,85 mg/ml, dans un tempon Tris-Hcl
0, 1M, pH?7,5.

B- Détermination des séquences peptidiques.

1.Composition moleire en acides aminés.

Les compositions molaires en acides aminés ont éte déterminées
s 1 e2ide d’un autoanalyseur BECKMAN Multichrom, eprés hydrolyse
acide de la sérotransferrine de Lapin. L‘hydrolyse est reslisée
en tubes scellés sous vide, par HCl S5,6M bidistillé , pendant des
temps variant de 24 & 72h dans une étuve & 105°c.

Le dosage de ls cystéine o été déterminé sous forme S—carb?xy—
méthyl cystéine. Lae réduction des ponts disulfures de 1? .sero—
transferrine est effectuée en milieu chlorhydrate de guar'udlne 6M
selon le procédé de Crestfield et al.(1963) et l'alkylc?tlon rtiella
Cysteine est ensuite réalisée par 1l’iodosacetamide recristallisé.

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

Le® nNature des acides aminés en position N~-terminale de 1a'séro—
transferrine de Lepin, des domaines isolés et des glycope;?tldes a
ste déterminée par dansylation. Le dansylation est ef’f_“etusae salon
le protocole deéecrit per Hartley (1970) et 1'identi+‘1cot.10n des
acides aminés dansylés, par chromatographie sur couche mince.
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renfermant 15mg d’asialo sérotransferrine , sur une colonne (2,8x
2,5cm) d’endo-N-Acétyl-B-D-glucosaminidase immobilisée sur Sépha-
rose 48B.

La colonne d’endoglycosidase (1,1 mU) est équilibrée dans le
tampon phosphate-citrate de sodium 0,1M de pHS,0.

2.Purification de la sérotransferrine de Lapin
déglycosylée.

L’effluent de la colonne d’endoglucosaminidase est concentré &
iml poar dielyse sous vide & 4°c (immersible CX-30, MILLIPORE) et
appliqué sur une colonne (1,6x25cm) de Con A-Sépharose équilibrée
en tampon Tris-HCl 10mM, NaCl "M et renferment CaClz 1mM,MgClz 1mM
et MnCl, "mM.Le colonne est lavée poar le tampon de départ Jjusqu'a
ce que l’absorbance & 280nm soit revenue & la ligne de base, puis
éluée par le méme tampon supplémenté en a-méthyl-D-glucoside 50mM.

V ~ ANALYBES 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 Laepin, ont été détermi-
nées, par équilibre de sédimentation, dans une ultracentrifugeuse
analytique BECKMAN (modéle E) équipée du systéeme optique interfé-
renciel de Rayleigh, en utilisant la méthode d’Yphantis (1964)
modif?ée par Chervenksa (1970).

Les ultrecentrifugations ont été réalisées & 20°c dans une cel-
lule & double secteur, & une vitesse de 17.000 rpm. Les photogra-
phies sont prises aprés un temps d’équilibre supérieur & 12h. Les
équilibres de sédimentation ont été réalisés & plusieurs concen-

trations, variant de 0,3 & 0,85 mg/ml, dans un tampon Tris-Hcl
0, 1M, pH?,S5.

B- Détermination des séquences peptidiques.

1.Composition moleire en acides msminés.

Les compositions molaires en acides aminés ont été déterminées
8 l’aide d'un autoanalyseur BECKMAN Multichrom, apres 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 & 72h dans une étuve & 105°c.

Le 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 chlorhydrate de guanidine 6M
selon le procédé de Crestfield et al.(1963) et l’alkylation de la
cysteine est ensuite réalisée par 1l'iodoacetamide recristallisé.

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

La nature des acides aminés en position N-terminale de la séro-
transferrine de Lapin, des domaines isolés et des glycopeptides o
été déterminée par dansylation. La dansylation est effetuée selon
le protocole décrit par Haertley (1970) et l’identificetion das
acides aminés dansylés, par chromatographie sur couche mince.
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La nature des acides aminés en position C-terminale des glyco-
peptides trypsiques o été réalisée par dansylation aprés une
cinétique d’action de la carboxypeptidase A (E.C. 3.4.2.1).

3.Détermination des séquences peptidiques.

Les séquences peptidiques N-terminales ont été réalisées par
dégradation récurente (Edman et Begg, 1967) couplée & 1’identifi-

cation des PTH-aminoacides (phényl-thiohydantoines) selon le pro-
tocole décrit par Han (1970).

C- Anelyse par dichrolsme circulsire.

Les o&analyses en dichroilsme circuleire ont été réaslisées &
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 & 1l‘aide
d’un dichrographe JOBIN et YVON (R.J. MARK III), & des concentra-
tions de 0.1 p100 dens NaF 0,214 M. La concentration en protéine
est déterminée par utilisation des coefficients d’extinction spé-
cifiques a 280nm.

Le trojet optigue des cuves est de O0,1mm lors des mesures en
U.vV. et de Smm dans le visible.

III. ANALYSES DE LA PARTIE GLUCIDIQUE DES SEROTAANSFERAINES

A- Détermination des compositions centésimales
et molaires an monosaccharides,

1.Composition centésimale.

Les oses neutres ont été dosés par les méthodes colorimetriques
4 l’orcinol~sulfurique de Tillmans et Philippi( 1929) modifiée peor
Rimington (1940) et & l’anthrone-sulfurique de Dreywood (1946},
modifiée por Shields et Burnett (1960).

Les osamines ont été dosées par la méthode colorimétrique
d’Elson Morgan (1933), modifiée par Belcher et coll. (1954) apreés
hydrolyse acide poar HCl 4M & I00°c pendant 4h.

Les acides sialiques sont dosés par ls méthode <colorimétrique
4 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 moleire.

Les rapports moleires en monosaccharides ont été déterminés
aprés méthanolyse en présence de méthanol chlorhydrique(0,5M HC1)
et analyse des méthyl-glycosides trifluoro-acétylés par chromeato-
graphie en phase gazeuse selon la méthode de Zanette et al.(1972)

B- Méthylation des glycopeptides.

Les glycopeptides ont été permetylés par lo méthode de Hokomori
(1964), modifiée poar Sanford et Conrod (1966) puis métheanolysés
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{(1ml de méthanol chlorhydrique 0,5M & 80°c, 24h).

Les dérives méthylés sont ensuite identifiés selon Fournet et
8l1.( 1974} ,aprés péracétylation (pyridine/anhydride acétique =1:1,
45 min. & 105°c),par chromatographie en phase gazeuse sur colonne
de carbowax 6000 & 3% sur chromosorb W. L‘élution est réalisée en

gradient de température de 130°c & 200°c & raison de 2°/min., &
un débit de 20 ml/min.

C- Analyse en Résonance Magnétique Nucléeire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique du proton ont été réeli-
sés sur des solutions renfermant 5 & 10 mM de glycopeptides ste-
bilisés dans D, 0 (par échange répété dans D 0 et lyophilisation),

4 l'aide d’un spectrometre BRUKER HX-360 par l’équipe du Profes-

seur Vliegenthart (Utrecht).

Les déplacements chimiques des protons sont donnés par rapport
au 2,2-diméthyl-2-silipentane-5-sulphonate de sodium (indirecte-
ment par rapport & 1l‘acétone dans D;0: 6 = 2,225 p.p.m.}.

L’interprétation des spectres o été rendue possible gréce &
l’étalonnage préalable des déplacements chimiques des protons a
l1‘’aide de glycopeptides et d’oligosaccharides de structures con-
nues,sialylés ou désialylés, et qui sont rassemblés dans la revue

~générele de Montreuil et Vliegenthart (1978).

VI- ANALYSES ELECTROPHORETIQUES ET IMMUNOLOGIQUES.

A- Electrophoréses.

1.Electrophoreses sur acétate de cellulose.

A chaque étape du fractionnement de la sérotransferrine de La-
pin et des fragments obtenus par hydrolyse chymotrypsique ménagée
,les fractions sont anelysées par électrophorése sur acétoate de
cellulose (cellogel) dans le tampon de Laurell (1957) sous wune
tension de 120 V pendent 90 min.

2.Electrophoréeses en gel de polyacrylamide.

a) Electrophoréses en gel de polyacrylamide en S.D.S.

Les différentes étapes du fractionnement de la sérotransferrine
de Lapin et des fragments obtenus aprés l’hydrolyse ménagée ont
été oanalysés poar électrophorése en gel de polyacrylamide a 7,5%
ou & 11% en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS) & 0,1%,selon
la méthode de Davis (1964), modifiée par Kerckasert (1978).

b) Electrophoréses en gradient de gel de polyacrylamide
en présence de Triton X-I0O et de DOC.

Les électrophoréses de protéines membranaires sont réalisées
dans un appareil d’électrophorése verticale en plaques (1,5 x 140
x 180 mm) de marque Biorad, dans le systéme tampon préconisé par
Laemli (1970). Le SDS a été remplecé par un mélange de Triton X-
I00 et de déoxycholate de sodium (DOC) dans un rapport 3 : 1.

Le gel de séparation est constitué d’un gradient en acrylamide
de 4 & 15% dens un tampon Tris,gly de pH B,6. Le gel de concen-
tration est & 4% en acrylamide dans un tempon Tris,gly de pH B,6.



Le tampon d’électrophorése et les deux gels renferment 0,075% de
Triton X-I00 et 0,025% de DOC.

Les échantillons pour l‘électrophorése sont préparés dans les
conditions suiventes: Les membranes plasmiques culotées (50 a 100
pg de protéines membranaires), non traitées ou préincubées par
des agents chaotropiques ou par différentes sérgtransferrines,
sont solubilisees damns 100 pl de tampon Tris-Hcl 10mM, pH8,0,
0,7?5% Triton X-100, 0,25% DOC et 20% saccharose. Les échantillons
sont d4incubés & 37°c pendant 30 min et centrifugés 2 min & 100.000
g dans une centrifugeuse Beckman Airfuge. Les témoins de haute
masse moléculeire et les témoins sérotransferrines sont solubili-
sés dons les mémesconditions. Approximativement 20 & 40pg de pro-
téines membranasires et 5 pg de témoins sont déposés.

Une pré-électrophorése est réalisée 8 720 V jusqu’ad ce que le
témoin de migration (bleu de bromophénol) atteigne le gel de sé-
paration. L’électrophorése est ensuite réalisée & 150 V pendant
une nuit.

tes gels sont ensuite transférés par électropborése sur nitro
cellulose ou colorés par le Noir Amido.

3.Electrotransfert sur nitro-cellulose (Western
blotting).

Les échantillons séparés par électrophorése en gel de poly-
acrylemide en présence de détergents sont trensférés pes électro-
phoré&se (cellule de transfert Biored), pendant 3h & 150 mA, sur
une membrane de nitrocellulose (Schleicher et Schultze) de la ta-
j1le du gel, selon la technique décrite par Towbin et 21.(1979)

Les membrones de nitrocellulose sont ensuite révéleées par co-
léruation au Noir Amido par détection de 1l’activité péroxydasique

1iée 9ux anticorps.

4 Electrofocalisation en présence d’ampholines.

Les sérotransferrines partiellement saturées en fer, aprés éli-
mination du fer en excés sont enalysées par électrofocalisation
en présence d’ampholines, sur gel Ultrodex & l’'aide de 1l’eppareil
4rélectrophorése LKB 2117 Multiphor, selon la notice d’applice-
tion LKB n°198, avec quelques modificaetions mineures.

A la place de Séphedex G-75, nous utilisons 1’Ultrodex (gel
mieuX granulé). 4g de gel Ultrodex en poudre sont mis en suspen-
sion dans 100ml de solutions d’ampholines &4 20g/l obtenues par
mélange d’ampholines de pH 4,0-6,0 et de pH 5,0-7,0, de maniere &
obtenir un gradient de pH de 4,0 & 7,0.

Les dépots ne sont pas réalisés par mélange de 1’échantillon et
du gel, mais par dépot de 250 pl de la solution d’échantillon sur
une bande de papier W3 de 0,5 x 3 cm, & 3cm de la cathode. Deans
ces conditions, il est possible de faire 1l’électrophorése de 4
échantillons en méme temps.

Avant opplication des échantillons, une pré-électrophorése de
1h est réaslisée pour préformer le gradient de pH, & 500 V et 50
mA comme conditions de départ. Fuis oprés dépdt des échantillons,
1’électrofocealisetion est réalisée & puissance constante de 25W,
pendant 2h30 jusqu’d ce que les bandes roses de transferrines
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soient fines et stabilisées . La tension en fin d’électrophorése
atteint 1200 V. Le gel est ensuite découpé en bandes de 1 cm & 1°
ajde de l’appareil spécial fournit par LKB, puis les portions de
gels correspondant & 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 & 280nm de
chaque fraction sont analysés.

B~ Analyses immunologiques.

1. Obtention des immunsérums.

a) Immunsérums commerciaux.

L immunsérum de chévre 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 1la
sérotransferrine de Lapin est préparé per injection intra muscu-
laire & un mouton, de 2ml de sérotransferrine de Lapin purifieée
(1 & 2mg/ml dans le sérum physiologique) en présence d’adjuvant
de Freund.Les injections sont répétées 4 fois & une semaine d’in-
tervalle. L’animal est laissé au repos pendant un mois puis le
cycle est répété.Aprés un nouveau mois d’attente le sang est prét
levé Par ponction & la veine juguleire et l‘’antisérum est testé
par immunodiffusion radisle (Mancini et al., 1965) et son titre
est c2lculé selon la méthode de Becker (1969).

c) Obtention du sérum de Lapin anti-sérotransferrine
humaine.

Les immunsérums sont obtenus selon le méme protocole par injec-
tions répétées de sérotransferrine humaine & des Laepins (Fauve de
Bourgogne). Le sang est prélevé & 1la veine interne de l’oreille
et testé de la méme maniére que précédement.

d) Purification de la frection IgG des immunsérums.

Le fraction IgG de 1’immunsérum est purifiée par dessalage sur
une colonne de GF-0S (IBF) équilibrée dans un tampon Tris 20mM,
NaCl 35mM, pHB8 couplée & une colonne de DEAE—Trisacryl’ (1IBF)
équilibrée dans le méme tampon selon la méthode préconisée pear
IBF . La fraction IgG correspond & la premiére fraction non
retenue.

2.Fixation compétitive de la sérotransferrine de
Lapin native et deglycosylée sur les anticorps
immobilisés.

pDes flacons en polypropyléne de Sml sont mis & incuber une nuit
a 37°c avec 1ml de fraction IgG anti-sérotransferrine de Lapin,
diluée 1:2.000 en Tampon Tris-HC1l 20mM, NeCl 1M, pH 7,8 (71BS).
Aprées lavage par 3 x 3 ml de TBS froid, les flacons contenant les
IgG adsorbées sont bloqués (pour occuper les sites du ?olypﬁopy-
léene libres) pendant 2h & 37°c par 1ml de tampon supplémenté ean
sgrum albumine bovine (S5AB) & 1%, puis levés par du TBS froid.

Le sérotransferrine de Lapin native, marquée & 1’'Iode-125 (300
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cpm/ng) est incubée & reison 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, & des
concentrations variant de 20 & 300 ng/ml en présence de SAB 1%
dens le TBS.

Apreés 2h d’incubation & 37°c, les flacons sont lavés par 3 x 3
ml de tempon froid et la radicactivité fixée est comptée. Toutes
les déterminations sont réalisées en triple. Le 100% de fixation
est déterminé a 1‘aide de flacons sans transferrine non marquée.
La Ffixation non spécifique est déterminée & 1l’aide de flacons
non incubés avec les IglG mais uniguement avec la SAB.

3.Immunoélectrophoreéses.

a) Immunoélectrophorese sur gélose.

Les immunoélectrophoresessur 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. L& diffusion est

S

réalisée pendant 24 & 48h contre 1l‘antisérum,
d) Affino-immuno-électrophoréses bidimensionnelles.

Les &ffino-immuno-électrophoréses ont été réelisées sur gel
d’agarose & 1% en présence de concanavaline A (Con A) dans la
premiére dimension selon les méthodes décrites par Nicoll et
al. (1981) et Salier et ol. (1980) .

Les échantillons contenant de 2 &8 10pyg de sérotransferrine
humaine ou de Lapin sont soumis & l’électrophorése en absence ou
en présence de 1,3 mg de Con A par ml de gel sous une tension de
10v/cm pendant 3h. Ls deuxiéme dimension est réalisée pendant une
nuit sous une tension de 2V/cm dans un gel d’agaruse contenant de
5 & 15pl d’immunsérum spécifique par ml de gel, en présence d’'a-
méthyl glucoside mM .

4. "Immuno blotting": Révélation immunologique des
bandes de nitro-cellulose

Les bandes de nitro-cellulose provenant de l’électrotransfert
sont incubées pendant 3h & 4°c avec un antisérum de lapin, eanti
sérotransferrine humeine (titre 1,7 mg/ml) dilué au 1 : 5000 dens
le tampon Tris-HCl 20 mM, NaCl O,1M (TBS) supplémenté en lait é-
cremé en poudre (5% p/V) & pH 7,8.

Les bandes de nitro-cellulose sont ensuite lavées 10 min suc-
cessivement par du TB8S, du Tween 20 & 0,05% (p/V) dans le TBS
puis par du TBS. Aprés lavage les bandes de nitro cellulose sont
incubées une nuit & 4°c par des IgG anti-IgG de Lapin, couplés &
la péroxydaxyse de radis noir (HRP-IgG) et dilués au 1:5000 dans
le TBS contenant 5% de lait en poudre. Aprés la méme procédure de
lavage, l’activité péroxydasique liée & la nitro cellulosique est
révélée.

C- Révélations spécifiques de l’activité péroxydasique

1.Réactif & l'o.dianisidine.

Le visueolition de 1’activite péaroxydasique des hémoprotéines
est réalisée sur les bandes d’acétate de cellulose par révélation
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8 l’aide du réactif a l1’o.dienisidine dont la composition est la
suivante

- 100mg d’o.dianisidine (3,3’-diméthoxy-benzidine) pour 70ml
d’éthanol.

- 10 ml de tampon ascétate de sadium 0, 1M, pH 7,4.

- 18 ml d’eau distillée.

- 3 ml d’eau oxygenée & 30% (p/p)
Les bondes d’ecétete de cellulose sont immergées dons le réactif
Jusqu’d 1’epperition de bandes brun-rougeétre correspondant aux

hémo-protéines (détection de 1 & S5pg d’hémoproteines).

2.Réactif & la diamino-benzidine.

Le composition du réactif & la diamino-benzidine est la suivante:

~ 40mg de diamino-benzidine (Merck) pour 100ml de tempon Tris
20mM, Nall 0, tM, pH 7,8

- 1 ml d’eau oxygénée a 30% (p/p).

L’eau oxygénée est ajoutée juste avant la révélation dans le
réactif, 4 l’obscurité. Puis les bandes de nitro-cellulose incu-
bées oavec les IgG marquées & la péroxydase, sont immergées, dans

le réactif jusqu’a apporition de bandes brunes, lavées extensive-
ment par 1'eau et conservées & l’abri de la lumiére.Cette méthode
permet de détecter jusqua Sng d’entigeéne (ici sérotransferrine).

VII INCUBATION DES SERDTRANSFERRINES RADIOACTIVES AVEC
LES CELLULES ET LES MEMBRANES PLASMIQUES
A. Marquage radioactif des sérotransferrines

1. Merquege au fer-59

Le merqusage des sérotransferrines d’Homme et de Lapin est
réaslisé par saturetion des spotransferrines par un mélange de fer
59 (3 a 20 m Ci/mg ; 1m Ci/ml ; PRadiochemical Center, Amersham)
et de fer-56 (FeCly,6 Hy,0 ) dans un rapport 1 : 20 (p/p).

Le solution seturante contenant le fer radioectif est préparee
de la maniére suivante

- 20pl de fer-59 dans HClO0,'M (soit 20pCi)

- 100pl de solution de fer-56 contenant 40pg de fer-56
pour 100pl de tampon citrate-bicarbonate de sodium 0O,1M,pH 8,2

- 20pl de citrate de sodium-soude, pH10 (pour neutra-
liser 1°'HCl de la solution radiocactive).

Il faut ajouter Spl de cette solution radicactive (soit 1,5pg
de fer) & 100pl d'une sclution de sérotransferrine humaine ou de
Leapin (& 10mg/ml dans le tempon citrete-bicarbonate de sodium
0, 1M, pH B8,2). Le mélange est laissé 3 h & température embiante,
puis le fer en'excés est éliminé par chromatographie sur une
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colonne de Dowex 1 x 4 (200 - 400 mesh).

La solution de protéine saturée en fer est alors équilibrée

dans le tampon d’incubation utilisé

pour les cellules, par
passage sur une colonne de Séphadex G-25 (PD-10, Pharmacia) équi-
librée dans le méme tampon. La radiosctivité spécifique, ainsi

que le degré‘de saturation en fer sont déterminés par mesure des
absorbances a 280nm et & 460nm, et poar le comptage d’une fraction
aliquote au compteur gamma (Multigamma, LKB).

2. Marquage & 1’iode - 125

Le marquege radioactif & 1’iode-125 des sérotransferrines est
réalisé par la méthode & l'iodogéne selon les conditions préconi-
sées par Fraker et Speck (1978) et Salacinski et al. (1981). La
quantité d’iode fixée est calculée pour ne pes dépasser un atome
d’iode par mole de transferrine.

La solution d’iade radioective est préparée de la maniére sui-
vante :1 pl de solution d’'I-125 (NalI, sans entraineur; 5mCi/S0ul;
Radiochemical Center, Amersham) est mélangé & 4pl d’une solution
de Nal froid 20mM dans un tempon phosphate 50mM, pH 7,4.

L’iodogéne, en solution & 1mg/ml de chloroforme est adsorbé
sur des tubes & hémolyse en verre, A& raison de 100pl par tube,
par évaporation du chloroforme sous courant d’azote.

La solution de sérotreansferrine, 100pl (10mg/ml dans le tampon
phosphate S50mM, pH 7,4) est ajoutée sous agitation douce au tube
contenant l’iodogeéene adsorbé.Puis la solution d’iode contenant le
mélange d’iode-125 et d’iode-127 est ajoutée,d raison de 1 & 5pCi
suivant l’intensité du marquage désirée.

Le solution est leissée sous agitation dans la glace pendant
10 min, puis l’iode en excés 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 aprés mesure de la
concentration en protéine (absorbance spécifique a 280nm) et
comptage de la radioactivité d‘une fraction aliquote dans un
compteur multigemma (LKB).

B.Préparation du matériel biologique

1. Préparation des réticulocytes de Lepin

Une réticulocytose est induite chez des lapins adultes (race
Nouvelle-Zélande) par quatre saignées répétées de 15ml de sang/kg
de poids, & deux jours d’intervalle.

L‘incision est réalisée & la veine marginale de l’oreille. Le
dernier Jjour, le sang enrichi en réticulocytes est recueillil dans
des tubes & centrifuger héparinés (10 U/ml de sang) et les cel-
lules sont lavées trois fois (800 g, 7min) per du milieu de Hanks
et Wallace (1949) dont la composition est la suivente:

Ne Cl, Bg/l1 ; KCl, 0,4g/1 ; CeCly, O,14g/1 ; MgS0,(7H.0), 0,2g/1;
Na, HPO,( '2H20), 0,12g/1 ; KH, PO, (H,0), 0,6g/1 ; NaHCOs, O,35g{l ;
Glucose,1g/l,pH 7,35. Au cours des deux premiers laveages,la mince
couche blanchétre (essentisllement des leucocytes at des lympho-
cytes) qui se forme & la surface du culot de cellules rouges, est
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gliminée par aspiration.

Le paux de réticulocytes est déterminé psr comptage des
lules au microscope optique,
bleu de Unna.

cel-

apres colorsestion de le chromatine au
Le toaux de réticulocytes, dans ces conditions est
de 1’ordre de 20 & 30 % des cellules rcouges totales. Le taux nor-
mal, chez les lapins non anémiés, est d’environ 0,5 &8 2 %. Il est
possible d’augmenter ce taux selon la méthode de Murphy (1973)
par centrifugetion & 15 000g, 1" h 8 4°c ( rotor jA-20, centrifu-
geuse Beckman J-21)

Le partie supérieure du culot (10 %

enrichie en réticulocytes et représente
de plus de 50 %.

suspension

du volume total) est treés

un taux de réticulocytes
Le culot de cellules rouges est alors remis en
dans le milieu d’incubeation pour obtenir la concen-
tration désirée en réticulocytes, et les cellules sont utilisees

immédiatement pour 1les incubations avec les sérotransferrines
marquées.

2. Préporation des membranes plasmiques de la bordure

en brosse du syncytium trophoblastique humain

Les plecentas sont obtenus & la Maternité Roger Selengro de
tille (Directeur:Pr Delcour).

Ils sont prélevés juste apres 1’accouchement & terme, et placés
immédiatement dans du milieu froid de Hanks et Wallace (p. 18) et

utilisés pour la préparation des membranes microvilleuses moins
de 30 min apreées l’accouchement.

Les microvillosités du syncytium trophoblastique sont isolées

du placenta par le méthode de Smith et al. (1974) modifiée par
Booth et al.(1980). Spl d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases
(Aprotinine, trasylol, PMSF, DTT et Mg Cl, chacun & la concen-
tration de 200mM sont aJoutea par ml de suspension apreés homogé-
néisation dans le tampon Tris-HCl, pH 7,1, mannitol, 2mM, et une
autre fois au culot final qui est resuspendu dans le milieu de
Hanks et Wollace, complémenté & 10mM en mannitol.La concentration
finale en protéines membreanaires est ajustée & 2mg/ml apreés do-
sage des protéines par la méthode de Lowry (1951) modifiée pour
les protéines membranaires per Peterson et al. (1977 ).

Le pureté des prépsrations de membranes de le bordure en brosse
est controlée por le dosage de deux enzymes marqueurs des micro-
villosités : la phosphatase alcaline (Beaufay et al. 1974) et la
5¢ nucléotidase (Aronson et Touster, 1974).

Les suspensions de microvillosités du syncytium trophoblastique
sont elors utilisées pour les expériences de fixation de la séro-

transferrine humaine en moins de 4 h, ou stockées par fractions
aliquotes de 0,4ml & -~ 70°c Jjusqu’a 1 mois.

C.Incubation des sérotransferrines avec les
réticulocytes de Lapin

1. Incorporation du fer par les réticulocytes de
Lapin

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 & 37°c avec
les différentes sérotransferrines marquées au fer-59 &8 la concen-
tration finale de 1,8uM (140ug/ml). les différentes préparations

de sérotransferrine sont obtenues de la maniére décrite dans
l‘appendice technique

- sérotransferrine de Lapin native (p. 1)

- sérotransferrine humeine totale (p. 2 )

- sérotransferrine de Lapin monoferrique (p. S )

- sérotransferrine de Lapin modifiée par le diéthyl-pyrocarbo-
nate (p- 6)

- fragments isolés aprés hydrolyse chymotrypsique ménagée (p. 7 )
- sérotransferrine de Lapin déglycosylée (p. 11).

Les cinétiques d’incorporation du fer des variants glycan-
niques de la sérotransferrine humaine, sont conduites de la méme
maniere avec une concentration finale en réticulocyts de Lapin de
2 x 108 et une concentration finoale en sérotransferrine humoine

de 0,6pM (50ug/ml.

Des fractions aliquotes de 100pl de 1l’incubat sont prélevées &
des temps variants de 0 & 80 min, refroidies dans la glaces, et
trois fois & 4°c (1500g, 3 min per 3ml de PBS froid

lavées
(tempon phosphate 10mM: Necl 0,145M, pH 7,4). Le culot cellules
rouges est alors compté dans un compteur multigamme (LKB).
b. Inhibition de 1'incorporstion du fer
Le; expériences d’inhibition de l’incorporstion du fer de la

sérotransf?rrine de Lapin par %es réticulocytes, ont été réali-
sées €n presence des glyCOpePtldes et oligosaccharides suivants

- asialo et 51alo—g1y09pept1de de lo sérotransferrine de Lapin,
peptide sialylé de la lactotrensferrine humaine,

- gl_yCO . ) c
- g1ycopept1de B de 1l’ovomucoide,
- trisaccharides I et II et oligosccharides I et II.

Les glycopeptides de la sérotransferrine de Lapin ont été iso-
selon le protocole décrit dans 1’appendice technique (p. 9 }.
glycopeptides de la lactotrensferrine et de 1’ovomucoide ont

6té obtenus aprés hydrolyse pronasique et fournis par le Pr Spik.

Les différents trisaccharides et oligosaccharides ont été isolés

et Ffournis par le Dr Strecker, & partir d’urines de patients

présentant des défauts d’enzymes intervenant dans le métebolisme

des glycannes.

lés
Les

Les incubations sont conduites de la maniere suivante

-~ s0pl de culot de cellules rouges (5 x 108 réticulocytes) sont
répartis dans une série de tubes & hémolyse en polystyréne et
50ul de milieu de Hanks et Wallece sont ajoutés aux cellules.

_ Des solutions méres de glycopeptides et d‘oligosaccharides
sont préparées dans le méme tampon & des concentretions variant
de 1,2mM & 1,2 M. Les oligosaccharides et glycopeptides sialylés
sont neutralisés poar le soude avant ou aprés desssalage sur une
colonne de Biogel P-2.

- 10pl de chaque solution d’inhibiteurs sont ajoutés a la sus-
pension cellulaire et préincubés 10min & 37°c. Puis 10pl de séro-
transferrine de Lapin (40ug marquée au fer-59 sont ajoutés & la
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solypio” pracédonte (concentrotion finale 4pM) et 1’incubation
est menée pendant 10 min & 37°c, puis arrétée par dilution avec 3
ml 4e FBS & 4°c. Lles tubes sont alors lavés 3 fois par du PBS
froid et le culot de cellules est compté dans le compteur gamma.

Le 100% de radicactivité est déterminé per comptage de tubes
contenant la méme 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-
nNimale ©"N glycopeptide ou oligosaccharide, nécessaire & 1‘inhi-

bition de 50'% de l’incorporation totele du fer :[I}-50. Tous les
tubeg $0Nt réalisés en triple.

2. Expériences de fixation des sérotransferrines
marquées a 1l’iode-125 sur les réticulocytes

Les efPEPIEHces de fixation de la sérotransferrine de Laepin et
Varlagts glycanniques de lea sérotrensferrine humaine sur les

. N o) . . P .

rétjculocytes de Lapin sont conduites de la maniére suivante :

des

-~ le SYUSpension riche en réticulocytes (5x10° réticulocytes/ml)
est incubee pendant 1h & 4°c dans le milieu de Hanks, supplémenté
en seérvym albumine bovine (1%, p/v), en présence de concentrations
croissante? €n sérotransferrine marquée & 1l’iode-125. Les concen-
trations fTinsles en transferrine varient de 5nM a SuM.

- une frection aliquote du surnageeant est prélevée pour déter-
miner.l@ concentration en transferrine libre a 1’équilibre. les
cellul®s sont ensuite lavées trois fois par du PBS & 4°c (1.500g,
3 min) et le surnageant est éliminé par aspiration. Le culot de

Cellulis'est ensuite transferré dans un tube a hémolyse neuf Ppor
trois "01s SOpl de tampon. Le comptege de ces tubes constitue lo
fixatiOn totale. Chaque concentration est réalisée en triple.

te fixation non spécifique est déterminée, pour chaque concen-
tratiol, en présence de 100 moleire exceés de la sérotransferrine
étudiée. La fixation spécifique est calculée par soustrection de
la fixation non spécifique & la fixation totale.

D - Incubation des variants glycanniques de la gérotrans-
ferrine humaine avec les membranes du placents.

1" . Conditions d’incubation

Les incubations sont réalisées dans des tubes de 0.25 ml, €0

polycarbonate. Le mélange d’incubation est constitué de

- 50 pl de 1a suspension de membranes de la bordure en ?ross?
du placenta humain (1 mg/ml) dans le milieu de Hanks, supplémente
en mannitol 10 mM , et préparée comme il est décrit p.19.

- 100 Ml de chaque variant glycannique de la sérotransferrine
humaine (10 pg/ml), marqué & 1'iode-125 ou non marqué, dens le
méme milieu, supplémenté en sérum albumine humaine( ).

(#)La sérum albumine humaine est préalsblement débarassée des
traces de sérotransferrine contaminante, par passage sur une 00;
lonne de SP-Séphadex dans un tampon citreste de sodium 20 mM de P
4,8 (la transferrine reste fixée sur la colonne; voir p.2 )
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solution précédants (concentretion finole 4pM) et 1’'incubation
est menee pendant 10 min & 37°c, puis arrétée par dilution avec 3
ml de FBS & 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 radiocectivité est déterminé par comptege de tubes

contenant la méme 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 a l1’inhi-
bition de 50 % de 1’incorporation totale du fer :[I)-50. Tous les
tubes sont réalisés en triple.

2. Expériences de fixation des sérotransferrines
marquées 8 1'iode-125 sur les réticulocytes

Les experiences de fixsation de la sérotrensferrine de Lapin et
des varients glycanniques de lo sérotrensferrine humaine sur les
réticulocytes de Lapin sont conduites de lo maniére suivante

- la suspension riche en réticulocytes (5x10%° 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 marquee & l’iode-125. Les concen-
trations finales en transferrine varient de 5nM & SpM.

- une frection aliquote du surnageant est prélevée pour déter-
miner,la concentration en transferrine libre & 1'’équilibre. les
cellules sont ensuite lavées trois fois par du PBS & 4°c (1.500g,
3 min) et le surnageant est éliminé par aspiration. Le culot de
cellules est ensuite transferré dans un tube & hémolyse neuf par
trois fois 50pl de tampon. Le comptage de ces tubes constitue la
fixation totale. Chague concentration est réalisée en triple.

La fixation non spécifique est déterminée, pour chagque concen-
tration, en présence de 100 molaire excés de la sérotransferrine
étudiée. La fixation spécifique est calculée par soustraction de
la fixation non spécifique 38 loa fixation totale.

D - Incubation des variants glycanniques de la sérotrens-
ferrine humaine avec les membranes du placenta.

1 . Conditions d’incubation

Les incubations sont réalisées dans des tubes de 0.25 ml, en
polycarbonate. Le mélange d’incubation est constitué de

- 50 pl 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.19.

- 100 pl de chaque variant glycannique de la sérotransferrine
humaine (10 pg/ml), merqué & l’iode-125 ou non marqué, dans le
méme 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 S5P-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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ot Le mé}cng? d’incubation est alors incubé 30 min dans la glace

. centrifugé 3 min & 1170.000g dans une centrifugeuse Beckman
A}rfuge. Le culot de membraenes est lavé deux fois par 150 pyl de
Milieu glacé, puis transferré par 3 x50 pl de milieu dans des tu-

bes neufs,

2 . Détermination des paramétres de la fixation

La constante apparente d’association Ka et le nombre de sites

par pg de protéines membranaire sont déeterminés, en
quantités de variants sérotransferriniques
définies

Fécepteurs
incubant différentes
Mérqués & 1’iode-125 (B80-2.500 ng) dans les conditions
Su § 1. Chaque concentration est réalisée en triple.

) Une fraction aliquote du premier surnageant est prélevée pour
déterminer la quantité de trensferrine libre & l1’équilibre. Apres
1GVage par 2 x 150 pl de milieu, la radiocactivité résiduelle est

Comptée et constitue la fixation totale.

100

fixation non spécifique est déterminée en présence de
La

La
glycannique non marqué.

Molaire excés de chaque variant
Fixation spécifique est calculée par soustraction de le fixation

Non spécifique & lo fixation totale.
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