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INTRODUCTIOM

La découverte de 1la lactotransferrine dans 1le 1lait de Femme par
MONTREUIL en 1960 (MONTREUIL et MULLET, 1960 ; MONTREUIL et al., 1960) a
été le point de départ des recherches entreprises au Laboratoire - au sein
de 1'équipe du Professeur G. SPIK - sur la détermination de la structure
primaire et du réle des transferrines et de leurs récepteurs.

Les lactotransferrines sont des glycoprotéines, de la classe des trans-
ferrines, de masse moléculaire voisine de 80 kDa qui ont la propriété de
fixer, rdéversiblement, deux ions ferriques en deux sites spécifiques de la
molécule. La détermination de la structure primaire de la lactotransferrine
humaine, entreprise en 1974 au Laboratoire - en collaboration avec 1'équipe
du Professeur P. JOLLES - a &té achevée en 1984 (METZ-BOUTIGUE et al.,
1984). D'aprés ces résultats, la lactotransferrine humaine est constituée
d'une chaine polypeptidique unique de 703 acides aminés, portant un gly-
canne de type N-acétyllactosaminique sur chacun des deux lobes, et présen-
tant 70 % dr'homologie de séquence avec la chaine polypeptidique de la lac-
totransferrine de Souris (PENTECOST et al., 1987). Récemment, les travaux
de BAKER et a/. (1987) sur la cristallisation et la diffraction aux rayons ¥
de la lactotransferrine humaine, ont pu fournir une image de la structure
tridimensionnelle de 1la wmolécule. Ces auteurs ont montré, en particulier,
que la lactotransferrine possédait une forme bilobée, chaque lobe étant
constitué de deux domaines & l’interface desguels se trouve un ion ferri-
que. Des études similaires, réalisées sur la sérotransferrine de Lapin
{BAILEY et af., 1988) ont wmontré gue le modele tridimensionnel de cette
derniére était trés proche de celui décrit pour la lactotransferrine

humaine. Ces résultats sont certes un aboutissement, mals aussi un départ



vers l7étude des relations qui existent entre la structure conformation-
nelle des transferrines et leurs fonctions.

Parmi les fonctions biologiques des transferrines, lractivité bactério-
statique est une des plus importantes. L'activité bactériostatique des lac-
totransferrines, suggérée dés 1940 par MONTREUIL et al., a été démontrée,
pour les lactotransferrines humaine et bovine vis-a-vis de nombreuses sou-
ches bactériennes, par différents auteurs. La démonstration de cette acti-
vité a conduit & 1'idée d'utiliser les lactotransferrines en tant que médi-
cament dans 1le traitement des infections d'origine bactérienne. La lacto-
transferrine de Vache pouvant é&tre obtenue plus facilement que la lacto-
transferrine humaine, un projet d'utilisation de 1la lactotransferrine
bovine dans un but thérapeutique a été proposé, en collaboration avec la
firme pharmaceutique CASSENNE. La réalisation de ce projet rendait néces-
saire la connaissance approfondie des propriétés structurales de la lacto-
transferrine de Vache. Crest en ce sens qu'a 4té entréprise la détermina-
nation de la structure primaire de la lactotransferrine de Vache.

L'étude de la lactotransferrine de Vache a debuté, au Laboratoire, au
début des années 70 par l'isolement et la définition des principales pro-
priétés physico-chimiques de 1la 1actotfansferrine présente dans le lait de
Vache (CHERON et al., 1975 ; CHERON et al., 1977). Depuis, ces études ont
2té reprises et ont abouti a la mise au point d'un protocole de purifica-
tion & 1'échelle industrielle et & la mize en évidence d'une trés grande
hétérogénéité structurale de la fraction glycannique (SPIK of al., 1985 ;
SPIK ot «al., 1988). Concernant la structure primaire de la chaine polypep-
tidique, seuls les 5 premiers acides aminds N-terminaux étaient connus.

Notre travail a donc consisté en la détermination de la structure
primaire de la lactotransferrine de Vache. Cette détermination a &té réali-
sd@e grace & 1l'application de deux types de méthodologies. Dans un premier

femps, sur la base de résultats acquis au Laboratoire sur la détermination



de la structure primaire de la lactotransferrine humaine par 1l'application
de méthodes chimiques et enzymatiques (METZ-BOUTIGUE et al., 1984), nous
avons entrepris une étude similaire sur la lactotransferrine de Vache. Plus
particuliérement, nous avons utilisé le protocele mis au point par LEGRAND
et al. (1984) et isolé 2 fragments N- et C- terminaux de la lactotransfer-
rine de Vache ainsi qu'un fragment glycopeptidique de 20 kDa. De plus,
nous avons, en collaboration avec le Laboratoire du Professeur TARTAR,
déterminé la séquence N-terminale de nos fragments et localisé les 3 sites
de glycosylation présents dans le lobe C-terminal de la molécule.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés au clonage de
1'ADN complémentaire de la lactotransferrine bovine. Nous avons, dans ce
but, recherché des tissus exprimant en grande quantité un ARN messager
spécifique et construit des librairies d'ADNc. Les résultats que nous avons
obtenus concernent le clonage et le séquencage d'un ADN complémentaire d'un
ARN messager codant pour la lactotransferrine produite par la glande sous-
maxillaire bovine.

Ces résultats, bien que partiels, apportent la preuve de l'existence
d'une forte homologie de structure avec la lactotransferrine humaine et
fournissent quelgues précisibns sur la localisation des glycannes le long
de la chaine peptidique. Par ailleurs, le clonage et le séquencage d'un
ADNc partiel de 1la lactotransferrine ouvrent la perspective du clonage du
géne de 1la lactotransferrine bovine, et de 1'étude de la régqulation de

1l expression de ce géne.



Généralités



REPARTITION DU FER DANS L "ORGANMNISHME

ROLE DES LACTOTRANSFERRIMNES

A. Répartition et importance du fer dans l'organisme

Le fer est un des oligoéléments les plus importants pour la vie et la
croissance des organismes. Il Joue notamment un rdle essentiel comme co-
facteur des enzymes intervenant dans les mécanismes d'oxydo-réduction des
chaines respiratoires et, par sa présence dans 1'hémoglobine, assure le
transport de lYoxygéne vers les tissus. La gquantité de fer contenue dans un
organisme humain adulte est de l'ordre de 4 & 5 g répartis entre deux
compartiments principaux, représentés par les formes actives et par les
formes de réserve. L'importance de c¢ette répartition dans 1'organisme
nécessite un moyen de transport et de régulation constitué par un troisiéme
compartiment qui représente 0,2 % de la totalitéd du fer :il s'agit des

transferrines.

B. Les formes de réserve

Le foie <constitue l'organe de réserve le plus important puisqu'il ren-
ferme, dans ses c¢ellules parenchymateuses, environ 1/3 des réserves de fer
de l'organisme, le métal se répartissant pour 2/3 dans la ferritine et pour

1/3 dans 1"hémosidérine.
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La ferritine est une protéine soluble d'une masse moléculaire de
445,000 daltons, constituée de deux parties : un noyau minéral d'hydroxyde
et de phosphate ferreux, et une enveloppe protéique, formée de 24 proto-
méres composés chacun de 174 acides aminés (HEUSTERSPREUTE .et CRICHTON,
1981). Les ferritines renferment deux types de protoméres en proportions
variables selon les tissus. Les structures primaires de ferritines dTori-
gines diverses ont été déterminées (voir revue générale de CRICHION et
CHARLOTEAUX-WAUTERS, 19873 .

L hémosidérine, quant & elle, est une protéine insoluble contenant
encore plus de fer que la ferritine. Cependant, le métal est moins dispo-
nible que celui de 1la ferritine (WYLLIE et al., 1971). Cette protéine
serait produite par dégradation et agrégation intralysosomique de 1la

ferritine.

C. Les formes de transport : les transferrines

Les transferrines constituent une famille importante de glycoprotéi-
nes qui interviennent dans 1le transport du fer. Elles ont en commun une
masse moléculaire voisine de 80.000 daltons et la propriété de fixer réver-
siblement deux ions Fe3*. Elles sont présentes dans les tissus et dans de
nombreux liquides physiologiques de Vertébrés (AISEN et al., 1980) et
d'Invertébrés (HUEBERS et al., 1982). On distingue :

- Les ovotransferrines (ou conalbumines) que l'on trouve dans le blanc
d'oeuf dés Oiseaux. La découverte de l'ovotransferrine remonte & OSBORNE
(1899}, mais son rdle dans la fixation du fer n'a été mis en évidence qu'en
1944 par SCHADE et CAROLINE.

- les sérotransferrines qui sont les transporteurs de fer du sang.
Elles ont @&té caractérisées pour la premiére fois par BARKAN (1927), mais

leur rf6le ferrifixateur n'a été mis en évidence qu'en 1946 par SCHADE et
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CAROLINE, puis par LAURELL (1947). Pour plus de détails sur le rdle des
sérotransferrines, nous renvoyons 1le lecteur aux revues générales de LANE
(1976), AISEN et BROWN (1977), HERSHKO (1977) et BROCK (1985),.

- Les lactotransferrines. En 1939, SORENSEN et SORENSEN signalent la
présence d'une protéine rouge dans le lait de Vache. Ce n'est quten 1960
que la lactotransferrine fut isolée et caractérisée par MONTREUIL et MULLET
(1960) et MONTIREUIL et al. (1960) & partir du lait de Femme, et par GROVES
(1960) & partir du lait de Vache. Cette glycoprotéine a longtemps €té consi-
dérée comme une protéine exclusivement lactée. Depuis, elle a été caractéri-
sée dans drautres liquides et milieux d'excrétion (voir revue générale de
SPIK et MONTREUIL, 1983) ainsi que dans certaines cellules, comme les leuco-
cytes neutrophiles (MASSON et al., 1969). Dans ces cellules, la lactotrans-
ferrine est localisée dans 1les granules secondaires et serait un marqueur
de différenciation de la lignée granulocytaire (RADO et al., 1984).

- La mélanotransferrine, qui est une protéine membranaire (également
dénommée antigéne P97) isolée des cellules de mélanome humain (BROWN et al.,
1982). Bien que cette protéine fixe réversiblement le fer, on ne connait

pas encore sa fonction exacte.

II. ROLE BIOLOGIQUE DES LACTOTRANSFERRINES

A. RGle de 1 lactotransferrine dans la nutrition martjale

5
[o}
;

1'absorption intestinale d

fer

L'enfant nourri au sein n'a normalement pas besoin d'un apport supplé-
mentaire de fer avant 1'dge de 4 & 6 mois. Par contre, celui-ci s'avére
nécesgsaire dans le cas d'une alimentation précoce au lait de Vache. En

effet, non seulement le 1lait de Femme contient plus de fer que le lait de




Vache (0,8 mg/l et 0,46 mg/l, respectivement) (BLANC, 1981) mais le métal
est encore mieux assimilé que celui présent dans le lait de Vache. Cette
différence d'assimilation ne pouvant sfexpliquer que par l'existence dTune
spécificité drabsorption, plusieurs auteurs ont recherché quel était le
mécanisme de 1'absorption intestinale du fer (voir les revues générales de
FORTH et RUMMEL, 1972, de CONRAD, 1987 et de SPIK, 1988).

Un mécanisme faisant intervenir la sérotransferrine a été proposé par
HUEBERS et a/. (1983) selon lequel l'aposérotransferrine de rat, présente
dans la lumiére intestinale, captait 1le fer puis était internalisée par
I'entérocyte. Ce mécanisme supposait donc lrexistence d'un récepteur enté-
rocytaire spécifique de la sérotransferrine. Cette hypothése a été infirmée
par la démonstration de 1'absence de récepteur de la sérotransferrine
humaine &8 la surface de la bordure en brosse des entérocytes humains ou de
Lapin (MARX et al., 1984 ; MAZURIER et al., 1985). Les travaux précents de
HU et al. (1987) confirment 1'absence de fixation de la sérotransferrine
murine sur les entérocytes de Souris.

Le second mécanisme fait intervenir la lactotransferrine comme princi-
pal partenaire dans la nutrition wmartiale. Les travaux de SIIMES et al.
(1979) montrent que le fer lié & la lactotransferrine est mieux absorbé par
l'intestin que 1les sels de fer. Chez l'adulte, le fer apporté par l'alimen-
tation est 1libéreé dans l'estomac sous l'effet du pH et par l'action protéo-
lytique de 1la pepsine. Par contre, dans 1l'estomac du nourrisson, ou la pro-
téolyse est faible et le pH voisin de 4, la lactotransferrine conserve son
fer (SPIK al., 1971). En 1982, BSPIK &t al. ont montré que les selles de
nourrissons alimentés au sein ou par du lait artificiel complémenté en lac-
totransferrine humaine, renfermaient de 1la lactotransferrine. De plus,
cette "coprolactotransferrine™ avait conservé ses propriétés ferrifixa-

trices bien que la molécule ait subi une protéolyse.
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Afin de wvérifier l'hypothése selon laquelle la lactotransferrine était
responsable de 1l'apport du fer au niveau de l'intestin du nourrisson, des
recherches ont été entreprises au Laboratoire en vue de caractériser un
récepteur spécifique. Une collaboration avec le groupe du Pr. PETERS (COX
et al., 1979 a conduit & la démonstration que des biopsies prélevées au
niveau du jejunum étaient capables d'incorporer, in vitro, du S®Fe3~
complexé a8 la lactotransferrine. Dans les mémes conditions, 1le ®®Fe=~
complexé & la séro- ou & l'ovotransferrine n'était pas incorporé. Un peu
plus tard, MAZURIER et a/. (1985) ont caractérisé un récepteur spécifique
de la lactotransferrine au niveau des microvillosités intestinales de Lapin.
Enfin, HU et af. (1987) ont récemment montré que la lactotransferrine
murine se fixait spécifiquement sur des vésicules de la bordure en brosse
du duodenum de Souris.

Il apparait donc & présent bien établi que la lactotransferrine est
responsable de l'apport du fer au niveau de l'entérocyte du nourrisson.
Toutefois, le mécanisme de la captation et de l'internalisation du fer

reste & définir.

B. Réle de 1 lactotransferrine dans les mécanismes de défense anti-

infectieuse

La large répartition des transferrines a depuis longtemps &té &
l'origine des recherches entreprises sur le rdle biologique de ces glycopro-
téines. Dés 1944, SCHADE et CAROLINE ont montré que 1l'ovotransferrine du
blanc d'oeuf inhibait 1la croissance d'Escherichia coli et d'autres bacté-
ries, et que cette inhibition était 1levée par l'addition de fer dans le
milieu. En 1960, MONTREUIL et al. ont suggéré, pour la premiere fois,
lrexistence d'une activité bactéricstatique jouée par la lactotransferrine,

en plus de son rdéle nutritionnel d'apport du fer au nourrisson. Depuis, de



nombreuses fonctions ont été attribuées & la lactotransferrine qui peuvent
étre regroupées en deux catégories :

- rdle dans 1l'immunité humorale ;

- r8le dans 1'immunité & médiation cellulaire.

Pour plus de détails, nous renvoyons aux revues générales de REITER

(1975) et de SPIK et MONTREUIL (1983).

1. Role de la lactotransferrine dans l’immunité humorale.

Lorsqu’'un organisme est infecté par une bactérie, 1l met en oeuvre,
non seulement des mécanismes spécifiques relevant de 1'immunité, mais aussi
des mécanismes non spécifiques faisant intervenir 1le fer. Dans ce cas,
l'inhibition de 1la croissance des bactéries est due & un mécanisme de fer-
riprivation fondé sur une compétition entre les chélateurs synthétisés par
les bactéries, d'une part, et les protéines fixatrices du fer synthétisées
par 1'héte, d'autre part. Un tel mécanisme a été étudié pour 1l'entérochi-
line (sidérophore produit par £scherichia coli) et la sérotransferrine
(CARRANO et RAYMOND, 1979). Il s'agit d'un mécanisme réversible, car une
addition de fer au milieéu suffit 4 lever l'inhibition. L'effet bactérios-
tatique de 1la lactotransferrine a été démontré, in vitro, pour différentes
souches d'éEscherichia coll (BULLEN et al., 1972 ; REITER et al., 1975 ;
SPIK et al.,1978), et de Staphylocoques (MASSON et al., 1966), et pour Pseu-
domonas aeruginosa (MASSON et a/.,1966), Bacillus stearothermorhilus et
Bacillus subtilis (ORAM et REITER, 19648) et pour Candida albicans
(KIRKPATRICK ot «af.,1971). Cette activité n'est effective que pour des
lactotransferrines partiellement saturées ou apo (c'est-a-dire sans fer),
et dépend du pH du milieu, du rapport molaire entre transferrines et sidé-
rophores, et de la concentration du milieu en ions citrate et bicarbonate

(CARRANO et RAYMOND, 1979).
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Par ailleurs, 1les travaux réalisés par ARNOLD et a/. (1982) rendent
compte d'une activité bactéricide de l'apolactotransferrine dissoute dans
l7eau distillée. Cette bactéricidie a été mise en évidence sur un grand nom-
bre de microorganismes Gram (+), Gram (-), aérobies ou anaérobies et des
Levures. L'apolactotransferrine doit, cependant, étre en contact direct
avec la paroi bactérienne pour que cette bactéricidie soit observée.

Enfin, l'action bactériostatique de 1la 1lactotransferrine peut étre
potentialisée par son association avec du lyzozyme (PERRAUDIN et PRIEELS,
1982) et avec des immunoglobulines A de sécrétion (BULLEN et al., 1972 ;

SPIK et al., 1978 ; STEPHENS et al., 1980).

2. Réle d z lactotransferrine dans I'immunité & mediation

cellulaire

a) Mobilisation des cellules Immunocompétentes

Les trois principales <c¢ellules intervenant dans 1l'immunité sont les
lymphocytes, les leucocytes neutrophiles et les macrophages. Les leucocytes
polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) synthétisent de la lactotransfer-
rine qui est ensuite stockée dans les granules secondaires. Lors de
l'infection par une bactérie, LEFELL et SPITZNAGEL (1972) ont montré que
60 % de la lactotransferrine était "dégranulée™. Cette lactotransferrine,
retrouvée dans le plasma, attirerait les macrophages et les lymphocytes qui
possedent des récepteurs spécifiques de la lactotransferrine (DE SQUSA,
1978). Enfin, par un second mécanisme, les macrophages, gréce a la ferri-
tine et a4 la sérotransferrine qu'ils synthétisent, améneraient sur le lieu
de l'inflammation les lymphocytes qui possédent des récepteurs membranaires
de ces deux protéines. Par ailleurs, la lactotransferrine contenue dans les

granules intacts (40 %) est lihérée par fusion, lors de la phagocytose de
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la hactérie, avec 1la vacuole de phagocytose pour constituer le phagolyso-
some. A ce niveau, la lactotransferrine exerce une activité bactéricide par
ferriprivation 3 1lTintérieur de 1la vacuole et augmenterait le taux de

radicaux libres par l'apport de fer complexé.

b) déclenchement. de I 'hyposidéremie inflammatolre

Un autre rdle important de la lactotransferrine concerne l'hyposidé-
rémie inflammatoire. En effet, 11 est actuellement bien admis que,lors
d'une infection, 1la sidérémie baisse brutalement (WEINBERG, 1974) avec une
augmentation concomittante du fer de réserve dans le foie et les macro-
phages (PEKAREK et al., 1969), qui a pour effet d'inhiber la croissance des
bactéries par ferriprivation. Un wmécanisme représentant les différentes
étapes de 1T'hyposidérémie inflammatoire a été proposé (Fig. 1, p. 12). Dans
un premier temps, les leucocytes activés liberent dans le sang un "leuko-
cytic endogenocus mediator™ ouw LEM (KAMPSCHMIDT et a/.,1975) gui a été
identifié au leukocytic pyrogen™ ou LEP. Des études récentes (OPPENHEIN,
1986 ; HEYLAR, 1987) suaggérent que ce facteur ne serait autre que l'inter-
leukine 1. Outre son rdle pyreogéne, ce facteur entraine une dégranulation
des leucocytes et donc une libération de lactotransferrine dans le milieu
extracellulaire. Selon VAN SNICK et al. (1977), la lactotransferrine ainsi
libhérée sous la forme d'apo-protéine capterait le fer de la sérotransfer-
rine et le transférerait, par le biais d'un récepteur spécifique, dans le
macrophage ot le fer serait stocké sous forme de ferritine. L'ensemble de

ces mécanismes sont décrits sous le vocable d'"impunité nutritionnelle'™,

¢l Régulation de la myélopoiése

Enfin, la lactotransferrine joue un réle dans la régulation de la myé-
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Agent infectieux

l

Activation des leucocytes mononucléaires

l

Libération de l'agent pyrogéne (L.E.P.)

Activation des Augmentation de
leucocytes neutrophiles la température

|

Arrét de la synthése des
sidérophores bactériens

Y

Libération d-
APOLACTOTRANSFERRINE SEROTRANSFERRINE-Fe3~

LACTOTRANSFERRINE-Fe3s~ APOSEROTRANSFERRINE

l

Stockage du fer sous ANEMIE
forme de ferritine FERRIPRIVE
dans le Macrophage

Fig. 1 : Schéma récapitulatif de l'intervention des transferrines
lors d'une agression microbienne.
(D'aprés la revue générale de SPIK et MONTREUIL, 1983).
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lopoiése (voir 1la revue générale de BROXMEYER et a/., 1985), dans la cyto-
toxicité des monocytes et des cellules "Natural Killers™ (NK) (HORWITZ et
al. 1984). Récemment, il a &té démontré que la lactotransferrine intervien-
drait également comme facteur de croissance des lignées lymphocytaires B et
T humaines (HASHIZUME et al., 1983). MAZURIER et al. (1989) ont confirmé
ces résultats en montrant que la lactotransferrine humaine possédait une
activité de facteur de croissance pour les lymphocytes humains stimulés par
la phytohémagglutinine. Selon ces auteurs, des récepteurs pour la lacto-

transferrine s'expriment lors d'une stimulation par la phytohémagglutinine.
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ETUDE STRUCTURALE ET COMNMFORMATIONMELILE

DES LACTOTRANSFERRIMNES

I. STRUCTURE COVALENTE DES LACTOTRANSFERRINES

A. Structure de la chaine peptidique

Les progrés récents réalisés dans les techniques chimiques de micro-
séquengage des protéines et 1l'apport du génie génétique pour déterminer la
structure primaire des protéines sur la base de la séquence nucléotidique
de leur ADN complémentaire, ont permis 1'étude fine de la fonction d'un bon
nombre de protéines et glycoprotéines. La détermination de la structure pri-
maire d'une protéine est, en effet, une étape essentielle dans la défini-
tion de sa structure tridimensionnelle et dans la compréhension de sa fonc-
tion. C'est ainsi que ces derniéres années, les séquences de plusieurs

transferrines ont été établies entiérement par ces deux moyens d'approche.

7. Structure primaire des lactotransferrines

Deux séquences complétes de lactotransferrines ont été décrites a ce
jour : celles de la lactotransferrine humaine (METZ-BOUTIGUE et al., 1984)

et de la lactotransferrine de Souris (PENTECOST et al., 1987).

a’) Lactotransferrine humalne

L'étude de 1la structure primaire de la lactotransferrine humaine a été
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entreprise, dés 1974 au Laboratoire, en collaboration avec le Laboratoire
du Professeur Pilerre JOLLES. Les premiers résultats remontent en effet a
1976 avec la publication d'une ségquence N-terminale de 24 acides aminés
(JOLLES et al.). La coupure de la lactofransferrine humaine par le bromure
de cyanogeéene est la méthode qui a permis réellement de progresser dans la
détermination de la structure primaire. Cette approche a été réalisée par
MAZURIER et al. (1974), puils par METZ-BOUTIGUE et a/. (1981, 1982) qui ont
isolé les sept T"fragments BrCN™ de la lactotransferrine humaine et les ont
alignés avec des séquences comnues de la sérotransferrine humaine. Les
études entreprises au Laboratoire par LEGRAND et af. (1984, 1987) ont
permis d'obtenir drautres fragments par coupure trypsique. Ces travaux, en
collaboration avec 1'équipe de P. JOLLES ont conduit & la détermination de
la séquenca eptidique compléte des 703 résidus dfacides aminés de la

chaine polypeptidique unique (METZ-BOUTIGUE eof al., 1984).

b/ Lactotransferrine murine

La structure primaire de la lactotransferrine de Souris a été rdalisde
récemment par PENTECOST ef af. (1987) 4qui ont is0lé la protéine majeure
produite par les cellules de 1'utérus de Souris aprés induction par des
hormones oestrogénes. L'ADN complémentaire codant pour cette protéine
induite a été cloné, séquencé et identifié & la lactotransferrine de Souris.
En affet, cette séquence de 701 acides aminés présente 70 % d'homologie

avec la lactotransferrine humaine et approximativement 56 % d'homologie

j]

avec la sérotransferrine humaine. L'enchainement des acides aminéds des

13

lactotransferrines humaine et wmurine ezt représentéd, de maniére comparsde,

dans 1a figure 2 p. 14.
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¢/} Lactetransferpines d'outres espéces

Parmi les autres lactotransferrines en cours d'étude, nous pouvons
citer les travaux de JOLLES et a/. (1984) sur la détermination de la
séquence N-terminale de la lactotransferrine de Jument.

En ce qui concerne les données de structure primaire de la lactotrans-
ferrine de Vache, elles sont trés restreintes. Celles-ci seront exposées
dans la partie "Résultats Personnels™, comparativement aux résultats de

notre étude.

2. Nombre et localisation des ponts disulfures

Une des caractéristiques fondamentales des transferrines est la pré-
sence de ponts disulfures retrouvés en des positions homoloques. Ces der-
niers jouent un réle trés important dans la conformation de la protéine et
dans le maintien de cette derniére. Aucune étude rédalisée sur les transfer-
rines n'a révélé la présence de résidus de cystdine dans la chaine pepti-
dique, montrant ainsi que tous les résidus sont impliqués dans la formation
de ponts disulfures.

La lactotransferrine humaine posséde 22 résidus de cystéine 7 12 sont
situés dans 1la moitié N-terminale et 20 dans la moitié C-terminale. Ces 32
résidus contribuent & la formation de 16 ponts disulfures : & ponts dans la
moitié N~terminale et 10 ponts dans la moitié C-terminale. La présence d'un
nombre plus important de ponts disulfures dans la moitié C-terminale pour-
rait expliquer la plus grande résistance de ce fragment & la dénaturation
et 2 la protéolyse. Sur ces 14 ponts disulfures, 8 ont vu leur position
précisée (METZ-BOUTIGUE ot al., 1984).

@uant aux lactotransferrines de Vache et de Souris, aucun résultat sur

le nombre et la position de ponts disulfures n'a étdé relatd 3 ce Jour.
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3. Homologies de séquences avec les autres transferrines

La connaissance de plusieurs séquences de transferrines et la comparai-
son de celles-ci avec les séquences des lactotransferrines connues font
apparaitre de nombreuses zones drhomologies (METZ-BOUTIGUE et al., 1984).
Ces homologies sont de l'ordre de 59 % entre la lactotransferrine et la
sérotransferrine humaines, et de 49 % entre la lactotransferrine humaine et
l'ovotransferrine de Poule. La sérotransferrine humaine est, quant & elle,
a 51 % homologue 3 l'ovotransferrine de Poule (METZ-BOUTIGUE et al., 1984).
Enfin, la publication récente de 1la séquence de la lactotransferrine de
Souris (PENTECOST et al., 1987) fait état de 70 %, 56 % et 49 % d'homolo-
gles respectivement avec 1la lactotransferrine humaine, la sérotransferrine
humaine et l'ovotransferrine de Poule.

Des homologies de séquences internes peuvent également étre mises en
évidence en superposant les moitiés N- et C- terminales de chaque transfer-
rine. Ces homologies internes sont respectivement de 37 %, 41 % et 33 %
pour la lactotransferrine humaine, 1la sérotransferrine humaine et l'ovo-
transferrine de Poule (METZ-BOUTIGUE et a/., 1984). Elles intéressent non
seulement des acides aminés iwmpligqués directement dans la conformation de
la molécule (cystéine, proline), mais aussi des acides aminds basiques,
hydrophobes ou aromatiques dont certains sont impliqués dans la fixation
des métaux (voir paragraphe III). La démonstration de ces homologies
internes a &té décrite pour la premiére fois par MAC GILLIVRAY et BREW
(19753 et par WILLIAMS (1975) pour la sérotransferrine humaine et 1'ovo-
transferrine de Poule. Cas auteurs mettent en évidence la présence de deux
lobes possédant chacun un site de fixation du fer. Les travaux de LINE et
al. (1976) sur la lactotransferrine humaine aboutissent & la méme conclu-

sion en ce qui concerne l'organisation de la molécule en deux lobes. Depuis,

ces observations ont &té confirmées par divers travaux : MAC GILLIVRAY et
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al. (1977, 1982, 1983) pour la sérotransferrine humaine ; WILLIAMS et al.

(1982), JELTSCH et CHAMBON (1982) pour l'ovotransferrine de Poule ; METZ-
BOUTIGUE et al. (1978, 1981, 1982, 1984), MAZURIER et al. (1983) pour la
lactotransferrine humaine. Elles ont abouti a une hypothése selon laquelle
les transferrines proviendraient d'un géne précurseur unique dérivant lui-
méme de la duplication d'un géne ancestral (WILLIAMS, 1982). Cependant, MAC
GILLIVRAY et al. (1982) et JELTSCH et CHAMBON (1982) ont mis en évidence
quatre zones d'homologies internes dans 1la sérotransferrine humaine et
l'ovotransferrine de Poule, et, sur cette base, ces auteurs ont émis 1"hypo-
thése d'une éventuelle tétraplication d'un géne ancestral. Toutefois, METZ-
BOUTIGUE et al. (1981), MAZURIER et al. (1983) et METZ-BOUTIGUE et al.
(1984) sont plus en faveur d'une hexaplication en se fondant sur l'exis-

tence de six domaines présentant des homologies de séquence.

B. Structure de la fraction glycannique

Toutes les transferrines connues jusqu'a ce jour sont des glycopro-
téines. Toutes possédent un ou plusieurs glycannes conjugués par une
liaison N-glycosidique & la chaine peptidique au niveau d'une séquence code
Asn-¥X-Thr (Ser). Cependant le nombre, la nature et la localisation de ces
glycannes varient d'une transferrine & une autre (8PIK et al., 1985 ; SPIK

et al., 1988).

7. Structure des glycannes de la lactotransferrine humaine

La nature glycoprotéinique de 1la lactotransferrine humaine a é&té
démontrée par MONTREUIL et MULLET, dés 1960. La présence de deux glycannes
l1iés N-glycosidiquement & été mise en évidence par SPIK et al. (1973) at

confirmée par METZ-BOUTIGUE et al. (1980). Un glycanne aest situé dans la
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région N-terminale et est porté par l'asparagine 137 (METZ-BOUTIGUE et al.,
1984). Le second est situé dans la région C-terminale (asparagine 490) dans
une position homologue a celle du glycanne de l'ovotransferrine de Poule
(MAZURIER et al., 1983 ; METZ-BOUTIGUE et a/., 1984 ; MONTREUIL et al.,
1985). Ces glycannes sont de type N-acétyllactosaminique, mono ou disialylé,
fucosylé en «-1,6 sur la N-acétylglucosamine du point drattache. En outre,
la structure monosialylée peut porter un second résidu de fucose 1lié en
«-1,3 & la N-acétylglucosamine-5 (SPIK et al/., 1982) (Voir Fig. 3, p. 21).
DTautres structures plus complexes, de nature polyfucosylée ont été retrou-
vées en trés petite quantité (MATSUMOTO et al., 1982).

Enfin, DERISBOURG (1987) a montré qu'une lactotransferrine humaine
isolée de leucocytes humains se distinguait de celle du lait par 1'absence

de fucose 1ié en «-1,3.

2. Structure du glycanne de la lactotransferrine de Souris

La lactotransferrine de Souris posséde un glycanne de type N-acétyl-
lactosaminique disialylé, fucosylé en «-1,6 de la N-acétylglucosamine du
point d'attache (LECLERC® et al., 1987). La position de ce glycanne n'a pas
été précisde, mais on peut noter la prédsence de deux sites de glycosylation

au niveau des résidus d'asparagine 100 et 475 (PENTECOST et al., 1987).

3. Structure des glycannes de la lactotransferrine de Vache

Bien que plusieurs structures aient été publides, le nombre et la loca-
lisation des glycannes de la lactotransferrine de Vache ne sont pas connus
avec certitude. En effet, la trés grande micro-hétérogénéité des structures
et la présence de glycannes de type oligomannosidique a rendu cette

approche délicate.
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NeuAc(a2-6)Gal(pl-4)GlcNAc(B1-2)Man(al-6) Fuc(a.l—6)\
Man(p1-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc{B1-N)Asn

NeuAc(a2-6)Gal(pl-4)GlcNAc(pl-2)Man(al-3)

Gal(Bl-4)GlcNAc(gl-2)Man(al-6) Fuc(al-6)
\ \
Man(fl-4)GlcNAc(f1-4)GlcNAc{p1-N)Asn
/

NeuAc{a2-6)Gal(fl-4)GlcNAc(Sl-2)Man(al-3)

Gal(Bl-4)
GlcNAc(Bl-2)Man(al-6) Fuc(al-6)
\ .
Fuc(al-3) Man(81-4)GlcNAc(f1~-4)GlcNAc(f1-N)Asn

NeuAc(a2-6)Gal(Bl-4)GlcNAc(pl-2)Man(al~3)

Fig. 3 : Structure des glycannes de la lactotransferrine humaine.
(D'aprés SPIK et al., 1982).
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La composition centésimale et molaire en glucides de la lactotransfer-
rine de Vache a été déterminée par GROVES (19460), CASTELLINO ot al. (1970),
CHERON (1975), MALIET et PLANTIEY (1977) et CODDEVILLE (1986). Les résultats
sont présentéds dans le Tableau I, p. 23. CODDEVILLE (1986) a montré que
cette composition variait en fonction de la périocde de lactation. En effet,
les glycannes d’une lactotransferrine de Vache isoldée d'un lait stabilisé
renferment beaucoup plus d'hexosamines qu'une lactotransferrine de colos-
trum ou de sécrétion seéche (Tableau II, p. 24) ; les glycannes de type
oligomannosidique représenteraient, respectivement, 50 et 80 % de la frac-
tion glycannique de 1la lactotransferrine de Vache isolée du lait stabilisé
et du colostrum.

Par ailleurs, CODDEVILLE (1986} a décrit l'existence de glycannes de
type N-acétyllactosaminique biantenné, plus ou moins fucosylé, ol un résidu
de galactose est remplacé par de la N-acétylgalactosamine. Ces glycannes,
présents uniquement dans 1le 1lait stabilisé ne représenteraient que 3 % du
mélange total des glycopeptides isolés (Fig. 4, p. 25). Les diffdrentes
structures des glycannes de type oligomannosidique décrits par VAN HALBEEK
et al.(1981), BSPIK et al. (1985) et SPIK et al. (1988) sont données dans la
Fig. 5, p. 26. |

En ce qui concerne 1la localisation de ces glycannes, seul CHERON
(1975) a proposé un schéma préliminaire en déterminant la séquence pepti-
dique au voisinage de deux glycannes présents sur deux glycopeptides

obtenus aprés hydrolyse trypsique et pronasique (Fig. 6, p. 27).
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- TABLEAU I -

COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES
DE LA LACTOTRANSFERRINE DE VACHE

Composition centésimale a b c d

Oses neutres 4,73 5,60 5,60 5,60
Osamines 2,28 - 2,70 2,98
Acides sialiques 0,13 - 0,60 0,758

Composition molaire

Mannose - 15-16 24,4 24
Galactose - 5-6 2 8
Fucose 0 0 0,4 0,6
N-acétylglucosamine - 10-11 8,3 )

) 10,5*
N-acétylgalactosamine - 0 1,2 )
Acide N-acétylneuraminique - 1 0,7 0,9

a) GROVES (1960)
b) CASTELLINO et al. (1970)
¢) CHERON (1975)
d) MALIET et PLANTEY (1977)

(*) Rapport N-acétylglucosamine/N-acétylgalactosamine, déterminé par la
méthode de GARDELL (1953), aprés six heures d'hydrolyse par l'acide
chlorhydrique 4N.
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- TABLEAU II -

COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES
DE LACTOTRANSFERRINES DE VACHE
ISOLEES A DIFFERENITS STADES DE LA LACTATION
(D"aprés CODDEVILLE, 1986)

Monosaccharides Composition centésimale des lactotransferrines

de Vache isolées a partir de

colostrum
Sécrétion Lait
séche 1¥re trajte 6®™® traite
Oses neutres -8,30 7,60 6,50 5,50
Osamines 4,60 4,60 4,30 5,10
Acide sialique 0 0,25 0,60 0,55
TOTAL 12,90 12,35 11,40 11,15

Composition molaire en glucides des
lactotransferrines de Vache

Fucose 0 0,20 0,10 0
Galactose 0,34 0,60 0,30 0,40
Mannose 4,90 3,50 3,90 3
GalNac 0 0 0,20 0,40
GlcNac * 2 2 2 2
NeuAc 0,10 0,10 0,20 0,20

(*)

Les rapports molaires ont €té calculés sur la base de deux résidus de
N-acétylglucosamine.
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Gal(pi-4)GlcNAc(pl-2)Man(al-6) Fuc(al-s)\o_1
\
Man(B1-4)GlcNAc(B1l-4)GlcNAc(B1-N)Asn

NeuAc(a2-6)Gal(pl-4)GlcNAc(Bl-2)Man{al-3)

Gal(al-3)Gal(Bl-4)GlcNAc(p1-2)Man(al-6) Fuc(al-G)\o_l
\

Man(B1l-4)GlcNAc(Rl-4)GlcNAc({B1l-N)Asn

NeuAc(a2-6)Gal(f1l-4)GlcNAc(fl-2)Man(al-3)

NeuAc(a2-6)GalNAc(B1-4)GlcNAc(B1-2)Man(al-6) Fuc(al-6) _;
\

\
Man(pl-4)GlcNAc(pl-4)GlcNAc(B1l-N)Asn

Gal(fl1-4)GlcNAc(fl-2)Man(al-3)

NeuAc(a2-6)GalNAc{fl-4)GlcNAc(pl-2)Man(al-6) Fuc(al—G)\o_l
\
Man(pl1-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(81-N)Asn

/
NeuAc(a2-6)Gal(fl-4)GlcNAc(Bl-2)Man(al-3)

NeuAc(a2-6)Gal(Bl-4)GlcNAc(pl-2)Man(al-6) Fuc(al-6) ., .
\
Man(B1-4)GlcNAc(p1l-4)GlcNAc(B1-N)Asn

NeuAc(a2-6)Gal(pBl-4)GlcNAc(pl-2)Man(al-3)

GalNAc(pl-4)GlcNAc(pl-2)Man(al-6) Fuc(a1—6)\o_1
\

Man(pl1-4)GlcNAc(Bf1-4)GlcNAc(B1-N)Asn

NeuAc(a2-6)Gal(fl-4)GlcNAc(pl-2)Man(al-3)

Fig. 4 : Structure des glycannes de type N-acétyllactosaminique
isolés de la lactotransferrine de Vache.
(SPIK et al., 1985 ; SPIK et al., 1988).
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Man(B1l-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn
/
Man(al-2)Man(al-2)Man(al-3)

Man(al-6)

\
Man(al-6)
\
Man(al-3) Man(pl-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Man(al-3)

Man(al-2)Man(al-6)
\
Man(al-6)
Man{al-2)Man(al-3) Man(f1-4)GlcNAc(Bl-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Man(al-2)Man{(al-3)

Man(al-2)Man(al-6)
Man(al-6)
Man(al-2)Man{(al-3) Man(Bf1l-4)GlcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn

Man(al-2)Man(al-2)Man(al-3)

Fig. 5 : Structure des glycannes de type oligomannosidique de la
lactotransferrine de Vache.
(D'aprés VAN HALBEEK et a/., 1981 et CODDEVILLE, 1986).
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Glycanne I A
Asn - Asn - Ser - Arg - Trp
Glycanne II
Ileu - Val - Gln - Asn - Gln - Ser - Gly - Val - Thr
B

Glycanne I (*)

Ala Asn - Asn - Ser - Arg - Trp

Glycanne II (*)

Ileu - Val - Gln - Asn - Gln - Ser - Gly - Val - Thr

Fig. 6 : Structure de deux glycopeptides de la lactotransferrine de
Vache (A) et position de ces glycopeptides dans la chaine
peptidique de la lactotransferrine de Vache.

(D'apreés CHERON, 1975).
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II. STRUCTURE CONFORMATIONNELLE DES LACTOTRANSFERRINES

vidence de domaines structuraux

>
3
l,;’:
IfD
Dy

Les hypothéses concernant l'origine commune des transferrines et
l'existence d'une du-, tétra~- ou hexaplication d'un géne ancestral ont
ouvert la voile & toute une série drétudes visant 3 isoler les domaines
structuraux des transferrines. En effet, l'existence de plusieurs domaines
autorisait la recherche de sites de clivage favorisés au niveau de régions
interdomaines moins structurées. Concernant 1les lactotransferrines, les
principaux résultats ont été obtenus grace & l'étude de la lactotransfer-
rine humaine. Les premiers travaux sur l'isolement de domaines de la lacto-
transferrine humaine remontent a 1976 quand LINE et /. décrivent la prépa-
ration d'un peptide d'une masse moléculaire de 39,5 kDa. Ce fragment a été
identifié 3 la moitié C-terminale de la molécule par BLUARD-DECONINCK et al.
(1978).

En 1984, LEGRAND et al/. ont 1solé, avec un bon rendement, & partir
drhydrolysats trypsiques de lactotransferrine humaine saturée en fer, deux
fraaments de 30 kDa et 50 kDa qui ont été identifiés, respectivement, aux
fragments N- et C- terminaux de la molécule. Ils portent tous deux un gly-
canne et conservent la propriété de fixer réversiblement un ion Fe**., En
soumettant le fragment N-trypsique (30 kDa) A une nouvelle hydrolyse par la
trypsine, LEGRAND et al. (1984) ont obtenu un glycopeptide de 18,5 kDa qui
fixe encore le fer, mais non d'une maniére réversible.

Enfin, en 1984, LEGRAND et «a/. ont démontré qu'il était possible de
réassocier les deux fragments N- et C- terminaux saturés en fer, en les
mélangeant, dans des proportions équimoclaires, dans une solution de pH
neutre. L'isol=ament du complexe peut drailleurs é&tre obtenu lorsqu’un

hydrolysat trypsique de lactotransferrine humaine diferrique est chromato-
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graphié en conditions non dissociantes. Ces résultats montrent l'existence
d'une forte interaction inter-domaines, non covalente et réversible.

Enfin, BROCK et al/. (1978) ont montré que l'hydrolyse de la lactotrans-
ferrine de Vache par la trypsine générait cing fragments de masses molécu-
laires variant de 25 a 52,7 kDa. Cependant, aucun d'entre eux n'a été isolé.
BRINES et BROCK (1983) ont suggéré l'existence d'interactions non covalen-
tes entre les domaines, expliquant ainsi la difficulté de l'isolement de

ces fragments.

B. Données cristallographiques

Les études cristallographiques des transferrines ont été entreprises
par trois groupes : AL HILAL et af. (1976), GORINSKY et al. (1979) et
BAILEY et al/. (1988) sur la sérotransferrine de Lapin ; ABOLA et af. (1979)
sur l'ovotransferrine de Poule et BAKER et al. (1977), ANDERSON et al.
(1987) et BAKER et al. (1987) sur la lactotransferrine humaine.

Le premier modéele moléculaire d une transferrine décrit a été celui de
la sérotransferrine de Lapin, proposé par GORINSKY et al. (19793 et obtenu
par diffraction d'un cristal de sérotransferrine de Lapin aux rayons ¥ avec
une résolution de 6 A. Cette étude a montré que la sérotransferrine de
Lapin se présentait sous la forme d'un ovoide de 95x60x50 A et était consti-
tuée de deux lobes occupant des volumes quasi identiques. Chaque lobe, dont
les axes forment un angle de 30°, est creusé d'une cavité ouverte sur l'axe
de symétrie.

Ce sont cependant les résultats d'ANDERSON et a/. (1987) et de BAKER
et al. (1987) sur la lactotransferrine humaine qui ont permis de faire un
grand pas dans la connaissance de la structure tridimensionnelle des trans-
ferrines. Un schéma réalisé a partir des données recueillies par la diffrac-

tion X et représentant le repliement dans l'espace de la chaine peptidique
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de la lactotransferrine humaine a été proposé (Fig. 7, p. 31). Il montre
que la lactotransferrine humaine posséde une forme bilobée comprenant un
lobe N-terminal (résidus 1 & 332) et un lobe C-terminal (résidus 344 & 703)
reliés entre eux par une hélice de trois tours (résidus 333 & 343). Chaque
lobe porte un site de fixation du fer et la distance entre les deux ions
ferriques est de 42 A. Les conformations de ces deux lobes sont pratique-
ment identiques. Ces auteurs montrent que chacun d'eux est constitué de
deux domaines structuraux comprenant chacun environ 140 résidus dracides
aminés. Le site de fixation du fer est situé & 1l'interface des deux
domaines. Enfin,il est intéressant de noter que le domaine N-II du lobe N-
terminal de la lactotransferrine humaine (BAKER et al., 1987) correspond
exactement au glycopeptide N-2 (résidus 91 & 257) obtenu par LEGRAND et al.
(1984) par hydrolyse trypsique ménagée du lobe N-terminal de la lactotrans-
ferrine humaine (voir Fig. 8, p. 32).

Par ailleurs, les premiers résultats de diffraction aux rayons ¥ de la
lactotransferrine de Vache ont été signalés par NORRIS et al. (19864).
Cependant, l'absence de données de structure primaire ne leur ont pas per-
mis de proposer un modéle tridimensionnel de la chaine peptidique.

Enfin, récemment, BAILEY et al/. (1988) ont obtenu une résolution & 3,3
3 par diffraction aux rayons X de la sérotransferrine de Lapin. Bien que la
structure primaire de cette transferrine ne soit pas élucidée entiérement,
ces auteurs wmontrent dimportantes similitudes avec la structure tridimen-
sionnelle de 1la lactotransferrine humaine (ANDERSON et al., 1987 ; BAKER et

al., 1987).
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ITI. LES SITES DE FIXATION DU FER

Depuis la découverte des transferrines et de leurs fonctions, de nom-
breux travaux ont été entrepris afin de préciser la conformation et le
mécanisme draction des sites de fixation du fer et dridentifier les acides
aminés impliqués comme ligands du métal. De nombreux modéles ont été propo-
sés a ce Jjour, assez proches de 1la réalité il est vrai, mais, une fois
encore, ce sont les données de la cristallographie qui ont donné le modeéle
exact de la configuration du site de fixation du fer des transferrines.

Pour plus de détails, nous renvoyons 3 la revue générale de LEGRAND et al.

(1988).

A. Propriétés générales

Les transferrines fixent réversiblement deux atomes de fer par molé-
cule en développant une coloration rose saumon dont le maximum dfabsorption
se situe a 465 nm (LAURELL et INGELMAN, 1947). La fixation de chaque ion
métallique nécessite celle d'un ion bicarbonate et la libération de trois
protons selon 1'équation :

Apotransferrine + 2 Fe™™ ™ + 2 HCOs~ ---» [Fes-transferrine-(HCO0z)»] + & H*

Las transferrines fixent préfdrentiellement le fer mais aussi drautres
cations, divalents ou trivalents. Cependant, c'est le fer sous forme Fe3+
qui a la plus forte affinité, alors que le Fe?®* n'est pas fixé. Dans des
conditions physiologiques, la constante d'association du complexe Fe,-séro-
transferrine est de 1l'ordre de 1024 M~' (AISEN et LEIBMAN, 1948). A pH 4,4,
la lactotransferrine humaine fixe le fer avec une constante d’association
apparente de prés de 3200 fois plus élevée que celle de la sérotransferrine

humaine (AISEN et al., 1971).
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Plusieurs études réalisées sur les transferrines ont montré que les
deux sites de fixation du fer n'étaient pas équivalents vis-&-vis de la pro-
tonation. Cette différence de comportement a été étudide pour la lactotrans-
ferrine humaine par MAZURIER et al. (1980) qui ont démontré l’'existence
d'un site ™acido-labile™, situé dans le lobe N-terminal abandonnant son fer
a pH 6, et d'un site "acido-stable™, situé dans le lobe C-terminal et qui
libére son fer a pH 4.

En 1981, MAZURIER et al/., par des expériences de carbéthoxylation, ont
mis en évidence des différences d'accessibilité des résidus d'histidine au
diéthylpyrocarbonate pour les deux sites de fixation des lactotransferrines
humaine et bovine et des sérotransferrines humaine et de Lapin. Selon ces
auteurs, la différence de stabilité entre les deux sites de fixation de fer
seralt due & 1lrexistence d'un plus grand nombre de ponts disulfure dans la
partie C-terminale de 1la molécule qui rend ainsi cette région plus com-

pacte.

Dés 1963, WINDLE et a/. ont proposé un schéma du site de fixation du
fer des transferrines sur la base d'analyses par résonance paramagqnétique
électronique de ltovotransferrine de Poule et de la sérotransferrine
humaine. Dans ce s5ite hypothétique, le fer était hexacoordonné a trois
résidus de tyrosine, a deux atomes d'azote et & un ilon bicarbonate. Depuis,
de nombreuses &tudes chimiques et spectroscopiques ont permis d'affiner ce
schéma. Mais, une fois encore, ce sont les résultats de la diffraction ¥
qui ont pu donner la meilleure définition des sites de fixation du fer des

transferrines (Fig. 9, p. 35). Ces travaux ont été réalisé par ANDERSON er
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al. (1987, et BAKER et al. (1987) sur la lactotransferrine humaine et par
BAILEY et al. (1988) sur la sérotransferrine de Lapin.

Selon ces données, les sites de fixation du fer sont identiques dans
chacun des 1lobes et sont situés a l'interface des domaines N-I et N-II, C-I
et C-II constituant les deux lobes N- et C- terminaux. Le fer semble enfoui
32 10 & de la surface de la protéine, ce qui expliquerait, selon BAKER et al.
(1987), la grande stabilité du complexe lactotransferrine-Fe3®+, Les ligands
du fer sont identiques dans 1les deux sites et sont au nombre de 4. Il
s'agit de : Asp-61, Tyr-93, Tyr-191 et His-252 pour le site du lobe N-ter-
minal, et de Asp-407, Tyr-447, Tyr-540 et His-4609 pour le site du lobe C-
terminal.'L'analyse structurale n'fa pas été suffisamment résolutive pour
identifier avec certitude le dernier 1ligand du fer. Cependant, une tache
peu définie sur la carte des densités électroniques pourrait correspondre a
17ion bicarbonate et/ou & une molécule d'eau. S'il s'agit de 1'ion bicarbo-
nate, il serait adjacent au résidu d'arginine 121 ou 477 selon le site, et

¢e résidu pourrait étre impliqué dans la fixation de l'anion bicarbonate.
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ETUDE STRUCTURALE DES GEMES

DES TRAMNMSFERRIMES

Lrimportance du rdle joué par les transferrines dans 1'organisme,
ainsi que 1 hypothése de l'origine commune et de 1'évolution de ces glyco-
protéines ont rendu nécessaire 1'étude de leurs genes et de leurs régula-
tions. En effet, le clonage et le ségquencage d'un géne sont maintenant le
préalable nécessaire & 1'analyse fine de la régulation et de l'expression
de celui-ci. Concernant les transferrines, cette étude devrait permettre,
non seulement de comprendre les mécanismes impliqués dans la régulation du
métabolisme du fer, mais aussi d'apporter les données nécessaires 3 la
confrontation des différentes hypothéses avancées quant a l'évolution des
transferrines. Cette approche a été rendue possible ces derniéres années

grace & l'utilisation des techniques issues de la génétique moléculaire.

I. ETUDE COMPAREE DES ARNm DE DIFFERENTES TRANSFERRINES

La premiére approche de 1'étude des geénes des transferrines a éteé
réalisée par le clonage des ADN complémentaires des ARN messagers des
tfansferrines. Cette é&tape est, en général, nécessaire a l'étude d'un géne
car elle permet, par l'isclement de clones recombinants, de confectionner
des sondes spécifigues. Le clonage d'un ADN complémentaire autorise en

outre la détermination de la séquence peptidique d'une protéine qui se
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trouve, dans bien des cas, facilitée. De plus, il sfagit d'une démafche
relativement plus aisée car, en général, la taille du messager reste assez
petite comparée & celle du géne qui, en raison de la présence d'introns,
peut atteindre une taille treés importante compliquant ainsi la téche du

séquencgage.

1. Séquence de l'ARN messager de I'ovotransferrine de Poule

La premiére détermination de la séquence nucléotidique d'une transfer-
rine a été celle de 1l'ovotransferrine de Poule, d'abord partiellement
(COCHET et al., 1979), puis entiérement (JELTSCH et CHAMBON, 1982). LTARN
messager de l'ovotransferrine de Poule est constitué de 2.376 nucléotides
dont 182 représentent la région 3'-0OH non codante et 75 sont non traduits
dans la région 5'-P. L'ARNm de l’ovotransferrine code donc pour une pré-
protéine de 705 acides aminéds puisquril existe une séquence "leader” de 19
acides aminés. Concernant 1la séquence codante, elle est en parfait accord
avec celle déterminée par 1les wméthodes <classiques de ségquencage de pro-
téines (WILLIAMS er al., 1982). On peut noter cependant quelques variations
pouvant provenir, soit d'un probléme inhérent & la technique de séquencage,
soit & l'existence de variants génétiques connus pour l'ovotransferrine

{OGDEN et al., 1962).

2. Séquence de ['ARN messager de la sérotransferrine humaine

La séquence de 1'ARN messager de la sérotransferrine humaine a été
précisée par c¢riblage d'une librairie d'ADNc de foie humain, & l'aide d'une
sonde oligonucléotidique synthétique déduite de la séquence peptidique de
la sérotransferrine humaine (MAC GILLIVRAY er a/., 1983). Cette séquence a

8té déterminée d'abord partisllement (un kb du cdté 27-0H terminal) par
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UZAN et al. (1924), puilis entiérement par YANG et al/. (1984). L'ARNm est
constitué d*une chaine de 2.324 bases représentant une courte séquence 5'-P
non traduite (30 bases) suivie d'une séquence codant pour 19 résidus
dracides aminés correspondant a un peptide signal, généralement rencontré
dans le <cas des protéines excrétées, Enfin, elle est terminée par une
séquence de 171 nucléotides non-sens, suivie d'une queue polyadénylée.

Le produit de 1la traduction de cette sdquence nucléotidique est en
accord avec la séquence décrite par MAC GILLIVRAY et a/. (1983) a quelques
résidus d'acides aminés prés. Cette légere divergence peut étre imputée a
l'existence d'un polymorphisme génétique existant pour 1la transferrine

(WANG et al., 1966) ou aux aléas de l'expérimentation.

3. Séquence de l’ARN messager de la mélanotransferrine humaine

La mélanotransferrine humaine (WOODBURY et «f., 1980 ; BROWN et al.,
1982) découverte récemment, a suscité un grand intérét au plan structural
puisque cette derniére présente une séquence N-terminale fortement homo-
logue &2 1la sérotransferrine humaine et fixe réversiblement le fer (BROUWN et
al., 1982).

La structure primaire de la mélanotransferrine a été abordéde par ROSE
et al. (1986) par le clonage de son ADN complémentaire. Ces auteurs ont
izolé une fraction enrichie en messagers spécifiques en isolant la fraction
polysomique d'un  extrait cellulaire de mélanome humain par chromatographie
d'immuno-affinité. La séquence complate de 1'ARN messager de la melanotrans-
ferrine a pu é&tre déterminée gréce au recoupement de plusieurs clones
dTADNc recombinants. Cet ARN messager présente une ftaille de 4 kb, cowmpre-
nant deux rdégions non traduites de 60 et 1667 nucléotides en 5'-P et 37-0H,
respectivement. La partie codante, représentant un cadre de lecture ouvert

de 2.224 nucléotides, est caractérisée par une région codant pour un pep-
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tide signal de 19 résidus dracides aminés et d'une partie codant les 25
résidus C-terminaux, de nature hydrophobe, correspondant vraisemblablement

a un peptide drancrage.

La séquence de 1T7ARN messager de la lactotransferrine de Souris a été
entreprise par TENG et al. (1986) qui ont montré que, lorsque l'on soumet-
tait un utérus de Souris & 1l'action des ocestrogenes, une glycoprotéine
majeure d'environ 70 kDa était sécrétée par celui-ci. Ces auteurs ont
essayé vainement de la caractériser en comparant sa séquence N-terminale
avec les. banques de données de séquences de protéines. Ils se sont alors
attachés &8 produire des anticorps contre cette nouvelle glycoprotéine afin
d'envisager le clonage de son ADN complémentaire. C'est ainsi qu'en cri-
blant une 1librairie d'expression en Agt 11 construite & partir d'ARNm
isolés de <cellules utérines stimulées par les ocestrogénes, que PENTECOST et
al. (1987) ont 1is0lé un ADN¢ complet codant pour cette glycoprotéine. La
séquence de cette derniére se révéla étre, sans ambigquité, la lactotrans-
ferrine de Souris.

Le clone correspondant é&tait constitué de 2.224 pb incluant un cadre
de lecture ouvert de 2.000 pb. Bien que la séquence codante solit apparem-
wment compléte, ce clone ne renferme pas la totalité du message. Cependant,
par des expériences de transfert par capillarité, PENTECOST et a/.(1987)
estiment la taille de cet ARNm & environ 2,6 kb et montrent qu'il est d'une

taille supérieure & 17ARNm de la sérotransferrine de Souris.

5. ARN messagers d'autres transferrines séquences partiel lement

Drautres ARN messagers codant pour wune transferrine sont en cours
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drétude. C'est le cas du messager de la lactotransferrine humaine, de la

sérotransferrine de Rat et de la sérotransferrine de Souris.

a’) L'ARN messager de la lactotransferrine humaine

Un ADNc partiel de 1.023 pb a été isolé par 1'équipe de RADO et al.
(1987) d'une librairie dTADNc, préparée a partir d'ARN messagers isoléds de
leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles obtenus chez des paﬁients
atteints de leucémie granulocytaire chronique. Cet ADNc couvre l'extrémité
3'-0H terminale du messager de la lactotransferrine humaine et correspond a
la région codante des 275 acides aminés C-terminaux de la moléculé (résidus
428 &4 703). La région 3'-0H non traduite représente, quant a elle, 174
nucléotides, hormis la queue poly-A. Cette séquence est, & deux résidus

prés, conforme & celle publiée en 1984, par METZ-BOUTIGUE et al.

b)) LTARN messgger de la sérotransterrine de Rat

Un ADNc codant pour la sérotransferrine de Rat a été isolé d'une
librairie d'ADNc de foie de Rat (ALDRED et al., 1984 ; HUGGENVICK et al.,
1987). Celui-c¢i, dTune taille de 1.540 pb, correspond 3 la partie codante

du lobe N-terminal et & 50 % du lobe C-terminal de la molécule.

¢’ LTARN messgger de la sergtransferrine de Souris

Un ADNc de 492 pb a été isolé d'une librairie d'expression construite
a partir d'ARNm de foie de Souris par l'équipe qui a cloné 17ADNc de la
lactotransferrine de Souris (PENTECOST er al., 1987). Cet ADNc code pour
164 acides aminés s'alignant sur les résidus 263 a 394 de la sérotransfer-

rine humaine (MAC GILLIVRAY et al., 1983},
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Récemment, CHEN et BISSELL (1987) ont décrit 1l isolement et la caracté-
risation d'un clone d'ADNc couvrant 1la quasi totalité du messager de la
sérotransferrine de souris. Ce dernier a été isolé d’une librairie d’ADN
complémentaires construite a partir d'ARNm isolés de cellules épithéliales
de glande mammaire de Souris en lignée continue. Cet ADNc est homologque &
100 % & la région correspondante du clone de PENTECQOST et al. (1987), et
respectivement, &8 832 % et 81 % pour les séquences nucléotidiques et pepti-
diques de 1la sérotransferrine humaine (YANG et a/., 1984 ;.MAC GILLIVRAY et

al., 1983).

B. Homologies des séquences des ARNm des différentes transferrines

A partir des données actuellement disponibles, nous constatons que la
taille des ARN messagers et que le rapport régions non traduites/régions
codantes sont trés proches, excepté pour la mélanotransferrine humaine. En
effet, cette derniére présente une taille d"ARNm presque deux fois supé-
rieure 8 celle des autres transferrines. Cette différence est due & la pré-
sence d'une région 27-0H non-traduite, exceptionnellement importante
(1.667 bases) et correspondant & un exon entier (ROSE et al., 1986).
L'étude du gene de cet antigéne membranaire de la classe des transferrines
apportera certainement des renseignements intéressants sur la particularité
de cette "transferrine intégrde™ et sur les modalités de son expression.

Muant & 1'hypothése de l'origine commune de ces transferrines, celle-
cl est nettement renforcée par la conservation des zones d homologies déja
décrites au chapitre I (12r< partie) et que l'on retrouve au niveau nucléo-
tidique.

Concernant les théories avancées sur 1'évolution des transferrines,

deux démonstrations ont été apportées.
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La premiere a été proposée par JELTSCH et CHAMBON (1982) & partir de
la séquence nucléotidique de 1'ARNm de l'ovotransferrine de Poule. Ces
auteurs ont montré que 1'homologie intéressant les moitiés N- et C-termi-
nales de 1'ovotransferrine de Poule se retrouvait au niveau de 1'ARN mes-
sager puisqu'il était possible de superposer les deux blocs nucléotidiques
correspondants (nucléotides 134-934 et 1134-1934). Par ailleurs, les résul-
tats de ces auteurs sont en faveur d'une tétraplication d'un géne ancestral
puisqu'ils montrent 1'alignement possible de duatre blocs d'acides amineés
et de nucléotides correspondants (Voir Fig. 10, p. 443 présentant des
homologies. Ces zones d'homologies, incluent les résidus drhistidine et
d'arginine impliqués dans les sites de fixation du fer.

La seconde étude a été effectuée par YANG et a/. (1984) & partir du
messager de la sérotransferrine humaine. Par analyse statistique déterminde
par SARGENT et al. (1981), YANG et al. (1984) ont montré l'existence de
trois blocs drhomologies incluant les résidus de tyrosine et d'histidine
impliqués dans les sites de fixation du fer (MAC GILLIVRAY et al., 1983).
Le taux de divergence des nucléotides constituant les codons de néme
résidus dracides aminés, retrouvés dans les moitiés N- et C- terminales,
est de 50 %. Ce taux est trés é&levé si on le compare a celui de 1 %
rencontré pour le géne de 1'haptoglobine humaine (YANG et a/., 1983) qui
est également le produit d'une duplication intragénique. Cependant, ce taux
de divergence peut sTexpliquer par le fait que les transferrines seraient
le produit dYune duplication d'un géne ancestral apparu il y a quelques 500

millions dfannédes chez les Prochordés (WILLIAMS, 1982).
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A I 116 HisThrGlyLeuGlyArgSerAlaGlyTrpAsnIleProlleGlyThrLeuleu 133
II 250 HisAlaValValAlaArgAspAspAsnLysValGluAsplleTrpSerPheleu 267
ITI 455 HisThrAlaValGlyArqThrAlaGlyTrpVallleProMetGly---Leulle 471
IV 597 HisAlaValValValArgProGluLysAlaAsnLys---I1leArgAspLeuleu 608
B I 479 CACACGGGGCUGGGCAGGUCUGCGGGCUGGAACAUCCCCAUUGGGACACUCCUC 532
II 881 CACGCCGUCGUGGCUCGGGAUGACAACAAGGUUGAAGAUAUCUGGAGCUUCCYC 934
III 1496 CACACCGCUGUGGGGAGGACUGCUGGCUGGGUCAUCCCCAUGGGC -~--UUGAUU 1546
v 1907 CACGCUGUGGUCGUGCGCCCGGAGAAAGCAAACAAA---AUCCGUGAUCUGCUG 1957
c COMPARAISON DES QUATRE REGIONS
I/I1 I/IIT I/IV II/11I II/I1V |III/IV
Longueur en nucléotides 54/54 | 54/51 54/51 54/51 54/51 51/51
Nombre de codons délétés -/~ /1 =-/1 -/1 -/1 1/1
Nombre de codons homologues 2 6 2 2 2 1
Nombre de nucléotides homologues 24 36 34 24 25 20
Pourcentage d'homologie 44 67 44 b4 46 37

Fig. 10 :

(D'aprés JELTSCH et CHAMBON,

Comparaison des séquences peptidiques et nucléotidiques sugqgérant
la tétraplication du géne de l'ovotransferrine de Poule.
1982).

A : Séquences peptidiques correspondant aux résidus 116-133, 250-247,
455-471 et 592-608 de l'ovotransferrine de Poule.
B : Séquence des codons correspondants.

C : Homologies des séquences nucléotidiques.

Les acides aminés et les nucléotides soulignés sont rencontrés au
moins trois fois dans les quatre blocs d'homologie.
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A. Localisation chromosomique

Les études réalisées sur le clonage des transferrines ont permis, par
1'isolement d*ADNc spécifiques, d'entreprendre l'étude des génes et de leur
localisation. C'est ainsi que, par des expériences d'hybridation in situ,
YANG et al. (1984}, SELIGMAN et al. (1986) et TENG et al. (1987) ont loca-
lisé respectivement 1la sérotransferrine, la mélanotransferrine et la lacto-
transferrine sur le grand bras du chromosome 3 humain. Par ailleurs, TENG
et al. (1987) ont montré que, chez la Souris, le géne de la lactotransfer-
rine est localisé sur le chromosome 9 qui serait l'équivalent du chromosome

32 humain (NAYLOR et a/., 1986).

B. Structure des génes de 1la sérotransferrine humaine et de 1'ovo-

transferrine de Poule

Deux génes de transferrine ont été séquencés intégralement : il s'agit
du géne de la sérotransferrine humaine et de celui de l'ovotransferrine de
Poule.

La séquence du géne de l'ovotransferrine de Poule a été déterminde par
COCHET et al. (1979) et par JELTSCH (1982). Le géne est constitué de 10.567
pb et est organisé en 17 exons séparés par 16 introns. Leurs tailles et
leurs positions respectives sont présentdes dans la figure 11, p. 46 et
dans le tableau III, p. 47.

La structure du géne de la sérotransferrine humaine a été déterminde
partiellement par PARK et al. (1985) et achevée par SCHAEFFER et al.
(1987 a). Il correspond & une taille totale de 33.500 pb et est organissé,

comme celui de 1'ovotransferrine de Poule, en 17 exons sdépardés par 14
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Fig. 11 : Position des exons et des introns dans le géne de la sérotransferrine humaine (A}, le géne de

1'ovotransferrine de Poule (B) et le segment partiel du pseudogéne de la sérotransferrine

humaine (C). Les lettres correspondent aux introns et les chiffres et nombres aux exons.
(D'aprés SCHAEFFER et al., 1987).
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- TABLEAU III -

DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE ET DE L'OVOTRANSFERRINE DE POULE

(D*aprés SCHAEFFER et al.,

19873

Taille des exons Taille des introns
pb Pb
Exon S 0 s= or Intron

1 93 119
z 1000 1313 A

2 173 164
* 1000 317 B

3 106 109
z 290 986 C

4 177 192
~ 685 190 D

5 133 136
~ 810 396 E

6 56 5é
= 625 489 F

7 179 170
z 765 124 G

8 178 187
~ 1070 573 H

9 155 155
* 1900 757 I

10 94 94
z 900 215 J

11 33 36
% 1800 833 K

12 156 156
= 1400 749 L

13 136 145
% 2400 269 M

14 65 65
= 5300 448 N

15 185 185
~ 1600 323 0

16 190 187
~ 2600 418 P

17 206 221

o 0

pa

rtielles.

Géne de la sérotransferrine humaine.
Géne de l'ovotransferrine de Poule.
Déterminé par cartographie de restriction et par des séquences

- déterminés par séquencage (JELTSCH, 1982).




- 48 =~

introns. Leurs distributions respectives, comparativement & celles de
l'ovotransferrine de Poule, sont rassemblées dans la figure 11, p. 46 et
dans le tableau 1III, p. 47.

Enfin, SCHAEFFER et al. (1987 a), au cours de leur étude, ont défini
la structure partielle d'un pseudogéne apparenté au géne de la sérotransfer-
rine. Ce dernier présente de trés fortes homologies de séquence avec les
exons 7, 8, 9, 10 et 12 du géne de la sérotransferrine (465 % et 72 % au
niveau des séquences peptidique et nucléotidique, respectivement). Par
ailleurs, ce pseudogéne n'est pas apparenté au géne de la lactotransferrine
humaine puisque le taux d'homologie avec la séquence peptidique correspon-
dante nfest que de 35 %. Ce pseudogéne, enfin, a été localisé sur le chro-
mosome 3 comme le géne de la sérotransferrine (YANG et al., 1983).

Afin de démontrer l'existence d'une origine commune des transferrines,
SCHAEFFER et af. (1987 a) ont comparé les structures des deux ganes de
l'ovo- et de la sérotransferrine (Voir Tableau IV, p. 49). De toute évi-
dence, ces deux génes présentent une répartition introns - exons comparable,
voire identique. Cependant, la taille des introns est trés différente,
expliquant ainsi la différence de taille de ces deux génes (3 fois plus
grand pour 1le géne de la sérotransferrine humaine). Des études en cours sur
la détermination de 1la structure du géne de la sérotransferrine de Rat
seraient en faveur d'une répartition similaire (LEVIN et a/., résultats non
publiés).

Les résultats présentés dans le Tableau IV, p. 49 montrent sans awmbi-
guité que ces deux génes ont une origine commune. Ils proviendraient, comme
l1'ont montré PARK et al. (1985), d'un géne ancestral provenant lui-méme de
la duplication interne d'un géne précurseur. Ces conclusions deviennent &
présent évidentes compte tenu de la trés forte homologie existant entre les
paires d'exons comparés pour chacun des deux génes. Elles confirment les

hypothéses avancées par WILLIAMS et al. (1982) sur 1'évolution des transfer-
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- TABLEAU IV -

COMPARAISON DES EXONS CORRESPONDANT AUX DEUX PARTIES DES GENES
DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE ET DE L'OVOTRANSFERRINE DE POULE
(D"aprés SCHAEFFER et al., 1987)

Résidus d'acides taille des % d'homolegie
aminés codés™ exons (pb) :
Acides aminés| Nucléotides
S 0 S 0 S 0 s o
2 - 4 --3 53 - 4 --» 50 173 164
38 28 40 49
9 332 -->» 382 335 --- 385 155 155
3 54 --» 90 51 --+ 87 106 109
43 48 50 51
10 383 --» 414 386 --2 417 94 94
4 91 =-3 149 88 --¥» 151 177 192
50 47 56 60
12 426 ==+ 477 429 --> 481 156 156
5 150 --3 193 152 --3% 196 133 136
41 35 47 46
13 478 --9 522 482 --% 529 136 145
6 194 -=-> 212 197 --» 215 56 56
48 61 53 61
14 823 --9 544 530 --» 551 65 65
7 213 --> 271 216 --» 271 179 170
45 39 50 50
15 565 ~--3 605 552 --» 612 185 185
9 272 --3 331 272 --» 334 178 187
36 32 43 41
16 606 --3 669 613 --» 675 190 187
S = Géne de la sérotransferrine humaine.
0 = Géne de l'ovotransferrine de Poule.
* = Numérotation des séquences peptidiques selon YANG et al. (1984) et

JELTSCH (19821},




rines.

Enfin, PARK et al. (19853 ont proposé un schéma selon lequel aurait pu
s'opérer la duplication de 1l'ancétre génique des transferrines. Ce géne
ancestral aurait contenu 10 exons (lTexon 1 codant pour une séquence signal
et l'exon 10 pour la région 3'-0H du géne) (Fig. 12, p. 51). La duplication
serait intervenue par un mécanisme de crossing-over entre des séquences
présentes au niveau des introns limités par les exons 1-2 et 9-10. Ce
nouveau géne de 18 exons aurait évolué en perdant l'exon 4 dans la région
5'-P. Une autre alternative serait la duplication d'un géne ancestral de 9
exons suivi de 1'insertion d'un 17* exon dans la moitié 3'-OH. Ces deux
mécanismes aboutissent a la configuration actuelle de 17 exons, 14 introns

connue pour l'ovotransferrine de Poule et la sérotransferrine humaine.

C. Structure d'un oncogéne apparenté au géne des transferrines : le

gene Blym 1.

Un oncogéne décrit en 1983 par GOUBIN et al/. a été isolé & partir de
cellules de lymphomes obtenues par transformation de lymphocytes B par un
rétrovirus : le LLV (Lymphoid Leukosis Virus). <Ce géne, actif dans les
cellules transformées, code pour une séquence de 58 acides aminés dont 20
présentent une position homologue avec des résidus présents dans 1l'extré-
mité N-terminale des transferrines. La méme zone oncogéne a été caracté-
risée sous forme active dans des lignédes <cellulaires obtenues chez des
malades atteints du lymphome de Burkitt (DIAMOND e* al/., 1983 ; DIAMOND et
al., 1984). Ce géne Blym 1 humain code pour une séquence de 45 résidus

d'acides aminés présentant 33 % d'homologie avec le prodult du géne Blym 1

aviaire. Les =zones d'homologies entre le produit du géne Blym 1 de Poulet

b
«t

la séquence N-terminale des transferrines sont retrouvées édgalsment dans

(o)
D
¢

cas du géne Blym 1 humain. Néanmoins, les séquences nucléotidiques des



12 3 45 6 7 B8 9 10

112 24 56 7T 8 9 10

‘ B8
‘ N
1 23456 7 8 9 23 4561788 910

-+

‘ C

_'[S—

1 2 3 56 1789 2 3 4 5 6 7 8 910
- ——i L1
1 1 L
1 2 3456178 9 10 11 12 13 14 181617

Fig. 12 : Hypothése de 1l'origine du géne de la sérotransferrine par duplication d'un géne ancestral
précurseur. (D'aprés PARK et al., 1985).

A - Duplication du géne ancestral par crossing-over.
B - Géne précurseur de la sérotransferrine.
C - Géne de la sérotransferrine actuelle.

Les chiffres et nombres correspondent aux exons.
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génes Blym 1 sont beaucoup trop divergentes de celles des transferrines
pour que l'on puisse en déduire une phylogénie commune. Cependant, les
zones d'homologie conservées des produits de ces deux génes avec les trans-
ferrines suggérent que c¢es protéines pourraient avoir une fonction dont le
mécanisme serait apparenté a celui d'une transferrine (DIAMOND et al.,

1984).
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REGULATION DE L"EXPRESSIONMN

DES GENES DES TRANSFERRINES

LTimportance et 1la diversité des rdles joués par les transferrines ont
suscité un trés grand intérét pour l'étude de leurs génes et de leurs réqu-
lations. Gréce au développement récent des techniques du génie génétique,
une approche moléculaire de <c¢es régulations a pu étre entreprise. Cette
approche, @ 1l'heure actuelle, a surtout concerné la sérotransferrine qui
reste incontestablement la protéine la plus étudiée du groupe des transfer-
rines. Néanmoins, le clonage recent dTADNc codant pour les lactotransfer-
rines humaine et murine (RADO et al/., 1987 ; PENTECOST et al., 1987) a
permis l'étude de leurs génes et quelques résultats ont déja été obtenus

sur 1l'expression de ceux-ci.

TRANSFERRINE

Le taux de synthése de la sérotransferrine et de l'ovotransferrine en

relation avec leur fonction au niveau de différents tissus, a &té atudié

n

intensivement [Voir les revues génédrales de MORGAN (1983) et de BROCK
(1985)1. Cependant, "l'approche nucléique™ de la régulation de 1l'expression
des genes de ces deux glycoprotéines n'a éte entreprise que vers la fin des
années 70. Les premiers résultats remontent a 1980 avec la démonstration de
l7existence d'un géne unique codant pour la sérotransferrine et 1'ovotrans-

ferrine du Poulet (LEE et a/., 1980).
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Le clonage des ADNc spécifiques des séro- et ovotransferrine de Poulet
et la détermination récente des structures complétes des génes de 1'ovo-
transferrine de Poule et de la sérotransferrine humaine, ont ouvert la voie
a4 l'étude de 1la régulation de ces génes. Nous nous proposons, dans ce cha-
pitre, de faire 1le point sur les nouveaux résultats acquis dans ce domaine

grace aux techniques dérivant du génie génétique.

A. Spécificité tissulaire de 1'expression du géne des transferrines

Les résultats obtenus sur la régulation de l'expression du géne de la
sérotransferrine sous 1l'influence de divers facteurs laissaient supposer
que l'expression de celui-ci était spécifique du tissu. Chez des souris,
MAC KNIGHT et al. (1983) ont introduit avec succés le géne de 1'ovotrans-
ferrine de Poule, par micro-injection, dans les noyaux d’ovules fécondés de
Souris. Ces ovules ont ensuite été réimplantés chez des souris en état de
gestation. 15 & 30 % des souriceaux nouveau-nés avaient, dans leurs chromo-
somes, des séquences du géne de l'ovotransferrine. Sur 5 des 7 souris trans-
géniques étudiées, 1le géne de 1'ovotransferrine de Poule était exprimé pré-
férentiellement dans le foie et de l'ovotransferrine était retrouvée dans
le sérum des souris. Ces expériences, bien que préliminaires,montrent quril
existe certainement une région du géne de l'ovotransferrine responsable de

la spécificité tissulaire de 1l'expression de ce geéne.

B. Réqulation de 1'expression du géne de la sérotransferrine en fonc-

LAURELL (1947) a été le premier & observer que la capacité plasmatique
de fixation du fer (ou plutdt la concentration en sérotransferrine) augmen-

tait dans des cas d'anémie ferriprive et décroissait dans des conditions de
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surcharge en fer. Depuis, cette observation a été confirmée par de nom-
breux travaux et il est wmaintenant admis que le taux de fer disponible
régule la syntheése de la sérotransferrine (Voir la revue générale de MORGAN,
1983), ainsi que lr'expression du récepteur membranaire de cette derniére
(MULLER-EBERHARD et al/., 19881,

La premiére question posée était de savoir si la régulation de 1'ex-
pression dﬁ géne de la sérotransferrine faisait intervenir un mécanisme pré-
ou post- transcriptionnel. Un probléme identique avait déja été étudié &
propos de 1la régulation du géne de la ferritine qui est la protéine respon-
sable du stockage du fer dans les cellules. La synthése de cette derniére,
a la différence de la sérotransferrine, est augmentée en présence d'un taux
élevé de fer. Un mécanisme de réqulation avait été suggéré par ZAHRINGER et
al. (1976) selon lequel un état de surcharge en fer provoqunait le départ
d'un répresseur présent au niveau du géne de la ferritine, augmentant ainsi
l'efficacité de 1la transcription. Concernant la sérotransferrine, une étude
sur l'activité transcriptionnelle a été entreprise par MAC KNIGHT et al.
(1980 a) chez 1le Poulet. Ces auteurs ont constaté que, lorque 1l'on soumet-
tait des Poulets & une alimentation carencée en fer, le taux de transfer-
rine sérique augmentait ainsi que le taux de synthése dans le foie. Par des
expériences d'hybridation moléculaire avec un ADN complémentaire spécifique,
MAC KNIGHT et al/. (1980 a, 1980 b) ont montré que cette augmentation de la
synthése de sérotransferrine dtait associde & une augmentation proportion-
nelle du taux d'ARN messagers codant pour la sérotransferrine. Cette acti-
vité transcriptionnelle s'accroit d'environ 2,5 fois aprés trois semaines
d'alimentation sans fer (par rapport & un lot témoin de Poulets nourris
normalement). Une analyse de la répartition cellulaire des ARN messagers
montrait que plus de 90 % de ceux-ci étaient retrouvds dans la fraction
polysomique. Ces données ont conduit ces auteurs & la conclusion gque la

réqulation de l'expression du géne de 1la sérotransferrine, au niveau du
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foie, était fonction du taux d'ARNm et ne dépendait pas d'une stimulation
de la traduction de messagers pré-existants dans la cellule.

Par ailleurs, MAC KNIGHT et al. (1980 b) ont montré que, comparative-
ment, le taux d'ARN messagers codant pour 1l'albumine était inchangé et
qu'aucune modification de lractivité transcriptionnelle du géne de la séro-
transferrine n'était observée au niveau drautres organes, en particulier de
lroviducte (lieu de synthése de l'ovotransferrine). Il apparait donc que la
chute du taux de fer a un effet direct sur la synthése hépatique de séro-
transferrine (par stimulation de 1la transcription) et que cet effet est &
la fois spécifique du géne de la sérotransferrine et du tissu.

Des études similaires entreprises par TUIL et al. (1985) sont en con-
tradiction avec les résultats de MAC KNIGHT et al. (1980 a, 1980 b). En
effet, aprés avoir soumis des Rats & une alimentation dépourvue de fer, ces
‘derniers ne constatent pas d'augmentation notoire du taux d'ARN messagers
spécifiques de la sérotransferrine au niveau du foie.

Enfin, par des recherches assistdes par ordinateur, ADRIAN et al.
(1986) caractérisent 5 sdgquences consensus de 7 nucléotides (2 dans la
région 5'- flanquante et 3 dans le premier intron) identiques & des régions
promotrices du géne de la métallothionine (STUART et al., 1985) répondant a
une stimulation par le zinc. Dans le cas particulier du géne de la métallo-
thionine, deux MRE (Metallothionein Requlatory Element) au moins sont néces-
saires pour stimuler la transcription contrélée par le zinc (SEARLE et al.,
1985) alors que KARIN et a/. (1984) montrent gqu'une seule cople suffit pour
obtenir un effet avec le cadmwium. Enfin, il faut noter que, dans le cas de
la métallothionine, 1le taux de métal influe positivement sur l'activité
transcriptionnelle du géne alors que, dans le cas de la sérotransferrine,
le fer aurait un effet inverse. Des études sont actuellement mendes par
SCHAEFFER et af. (1987 b) afin de démontrer l'intervention de ces séquences

consensus dans la régulation du géne de la sérotransferrine. Ces auteurs



ont construit une série de vecteurs drexpression contenant différentes por-
tions de 1la région 5"~ promotrice du géne de la sérotransferrine. Ces
séquences ont été insérées en amont de la partie codante du géne de la Chlo-
ramphenicol Acyl Transferase (CAT). Ces expérimentations ont pour but de
déterminer l'action de différents facteurs sur ces régions régulatrices,
par visualisation directe de l'effet du produit de traduction du géne de la
CAT.

Les recherches qui ont été entreprises sur la régqulation du géne de la
sérotransferrine en fonction du taux de fer ont, comme nous venons de le
décrire, abouti & des résultats contradictoires a propos d'une simple stimu-
lation de l'activité transcriptionnelle. Cependant, l'augmentation du taux
de synthése de sérotransferrine existe bien et les auteurs sont unanimes &
ce sujet. Bien qu'aucun mécanisme moléculaire n'ait encore été proposé, la
connaissance récente de la séquence totale des génes de la sérotransferrine
humaine et de 1l'ovotransferrine de Poule devrait permettre d'entreprendre
cette étude.

-

C. Réqulation de 1'expression du ne de la sérotransferrine et de

1l'ovotransferrine par les oestrogénes

La synthése de 1la sérotransferrine est, comme dans le cas de nombreu-
ses autres protéines plasmatiques, sous la dépendance des hormones oestro-
géneg. Cette observation, faite pour la premiére fois en 1947 par LAURELL,
a été confirmée par de nombreuses expériences et, pour plus de détails,
nous renvoyons le lecteur & la revue générale de MORGAN (1983).

Le mécanisme moléculaire de 1lraction des oestrogénes sur la synthése
de sérotransferrine a été activement étudié chez le Poulet ol le produit de
la traduction du géne de la sérotransferrine donne naissance a la séro-

transferrine (dans le foie) et & l'ovotransferrine (dans 1'oviducte) (LEE
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et al., 1980). L'administration d'oestrogénes & des Poulets entraine une
augmentation du taux de synthése de 1'ovotransferrine et drautres protdines
de 1'oeuf au niveau des cellules glandulaires de l'oviducte (PALMITER,
1972). Cette synthése accrue est due & une stimulation de l'activité
transcriptionnelle du géne de 1la sérotransferrine au niveau de 1l'oviducte
(PALMITER et al., 1976). De méme, 11 a &été observé, dans de moindres propor-
tions, une augmentation conjointe du taux d'ARNm de sérotransferrine au
niveau du foie (LEE et a/., 1978). L'augmentation de lTactivité transcrip-
tionnelle du géne de la sérotransferrine dans les deux tissus a été estimée
a1,5 - 2 fois pour le foie et a8 6 - 8 fois pour l'oviducte.

En 1975, MORGAN avait suggéré que le géne de la sérotransferrine pou-
vait étre activé indirectement en créant un état de déficience en fer aigqueée
par fuite de fer au niveau du foie. Bien que la réponse du foie & une stimu-
lation par les oestrogénes entraine effectivement une chute du taux de fer
hépatique (MORGAN, 1975 ; MAC KNIGHT et /., 1980 b), 1l'augmentation du
taux d'ARN messagers codant pour la sérotransferrine n'est pas levée totale-
ment lorsque les Poulets, sous traitement hormonal, sont soumis a une ali-
mentation supplémentée en fer ou & une injection intraveineuse de ferritine.
Par ailleurs, MAC KNIGHT et af. (1980 b) ont constaté, qu'en fait, la chute
du taux de fer et la stimulation par les oestrogénes, avaient un effet
synergique sur 1l'activité transcriptionnelle du géne de la sérotrans-
ferrine. Ces observations sont trés certainement en faveur de l'existence
de deux mécanismes distincts de régqulation de l'expression du géne par ces
deux facteurs. Un schéma résumant les effets du fer et des oestrogédnes sur
lexpression du géne de la sérotransferrine a été proposé par MORGAN (1983)
(Fig. 13, p. 59).

Enfin, tout comme dans le cas de la régqulation de l'expression du géne
en fonction du taux de fer, TUIL et al/. (1985) aboutissent a des rdsultats

contradictoires. Ces auteurs montrent, en effet, gqu'aucune stimulation de
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Fig. 13 : Représentation schématique de la régulation de
l'expression du géne de la sérotransferrine au
niveau du foie et de 1l'oviducte de Poulet.
(DTaprés MORGAN, 1983).
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lractivité transcriptionnelle du géne de la sérotransferrine n'est consta-
tée chez des rats soumis & un traitement par les oestrogénes.

Récemment, par la recherche de séquences consensus dans la région 5'-
promotrice du géne de la sérotransferrine humaine, ADRIAN et al. (1986) ont
caractérisé 3 séquences présentant de trés fortes homologies avec un site
de fixation pour un récepteur d'hormones glucocorticoides. Ces séquences de
12 pb sont de 75 & 83 % identiques aux 12 des 14 pb du site de fixation du
récepteur des glucocorticoides caractérisé au niveau de la région 5'- promo-
trice du géne de 1la métallothionine (KARIN et al., 1984). VON DER AHE
(1985) a montré que les récepteurs des hormones glucocorticoides, des
oestrogénes et de 1la progestérone pourraient interagir au niveau de mémes

séquences d'ADN.

D. Réqulation de 1'expression du géne de la sérotransferrine par 1'AMP

cyclique

LTAMP cyclique (AMPc) est connu depuis longtemps comme second messa-
ger de nombreuses hormones peptidiques. Son préle dans la régulation de
l7expression du géne de la sérotransferrine a été étudié par TUIL et al.
(1985). Ces auteurs ont montré que l'injection d'AMP cyclique & des Rats
provoquait une inhibition quasi-totale, mais bréve, de l'activité transcrip-
tionnelle du géne de la sérotransferrine dans le foie du Rat. Cette inhibi-
tion atteint 95 % de la valeur témoin 30 minutes aprés le traitement. Un
affet analogue est obtenu lors de l'injection de glucagon & ces animaux, a
la place de 17AMPc (rappelons que le glucagon, comme l'adrénaline, stimule
le systéeme adénylcyclasiquel. D'un point de vue physiologique, une sécré-
tion normale de glucagon peut étre obtenue lorsquion soumet des animaux a
me alimentation riche en protdines. Dans ce cas,la sécrétion est impor-

tante et continue et il s'ensuit un blocage de 1l'activité transcription-



nelle de certains génes. Cette action n'est réversible que si la sécrétion
du glucagon s'arréte. VAULONT et al/. (résultats non publids) ont montré que
le taux de transcription du géne de la sérotransferrine n'était pas affecté
chez des animaux alimentés par un régime protdique trés riche. L'effet du
glucagon - et donc de 1'AMP¢ - sur l'activité transcriptionnelle du géne de
la sérotransferrine n'est que transitoire et, en conséquence, peu important
d'un point de vue physiologique, comparativement & la demi-vie de 1'ARNm et
plus encore & la sérotransferrine elle-méme.

Enfin, au niveau moléculaire, LUCERC et al. (1984) ont identifié un
site potentiel de régulation du géne de la sérotransferrine humaine par

17AMP cyclique dans la région 5'- promotrice.

L'étude de 1la régulation de 1l'expression du géne de la lactotransfer-
rine a pu étre entreprise grice au clonage récent de deux ADNc codant pour
les lactotransferrines humaine et murine.

L'équipe de RADO et al. (1987) qui s'est intéressée au clonage de la
lactotransferrine humaine, cherchait & mettre en évidence un marqueur de
différenciation de la granulocytopoiése. La lactotransferrine contenue dans
les granules secondaires des leucocytes polymorphonucldéaires neutrophiles
(PMN) (MASSON et al., 1969) est, lors de processus inflammatoires entrai-
nant une hyposidérémie, libérée par dégranulation (VAN SNICK, 1977). En
1984, RADO et ql. avaient montré que la lactotransferrine était présente
dans les granulocytes neutrophiles et était absente au stade blastique ou
promyélocytaire. La question que s'était posée cette égquipe, d&tait de
savoir 51 le mécanisme impliqué dans la régulation de la synthé&se de lacto-

transferrrine était pré- ou post-transcriptionnel. Le clonage d'un ADNc
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codant pour la lactotransferrine humaine a permis, par hybridation molécu-
laire, de relier le taux de synthése de lactotransferrine au taux d'ARN
messager. Pour réaliser cette étude, la difficulté majeure était de pouvoir
préparer des fractions d'ARN messagers de ces différents types cellulaires
qui existent en "mélange”™ dans la moelle osseuse. Pour se faire,RADO et al.
(1987) ont travaillé sur des prélévements sanguins obtenus chez des malades
atteints de leucémie touchant différents stades de différenciation de la
lignée granulocytaire (stades myéloblaste, promyélocyte et granulocyte).
Par ailleurs, une étude paralléle a3 été menée sur des cellules en lignées
continues (HL-60 et PLB-985) qui sont des lignées présentant la capacité de
se différencier, en présence drinducteurs, respectivement selon la voie
granulocytaire ou monocytaire. Les résultats de cette &tude ont montré que
la présence d'ARN messagers de la lactotransferrine nr'était détectable
qu'au niveau de stades postérieurs au stade promyélocyte. La présence de
lactotransferrine dans ces mémes cellules indique que le mécanisme régulant
la synthése de lactotransferrine durant la granulocytopoiése est vraisembla-
blement d'ordre transcriptionnel. Enfin, ces auteurs n'ont pu caractériser
d'ARNm spécifiques aprés induction par 1le DMSO ou par l'acide cis—péti—
noique des lignées HL-40 ou PL-985 en culture, bien que d'autres margqueurs
de différenciation soient présents. Ces résultats indiquent que l'absence
de synthése de lactotransferrine est vraisemblablement en relation avec
l'arrét de différenciation causé par le processus de transformation maligne.

Les études récentes de PENTECOST et a/. (1987) ont montré que la lacto-
transferrine était la protéine majeure produite par les cellules utérines
de Souris soumises & un traitement par les oestrogénes. Cette stimulation a
un effet direct sur l'activité transcriptionnelle du géne de la lactotrans-
ferrine puisque 1'ARN messager de 1la lactotransferrine est représenté
majoritairement dans ces cellules. I1 s'agit du premier cas décrit de

l'expression de 1la lactotransferrine par des cellules utérines stimulées
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par des hormones ¢estrogénes. En effet, les résultats de LEE et al. (1978)
et de MAC KNIGHT et a/. (1980 b) font état d'une stimulation de l'activité
transcriptionnelle du géne de 1la sérotransferrine chez le Poulet par les
oestrogénes. Des études immunohistologiques (TOURVILLE er al., 1970
MASSON, 1970) availent déja mis en évidence la lactotransferrine humaine au
niveau des cellules glandulaires de 1'endométre humain, ce qui permet de
penser qu’'il puisse exister une stimulation de sécrétion de la lactotrans-

ferrine humaine sous l'effet des ocestrogénes.

III. CONCLUSION

Les résultats obtenus sur la régulation des génes des transferrines
sont encore, aujourd'hui, trop restreints pour pouvoir proposer un méca-
nisme. En effet, celui proposé par 1'équipe de MAC KNIGHT (1980 b), fond$é
sur un processus simple de régulation pré-transcriptionnelle du géne de la
sérotransferrine par le taux de fer, a été infirmé quelques années plus
tard par les résultats de TUIL et al. (1985). Cependant, le séquencaqge
récent du géne de la sérotransferrine humaine (PARK et al/., 1985; SCHAEFFER
et al., 1987 a) et plus particuliérement de la région 5'- promotrice du
géne (ADRIAN et al., 1986) a permis une nouvelle étude par la recherche de
séquences consensus assistée par ordinateur. Cfest ainsi que ADRIAN et alf.
(1986) et LUCERO et al. (1986) ont identifié des sites potentiels de rdégqu-
lation par divers facteurs.

Des études sont actuellement en cours par SCHAEFFER ef al. (1987 b)
afin de démontrer l'intervention de ces séquencas consensus dans la réqu-

lation du géne de la sérotransferrine.
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DETERMIMNATIOMN DE LA STRUCTURE PRIMAIRE
PARTIELLE DE LA LACTOTRAMNMSFERRIME BOUINME
PAR L "APPLICATIONMN DE METHODES CHIMIQUES

ET ENZYMATIQUES

La détermination de 1la structure primaire d'une protéine nécessite la
préparation de peptides directement séquenc¢ables. Toutefois, dans le cas
d'une protéine de masse moléculaire aussi importante que la lactotransfer-
rine bovine (environ 80 kDa), il est préférable, dans un premier temps, de
chercher 2 isoler les domaines constituant cette derniare. L'isolement des
domaines structuraux de la lactotransferrine bovine, entreprise en 1976 par
BROCK et al/. par hydrolyse trypsique ménagée, a conduit & la mise en évi-
dence de &5 fragments de masse moléculaire comprise entre 25000 et 52700.
Aucun de ces fragments n'avait pu cependant étre isolé} en raison, vraisem-
blablement, de 1'existence d'interactions non covalentes entre les domaines
(BRINES ET BROCK, 1983). Aussi avons-nous débuté notre étude sur la détermi-
nation de 1la structure primaire de la lactotransferrine bovine en appli-
quant le protocole drhydrolyse et de dissociation des deux lobes mis au
point par LEGRAND et al. (1984, 1986) pour la lactotransferrine humaine.
Enfin, 1'étude particuliére des deux lobes N- et C- terminaux de la lacto-
transferrine bovine a été entreprise en appliquant différentes méthodes
dTapproche (chimigues et enzymatiques).

Les résultats que nous avons obtenus ont é&té regroupés dans les
paragraphes suivants :

I. Isclement des fragments N- et C- terminaux de la lactotransfer-

rine bovine et étude de leurs propriétés.
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II. Etude du fragment N-terminal - Isolement et étude des propriétés
d'un glycopeptide de 20 kDa.

III. Etude du fragment C-terminal.

L'ensemble des données de structure primaire obtenues fera l'objet

d'un récapitulatif présenté dans la conclusion.

RINE BOVINE

La premiére étude entreprise sur l'isolement des domaines structuraux
de la lactotransferrine bovine a été la recherche, par hydrolyse trypsique
ménagée, d'un site de clivage favorisé permettant 1l'isolement des moitiés N-

et C- terminales de la molécule.

A. Isolement et caractérisation des fragments trypsiques de la lacto -

transferrine bhovine

1. Mode opératoire

La lactotransferrine bovine saturée en fer (voir p. A-1) est soumise &
une hydrolyse trypsique ménagée dans les conditions définies p. A-3.
Lrhydrolysat est ensuite chromatographié sur un support de tamisaqge
moléculaire en conditions dissociantes et non dissociantes. Deux supports
chromatographiques ont été utilisés :

- une colonne de Sephadex G-75 équilibrée dans une solution de

NH. HCOz 0,05 M pour la chrecmatographie non dissociante ;
- une colonne de Bio-Gel P-60 équilibrée dans une solution dracide

cétique a4 10 p 100 (v:v) pour la chromatogqraphie réalisée en condi-
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tions dissociantes.
Les protocoles expérimentaux sont détaillés dans 1l'Appendice technique
p. A-3. La séquence N-terminale de chaque fragment isolé a été déterminde
par dégradation récurrente d'EDMAN. Ces travaux ont été réalisés au Labora-
toire de Chimie des Biomolécules de 1'Institut Pasteur de Lille (Directeur :

Prof. André TARTAR).

2. Resultats

a. Isolement des fragments trypsiques de la lacteransferrine

bovine

L'hydrolyse trypsique ménagée de la lactotrransferrine bovine, analy-
sée en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et réductrices,
révéle la présence de 4 fragments de masses moléculaires estimées & 80, 52,
45 et 30 kDa. Aucune modification dans la masse moléculaire des fragments
n'a été constatée en présence ou en l'absence de R-mercaptoéthanol suggé-
rant ainsi qu'aucpn fragment ne dérive d'un polypeptide pluricaténaire (Fig.
14, p. 67).

L hydrolysat, chomatographié sur colonne de Sephadex G-75 équilibrée
dans une solution de NH. HCOsx fournit une fraction wmajeure (B) et deux frac-
tions mineures (A et C) (Fig. 15, p. 68). L'analyse par électrophorése en
gel de polyvacrylamide du contenu de ces trois fractions révéle la présence,
dans les fractions A et B de 3 fragments de 80, 52; et 30 kDa, et, dans la
fraction C, d'un fragment majeur de 45 kDa. La fraction majeure (B) repré-
sente prés de 80 % de la masse de lactotransferrine de départ hydrolysée.

Le profil chromatographique de 1'hydrolysat trypsique de la lactotrans-
ferrine diferrique bovine sur Bio-Gel P-60 équilibrée dans une solution

d'acide acétique & 10 % est présenté dans la Fig. 15, p. 68. Le chromato-
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Fig. 14 : Analyse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et
réductrices de la lactotransferrine bovine et de ses fragments
trypsiques : (1) lactotransferrine intacte ; (2) hydrolysat tryp-
sique de la lactotransferrine ; (3) Fragment de 52 kDa ; (4) Frag-
ment de 45 kDa ; (5) Fragment de 30 kDa.
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Fig. 18 Chromatographie de 1'hydrolysat trypsiqus de la
lactotransferrine bovine.
(1) Chromatographie sur colonne de Sephadex G-75
dquilibrée dans une solution de NH., HCOsz 0,05 M.
(2) Chromatographie sur colonne de Bio-Gel P-40

équilibrée dans une solution d'acide acétique & 10 % (viv).
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gramme montre la présence de 3 fractions majeures notées I, II, III. Ces 3
fractions, analysées sur gel de pelyacrylamide en conditions dénaturantes
et réductrices révelent que la fraction I renferme un fragment de 80 kDa
correspondant vraisemblablement & de la lactotransferrine non hydrolysée ;
que la fraction II contient, en mélange, 2 fraaments de 52 et 45 kDa, et
que la fraction III correspond & un fragment unique de masse moléculaire
voisine de 30 kDa. Le pourcentage relatif de chacune de ces fractions est
d'environ 30, 40 et 20 % - respectivement - de la quantité de lactotrans-
ferrine hydrolysée et chromatographide. Les fractions I et III, rechroma-
tographiées dans les mémes conditions fournissent des fragments homogénes
sur gel de polyacrylamide. Par contre, le recyclage du pic II ne permet bas
une séparation efficace des 2 fragments de 52 et 45 kDa (étant données
leurs masses woléculaires voisines). L'analyse sur gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes et réductrices des différents fragments purifiés

est présentée dans la Fig. 14, p 67.

b. petermination de la séquence N-terminale des fragments isolés

Les séquences N-terminales de 1la lactotransferrine bovine et de ses
fragments trypsiques (52, 45 et 30 kDa) sont présentées dans la Fig. 16,
P.70.

La lactotransferrine intacte, 1les fragments I et III 1isolés sur
colonne de Bio-Gel P-60 possédent une séquence N-terminale identique. Par
contre, les séquences N-terminales des fragments de 52 et 45 kDa de la frac-
tion intermédiaire (II) différent entre elles et de celle de la lactotrans-

ferrine.

3. Discussion



- 70 -

1 5 10 15
Lactotransferrine : Ala-Pro-Arg-Lys-Asn-Val-Arg-Trp-Cys-Thr-Ile-Ser-Gln-Pro-Glu-
intacte et 16 20 2s
fraction I Trp-Phe-Lys-Cys-Arg-Arg- ? -Gln- ? -Arg-

1 5 10 15
Fragment 30 kDa : Ala-Pro-Arg-Lys-Asn-Val-Arg-Trp-Cys-Thr-Ile~Ser-Gln-Pro-Glu-

18 RO

Trp-Phe-Lys~-Cys-Arg-

9 5 10 15

Fragment 52 kDa : Ser-Phe-Gln-Leu-Phe-Gly-Ser-Pro-Pro-Gly-Gln-Arg-Asp-Leu-Leu-

16 20 25 30
Phe-Lys-Asp-Ser-Ala-Leu~-Gly-Phe-Leu-Arg-Ile-Pro-Pro-Lys-Thr-
21 3s P Y=l

Asp- ? -Ile-Leu-Tyr-Leu-Gly-Ser-Thr-? - Ser-Asp-Thr-

1 S 10 15

Fragment 45 kDa : Tyr-Thr-Arg-val-val-Trp-Cys-Ala-Val-Gly-Pro-Glu-Glu-Gln-
18 20 25 30
Lys-Lys-Cys~Gln-Gln-Trp-Ser-Gln-Gln-Ser-Gly-Gln- ? -val-
21 25 40

Thr-Cys-Trp-Ser-Ala-Ser-Thr-Thr-Asp-Asp-

Fig. 16 : Détermination des séquences N-terminales de la lactotrans-
ferrine bovine et des fragments trypsiques de 52, 45 et 30 kDa
présents dans les fractions II et III isolées par chromatographie
de gel filtration sur colonne de Bio-Gel P-60.
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Le protocole d'hydrolyse par 1la trypsine mis au point pour la lacto-
transferrine humaine (LEGRAND et a/., 1984) a été appliqué a la lactotrans-
ferrine bovine et a permis d'isoler 3 fragments de 52, 45 et 30 kDa. Ces
fragments ont &té caractérisés par leur séquence N-terminale. Quant 3 la
fraction I, elle a été identifiéde & de la lactotransferrine non hydrolysée.
Nous avons pu constater que, contrairement & la lactotransferrine humaine,
la lactotransferrine bovine "trypsinée™ n’est pas amputée de ses 3 premiers
résidus (bien que l'acide aminé en position 3 soit une arginine).

Le fragment de 30 kDa présente une séquencg N-terminale identique a
celle de 1la lactotransferrine intacte. Ce fragment correspond donc & la
partie N-terminale de 1la molécule et est analecgue au fragment N-trypsique
de la lactotransferrine humaine décrit par LEGRAND et al. (1984).

En ce qui concerne les fragments de 52 et 45 kDa, ils pourraient cor-
respondre & deux formes plus ou moins longues du fragment C-terminal. En
effet, LEGRAND et al. (1987) ont caractérisé 2 sites de clivage favorisés
dans la lactotrasnferrine humaine, l'un obtenu avec la trypsine et l'autre
avec lé pepsine. On peut donc supposer, dans la mesure ou ces fragments
different par leur séquence N-terminale, que, dans le cas de la lactotrans-
ferrine bovine, c¢es deux coupures soient réalisées par la trypsine. Les
fragments de 52 et 45 kDa seraient alors dquivalents aux fragments C-tryp-
sique et C-pepsique décrits par LEGRAND (1987) pour la lactotransferrine
humaine.

Enfin, si1 1'hydrolysat trypsique est chromatographié dans des conditons
non dissociantes, nous obtenons une fraction majeure (B). Cetfe derniere
renferme la lactotransferrine non hydrolysée et les fragmwents 52 kDa et 30
kDa qui restent associés. Le fragment de 30 kDa étant la partie N-terminale
de la molécule, nous avons ici un résultat en faveur de 1'identité du frag-

ment 52 kDa a la partie C-terminale de la lactotransferrine bovine. La frac-
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tion A correspond, quant a elle, aux fragments polymérisés retrouvés sous
forme d'un pic drexclusion 1lors de la chromatographie. En ce gqui concerne
la fraction C, elle contient majoritairement le fragment de 45 kDa.On peut
donc supposer que lorsque c¢e fragment est obtenu, il ne reste pas associé
sous forme d'un complexe stable. LEGRAND et al/. (1986) ont observé le méme
phénoméne 3 partir de la lactotransferrine humaine. Ils ont, en effet, mon-
tré que la zone peptidique responsable des interactions entre les domaines
correspondait aux acides aminé 282 & 339 (numérotation des résidus selon
METZ-BOUTIGUE et al., 1984). Cette zone correspond & la partie mangquante du
fragment C-pepsique de 1la lactotransferrine humaine (par rapport au frag-

ment C-trypsique).

B. Etude de la fixation du fer par les fragments isolés

1. Méthode

Un essai de resaturation en fer a été effectué sur chaque fragment
isolé, dans les conditions définies p. A-3. La quantité de fer fixé par
molécule de fragment est ensuite estimée par dosage par le réactif a la

bathophénantroline (Kit Biopack - Fer, Biotrol).

2. Résultats et discussion

'Les 2 fragments trypsiques de 52, 45 et 30 kDa isolés de la lactotrans-
ferrine bovine se sont tous treis resaturés en fer. La quantité de wmétal
fixé a 4té estimée, pour chaque fragment, & 1 atome de fer par mole de frag-
ment. Cette resaturation en fer confére aux fragments de 52 et 45 kDa un
maximum d'absorbance dans le visible centré sur 450 nm, et, pour le frag-

ment 30 kDa, un maximum d'absorbance centré sur 420 nm.
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LEGRAND et al. (1984) ont montré que les lobes N- et C- terminaux de
la lactotransferrine humaine étaient capables de fixer, réversiblement, un
atome de fer. Les fragments obtenus par hydrolyse trypsique ménagée de la
lactotransferrine bovine et correspondant aux parties N- et C- terminales
de la molécule (voir discussion plus haut) semblent donc avoir le méme com-
portement, vis-a-vis de la saturation en fer, que les lobes N- et C- termi-

naux isolés de la lactotransferrine humaine.

C. Etude de la partie glycannique des fraqments isolés

1. Mode opératoire

La présence de monosaccharides sur les fragments isolés a été visuali-
sée par le réactif au phénol-sulfurique (DUBOIS et al., 1956). La détermi-
nation des compositions centésimale et molaire a été effectuée par chroma-
tographie en phase gazeuse aprés wméthanolyse et triméthylsilylation

(KAMERLING et al., 1975) (voir Appendice technique, p. A-111.

2. Résultats et discussion

La présence de monosaccharides ayant été révélée sur chaque fragment,
nous avons déterminé les compositions centésimale ot molaire en monosac-
charides de <chacun drentre eux. Les résultats sont rassemblés dans le
tableau Vv, p. 74. Le nombre de glycannes porté par chaque fragment a été
estimé sur 1la base de 1la détermination de la composition centésimale en
monosaccharides - en prenant 80.000 pour la masse moléculaire totale de la

lactotransferrine bovine -.
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- TABLEAU V -

COMPOSITION CENTESIMALE ET MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES DE
LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE ET DE SES FRAGMENTS TRYPSIQUES

Lacto- Fragment Fragment Fragment
Mcnosaccharides| transferrine 52 kDa 45 kDa 30 kba
bovine
% Mol.™ % Meol.™ % Mol.” % Mol.™
Gal 0,3 0,5 0,2 0,6 0,3 0,6 - -
Man 6,5 4 6,4 4,9 7,8 4,4 2,6 7,4
Gal NAc 0,8 0,3 0,5 0,4 0,4 0,3 - ~
Glc NAc 1,4 2 2,4 2 Kt 2 1,2 2
Neu Ac 0,9 0,2 0,7 0,1 1 0,1 - -
Fuc traces - traces - traces - - -
Oses totaux 2,9 - 10,2 - 12,5 - 4,8 -
Nombre de
glycannes 4 0ou B 3 ou 4 3 ou 4 1

(*) Composition molaire déterminée sur la base de 2 résidus de N-gcétyl-
glucosamine.
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La présence dfune hétérogéndité glycannique démontrée pour la lacto-
transferrine bovine (CHERON et al., 1977 ; SPIK et al., 1985 ; CODDEVILLE,
1986 ; et SPIK et al/., 1988) n'a pas permis la détermination exacte du
nombre de glycannes sur la wmolécule. En effet, les compositions centési-
males variant de 9 a 12 % selon les auteurs ne permettent pas d'avancer un
nombre exact de glycannes portés par la molécule. Les résultats que nous
avons obtenus sur la détermination de la composition centésimale et molaire
de chaque fragment nous permettent d'apporter quelques précisions. Ainsi,
le pourcentage de 6 % obtenu pour le fragment N-terminal (30 kDa) permet
draffirmer que ce fragment ne porte qu'un seul glycanne qui, en raison de
58 composition molaire en monosaccharides, est de nature oligomannosidique.
Quant aux 2 fragments de 52 et 45 kDa, identifiés & la partie C-terminale
de la molécule, les résultats obtenus permettent de penser que le fragment
de 45 kDa porterait 3 ou 4 glycannes d'une masse moléculaire moyenne de
1400. La méme composition é&tant retrouvée dans le fragment de 52 kDa, il
semble donc que ce dernier ne porte pas de glycanne supplémentaire. Quant &
la nature de ces glycannes, les compositions molaires montrent l'existence
d'une importante hétérogénéité 1lide a 1la présence de glycannes de types

oligomannosidique et N-acétyllactosaminique.

D. Conclusion

L'hydrolyse trypsique ménagée de la lactotransferrine a conduit &
l17isolement de 3 fragments de nature glycopeptidigue fixant réversiblement
un ion ferrique :

- Un fragment de 30 kDa, identifié par sa séquence N-terminale & la

partie N-terminale de 1la lactotransferrine. Ce fragment porte un
glycanne unique de nature oligomannosidique et est analogue au frag-

ment N-trypsique décrit par LEGRAND et a/. (1984) pour la lactotrans-
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ferrine humaine.

- Un fragment de 52 kDa, s'associant sous forme d'un complexe stable
avec le fragment de 30 kDa, identifié & la partie C-terminale de la
molécule et analogue au fragment C-trypsique décrit par LEGRAND et
al. (1984).

- Un fragment de 45 kDa qui serait analogue au fragment C-pepsique de
la lactotransferrine humaine (LEGRAND et al., 1984). Ce fragment
porterait les 3 ou 4 glycannes présents dans la partie C-terminale

de la lactotransferrine.

SIQUE MENAGEE

L hydrolyse trypsique ménagée du fragment N-terminal saturé en fer de
la lactotransferrine humaine a conduit & 1'obtention drun glycopeptide
(appelé glycopeptide N-2) de 18,5 kDa. Ce fragment correspond & la plus
petite partie d'une lactotransferrine capable de fixer, réversiblement, un
ion ferrique (LEGRAND et al., 1984 ; LEGRAND, 1987). Le fragment N-termi-
nal de la lactotransferrine bovine venant d'étre isolé et caractérisd, il
nous a semblé opportun d'entreprendre l'isolement d'un fragment analogue au

glycopeptide N-2 isolé de la lactotransferrine humaine.

A. Isolement et caractérisation d'un glycopeptide de 20 kDa par hydro-

lyse trypsique ménagée du fraqment N-terminal saturé en fer

1. fode opératoire

55
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Le fragment N-terminal (30 kDa) provenant de 1l'hydrolyse trypsique
ménagée de la lactotransferrine est resaturé en fer dans les conditions
définies p. A-3. Il est ensuite soumis a une hydrolyse par la trypsine
(voir p. A-4). L'hydrolysat est alors directement chromatographié sur
colonne de Bio-Gel P-30 équilibrée dans une solution de NH. HCOsz 0,05 M

(voir p. A-4).

2. Résultats et discussion

a. [Isolement du qlycopeptide de 20 kDa

L hydrolysat trypsique du fragment N-terminal (30 kDa) de la lacto-
transferrine bovine, chromatographié sur colonne de Bio Gel P-30, a fourni
8 fractions (Fig. 17, p. 78). La fraction 2 (majeure) renferme un composé
de couleur Jjaune orangée. L'analyse de cette fraction en électrophorése sur
gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et réductrices a permis de
montrer qu'il s'agissait d'un fragment homogéne, monocaténaire, de masse
moléculaire apparente voisine de 20 kDa (Fig. 18 p. 79). Seunle l'étude de
ce fragment a été poursuivie. Le rendement de la purification de ce dernier

est de 1l'ordre de 25 % de la masse du fragment N-terminal (20 kDa) soumis a

1thydrolyse.

b. petermination de la séguence N-terminale

LTanalyse de 1la séquence N-terminale du fragment de 20 kDa isolé a

fourni le résultat suivant :

1 s 10 15

Glu-Ser-Pro-Gln-Thr-His-Tyr-Tyr-Ala-val-Ala-val-vVal-Lys-Lys-Gly-Gly-Asn
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Fig. 17 :

20 30 40 50 60

Nombre de
fractions

Chromatographie sur colonne Bio-Gel P-30 de 1'hydrolysat
trypsique du fragment N-terminal (30 kDa) saturé en fer
de la lactotransferrine bovine.



Fig. 18 :

- 79 -

kDa

- 94

- G7

- 43

= 30

| | 14

Electrophorése en gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes et réductrices du fragment N-terminal de
30 kpa (1) et du fragment de 20 kDa (2).
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81 nous comparons cette séquence N-terminale avec celle du fragment N-
terminal ou de 1la lactotransferrine intacte, nous constatons que 1'hydro-
lyse trypsique a eu pour effet d'éliminer un fragment au moins dans sa par-
tie N-terminale. Ce résultat est a rapprocher de celui obtenu par LEGRAND
et al. (1984} sur l'isolement du glycopeptide N-2 par hydrolyse trypsique
du fragment N-terminal de 1la lactotransferrine humaine. En effet, notre

fragment de 20 kDa pourrait correspondre & l'analogue du glycopeptide N-2

isclé de la lactotransferrine humaine.

B. Etude de 1la partie glycannique

7. natériel et méthodes

La nature glycopeptidique du fragment de 20 kDa a été déterminée par
le réactif au phénol-sulfurique (DUBOIS et af., 1956). Les compositions
centésimale et molaire en wmonosaccharides ont été réalisées par chroma-
tographie en phase gazeuse apres méthanolyse et triméthylsilylation
(KAMERLING et al., 19753 (voir p. A-11). La déglycosylation du fragment de
20 kDa a été effectuéde par 1l'endo-N-acétylglucosaminidase H isolée de Strep-
tomyces griseus selon TARENTINO et MALEY (1974) (voir p. A-7). La sépara-

tion des oligosaccharides 1libérés a &té obtenue par chromatographie sur

couche mince (PALO et SAVOLEINEN, 1972) (voir p. A-8).

2. Résultats et discussion

Les compositions centésimale et molaire en monosaccharides du fragment
de 20 kDa sont présentéds dans le tableau VI, p. 81 en comparaison de celles
obtenues pour le fragment N-terminal de 1la lactotransferrine bovine (30

kDaj. Ces résultats montrent sans ambiguité que l'unique gqlycanne, de nature
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- TABLEAU VI -

COMPOSITIONS CENTESIMALE ET MOLAIRE DU GLYCOPEPTIDE DE 20 kDa
ET DU FRAGMENT N-TERMINAL (30 kDa) DE LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE

Galactose

Mannose
N-acétylgalactosamine
N-acétylglucosamine

Acide N-acétylneuraminique

Fragment Nt(30kDa)

Fraament 20 kDa

% Mol." % Mol.”™
3,6 7,4 5,6 7,6
1,2 2 1,9 2

Oses totaux

(*) Composition molaire déterminée sur la base de 2 résidus de N-acétyl-

glucosamine.
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oligomannosidique, du fragment N-terminal est porté par le glycopeptide de
20 kDa. Si nous rapprochons ce résultat de celui obtenu par LEGRAND et al.
(1984) sur 1la nature du glycanne porté par le glycopeptide N-2 de la lacto-
transferrine humaine, nous constatons une différence importante concernant
la partie glycannique de notre fragment de 20 kDa. En effet, ce dernier
porte un glycanne de type oligomannosidique alors que celui porté par le
glycopeptide N-2 humain est de nature N-acétyllactosaminique.

La déglycosylation de ce glycopeptide, effectuée par 1'endo-N-acétyl-
glucosaminidase H, suivie de la séparation des oligosaccharides libéréds par
chromatographie sur couche wmince, réveéle 1la présence d'oligosaccharides
dont le nombre de résidus de mannose varie de 5 & 9. Ce résultat indique
qu'un glycanne présentant des structures variables peut étre fixé sur un
seul site de glycosylation. La figure 19, présentée p. 83 montre le résul-
tat d'une déglycosylation effectuée sur des glycopeptides de 20 kDa isolés
de lactotransferrines provenant de lait stabilisé et de colostrum. Les
oligosaccharides séparés dans 1les deux cas par chromatographie sur couche
mince montrent la wméme hétérogéndité et une prédominance des structures de
9 & 9 présidus de mannose. Il semble donc que la composition du glycanne
porté par le lobe N-terminal de la lactotransferrine bovine ne subisse pas

de modification au cours de la lactation.

€. Etude de 1

fixation du fer

1. Matériel et methodes

Le dosage du fer fixé sur le fragment de 20 kDa a été effectué par le
réactif 4 1la bathophénantroline en utilisant le kit de dosage Biopack - Fer
(Biotrol).

La stabilité du complexe glycopeptide - Fe3** vis-a-vis de la protona-
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Man
3-' ﬂ:;¢ :

4> .

: Chromatographie sur couche mince des oligosaccharides
libérés par déglycosylation du glycopeptide de 20 kDa.
témoin

glycopeptide isoclé de la lactotransferrine du lait stabilisé
glycopeptide isclé de la lactotransferrine du colostrum.
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tion a été étudiée en incubant le fragment de 20 kDa dans des solutions
tampon de pH variant de 5,6 & 7,8 (voir p. A-8).

La réversibilité de 1la fixation du fer a été caractérisée en effec-
tuant un cycle de désaturation - resaturation dans les conditons décrites
p. A-8.

L'influence de 1la présence du glycanne sur la saturation en fer a été
déterminée en dosant le fer fixé au fragment avant et aprés déglycosylation.
Le fragment est d'abord saturé en présence de fer radicactif (p. A-9),
déglycosylé (voir p. A-7) puis chromatographié sur colonne Sephadex G-25
(PD-10 de chez Pharmacia) pour éliminer le fer libre. La quantité de fer
restant fixée au fragment est déterminée par comptage de la radioactivité

sur un compteur LKB (Wallac Compugamma).

2. Résultats

a. Posage du fer

Le dosage du fer par le réactif & la bathophénantroline révadle que le
glycopeptide de 20 kDa renferme une mole de fer par mole de protédine. Cette
fixation de fer confére a8 ce fragment un maximum d'absorbance dans le
visible centré sur 415 nm. Le coefficient d'extinction molaire, déterminé

par spectrophotométrie sur une solution a 1 p. 100 (p:v) a pour valeur :
€495 N = 1900 mol~"., cm™.,

b. Staobilite du complexe glycopeptide - Fe¥* vis-dg-vis de la

orotonation

La Fig. 20, p. 86, rend compte de la stabilité du complexe glycopep-
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Stabilité du complexe glycopeptide 20 kDa-Fe** en fonction du pH.
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tide - Fe®** en fonction du pH. La courbe traduit la chute de la densité
optigque 3 415 nm intervenant lors de la désaturation en fer. Nous consta-
tons que le complexe métallique reste stable jusque pH 6,8 pour devenir

complétement désaturé a pH 6.

S S, LAl ok el

20 kDa
Le dosage du fer sur le fragment de 20 kDa resaturé en fer aprés désa-
turation a permis de montrer que ce fragment était capable de se resaturer
en fer & 90 %. Cette resaturation se traduit par la restitution du maximum
drabsorbance dans le visible & 415 nm. La fixation du fer par le glycopep-

tide de 20 kDa est donc réversible.

d. Influence de la présence du glycanne sur la sgturqtion en fer

Lorsque le fragment de 20 kDa saturé en fer est soumis & une déglyco-
sylation par 1'endo-N-acétylglucosaminidase H, la perte du glycanne s'accom-
pagne d'une chute simultanée du fer fixé & la molécule. En effet, aprés
chromatographie sur colonne de Sephadex G-25, nous n'avons retrouvé aucune
partie du fer radioactif dans la fraction exclue et donc, associée au glyco-
peptide. Le glycanne porté par ce fragment de 20 kDa est donc indispensable
& la fixation du métal. Des résultats analogues ont &été obtenus en déglyco-
sylant le glycopeptide N-2 de la lactotransferrrine humaine (LEGRAND, commu-

nication personnelle).
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III. ETUDES REALISEES SUR LE FRAGMENT C-TERMINAL DE LA LACTOTRANSFERRINE

BOVINE

Les études qui ont été entreprises sur le fragment C-terminal de la
lactotransferrine bovine visailent 3 atteindre 2 objectifs

- Obtenir le maximum de données sur la séquence peptidique. En plus de
1'apport de rprésultats nouveaux, le séquencage du fragment C-terminal
est surtout intéressant pour la synthése de sondes oligonucléotidi-
ques et la vérification des ségquences dYADNc qui seront obtenues
lors du clonage de la lactotransferrine bovine.

- Préciser 1la localisation des glycannes, qui seraient au nombre de
trois ou quatre dans le fragment C-terminal, par la recherche des
sites de glycosylation.

Afin draborder ces deux thémes, 11 était nécessaire de préparer de
plus petits fragments du fragment C-terminal. Nous avens donc, dans un
premier temps, vérifié 1'identitéd des deux fragments de 52 et 45 kDa & la
partie C-terminale de 1la lactotransferrine, et tenté une hydrolyse de ce
méme fragment C-terminal par le bromure de cyanogéne.

Enfin, dans un second temps, nous avons entrepris la recherche des
sites de glycosylation en effectuant des hydrolyses totales des différents

fragments localisés dans la partie C-terminale de la molécule.

A. Hydrolyse trypsique ménaqée du fradament C-terminal de la lactotrans-

ferrine bovine

Comme nous l'avons dit dans le paragraphe I, 1l hydrolyse trypsique
menagée de  la  lactotransferrine bovine saturde en fer génére 3 fragments

dont 2, 52 et 45 kDa, ont é&té identifiés & la partie C-terminale de la

molécule. Ces deux formes du fragment C-terminal résulteraisnt de l'exis-
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tence de deux points de c¢livage particuliérement sensibles comme 1l'ont
montré LEGRAND et al. (1986) pour la lactotransferrine humaine. Afin de
vérifier cette hypothése, nous avons soumis le fragment de 52 kDa resaturé
en fer (voir p. A-3) & une nouvelle hydrolyse trypsique dans les conditions
décrites p. A-3. Nous avons ainsi pu montrer que cette nouvelle hydrolyse
trypsique générait un fragment de taille analogue au fragment C-terminal de
45 kDa. L'identité de ce fragment a été vérifiée par la démonstration de
lrexistence d'une séquence N-terminale identique.

Par contre, ce fragment C-terminal de 45 kDa est particuliérement
insensible & une nouvelle hydrolyse par la trypsine. Nous obtenons le méme
résultat, que le fragment soit saturé ou non en fer. Par ailleurs, 1T7ana-
lyse en gel de polyacrylamide - en conditions dénaturantes et réductrices -
ne révele qu'une seule bande montrant ainsi qu'il n'y a aucune coupure i
lvintérieur du fragment. Cette remarquable insensibilité & 1 hydrolyse tryp-
sique est slirement 1le résultat de la présence d'un nombre important de
ponts disulfures rendant ainsi ce fragment trés compact.

Dans la mesure oi1 ce fragment de 45 kDa pouvait étre obtenu en grande
quantité par une seconde hydrolyse du mélange 52 kDa et 45 kDa resaturé en
fer (pic II du chromatogramme présenté a4 la p. 68), nous avons npené toutes
nos études sur le fragment C-terminal en utilisant ce fragment de 45 kDa
comme produit de départ. Par ailleurs, pour la recherche des sites de glyco-
sylation, il ne s'avérait pas nécessaire de réaliser cette étude sur le
fragment de 52 kDa puisque nous avons montré (voir p. 73) que les 3 ou 4
glycannes présents sur le fragment C-terminal étaient portés par le frag-

ment de 45 kDa.

par le bromure de cyanogéne
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La remarquable insensibilité du fragment C-terminal de la lactotrans-
ferrine 8 une nouvelle hydrolyse trypsique nous a amend & rechercher un
autre moyen permettant de couper ce fragment. Nous avons,de ce fait, tenté
ue hydrolyse chimique du fragment C-terminal de 45 kDa par le bromure de

cyanogene,

1. Matériel et méthodes

Le fragment C-terminal de 45 kDa a été réduit et alkylé selon le pro-
tocole décrit p. A-4 et soumis & une hydrolyse par le bromure de cyanogéne
{p. A-5). Lthydrolysat est concentré a 1l'évaporateur rotatif (pour éliminer
l"excés de BrCN n'ayant pas réaqi’) puis chromatographié directement sur une

colonne de Bio-Gel P-60 (4x150 cm) équilibrée dans de lracide acétique & 10

% .

2. Résultats

Le profil drélution de 1"hydrolysat BrCN chromatographié sur Bio-Gel P-
40 est présenté dans le Fig. 21, p. 90. 5 fractions, notdes de I &4 V, ont
été obtenues et analysées en gel de polyacrylamide en conditions dénatu-
rantes et réductrices.

- La fraction I contient un fragment d'une masse moléculaire apparente
de 45 kDa correspondant au f{ragment C-terminal nayant pas été hydro-
lyszé.

- Les fractions II et III renferment, respectivement, un fragment majo-
ritaire de 30 kDa et 25 kDa (notés B4 at B3).

- Les fractions IV et V contiennent, quant & elles, un fragment pur de
18 kDa (fraction IV} <t un fragment pur de 5 kDa (fraction V) notés

respectivement B1 et B2.
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Fig. 21 : Chromatographie sur colonne de Bio-Gel P-60 d'un
hydrolysat BrCN du fragment C-terminal de 45 kDa.
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Les 4 fragments B1 & B4 ont été purifiés par une nouvelle chromatogra-
phie réalisée dans des conditions similaires et les séquences N-terminales
de ces fragments ont été détermindes. Les résultats sont présentés dans la
Fig. 22, p. 92.

La fraction IV, renfermant le fragment B1, posséde une séquence N-
terminale identique a celle du fragment C-terminal de 45 kDa intact. Ce
fragment correspond donc & la partie N-terminale du fragment C-terminal de
45 kDa. |

Les fractions II et III, refermant respectivement les fragments B4 et
B3 présentent des séquences N-terminales différant entre elles et diffé-
rentes de celle obtenue pour le fragment B1. Cependant, la séquence N-ter-
minale du fragment B3 s'aligne sur la séquence N-terminale du fragment B4,
a partir du résidu ne°2s.

Quant au fragment B2, il est constitué d'une séquence de 25 acides
aminéds s'alignant sur la séquence N-terminale du fragment B4.

Tous ces fragments ont présenté une réaction positive avec le rdactif
au phénol sulfurique (DUBOIS et al., 1956) montrant-ainsi que tous les frag-

ments obtenus sont de nature glycopeptidique.
3. Discussion

La détermination des séquences N-terminales des fragments BrCN a per-
mis de caractériser 2 coupures réalisées par 1le bromure de cyanogéne a
lrintérieur du fragment C-terminal (45 kDa).de la lactotransferrine bovine.

Une coupure semble avoir été obtenue de facon spécifique (aprés un
résidu de méthionine), sans toutefois que cela soit vérifiable. Cette
coupure libérerait, en aval du résidu de méthionine, un fragment d*une
masse moléculaire apparente de 30 kDa (fragment B4).

Une deuxiéme coupure a &té obtenue, lors de l'hydrolyse, mais n'est



Eragment B1 : Tyr-Thr-Arg-Val-Vv

(18 kba}

Fragment B2

(5 kDa)

1

16

Lys-Cys-Gln-Gln-T

31

146
Phe-Ser-Gln-Ser-

1
Gly-Leu-Ile-vVal-
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5

2

3

L3
Trp-Ser-Ala-Ser-Thr-Thr-Asp-Asp-

20

Cys~-Ala-Pro-Gly-Ala-

10
al-Trp-Cys-Ala-Val-Gly-Pro-Glu-6lu-Gln-

10
? -Gln-Thr-Gly-Ser-Cys-Ala-Phe-Asp-Glu-

25

Asp-COOH

15

Lys-

o 25 30
rp-Ser-Gln-6ln-Ser-Gly-6ln- ? -Val-Thr-Cys-

18

Phe-

1 s 10 15
Fragment B3 : Pro-Lys-Ser-Val-Leu-Cys-Ala-Leu-Cys-Ala-Gly-Phe-Asp-Gln-Gly-

(25 kba)

Fragment B4 :

(30 kDa)

18

Leu-Asp-Lys~-Cys-V

31

2

38

Thr-Gly-Ala-Phe-Arg-Cys-Leu-Ala-

1
Gly-Leu-Ile-Val-

o 28
al-Pro-Asn-Ser-Lys-Glu-Lys-Tyr-Tyr-Gly-

10
? -Gln-Thr-Gly-Ser-Cys-Ala-Phe-Asp-Glu-

30

Tyr-

18

Phe-

1&s 20 25 20
Phe-Ser-Gln-Ser~Cys~Ala-Pro-Gly-Ala-Asp-Pro-Lys-Ser-Val-Leu-

31

Cys—-Ala-Leu-Cys-A

Fig. 22 : Séquences N-terminales des fragments BrCN isolés
par chromatographie sur colonne de Bio-Gel P-60.

3

s 40
la-Gly-Asp~Asp-Gln-Gly-~
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pas spécifique du BrCN, puisqu'elle intervient entre un résidu d'aspartique
et un résidu de proline. Ce type de coupure est dii aux conditions drhydro-
lyse menée dans 17acide formique & 70 %. Cette déduction a été faite gréce
& l'alignement de la séquence N-terminale du fragment B3 sur la séquence du
fragment B4 (voir ci-dessus).

En ce qui concerne le fragment Bl, sa séquence N-terminale s'aligne
sur celle du fragment C-terminal intact. Enfin, le fragment B2 correspond a
un enchainement de 25 résidus s'alignant sur la séquence N-terminale du
fragment B4. La masse apparente de 5 kDa constatée pour ce fragment est due
a4 la présence d'un glycanne caractérisé par le réactif au phénol sulfurique
(DUBQIS et al., 1956).

Ainsi, globalement, 1l'hydrolyse par 1le bromure de cyanogéne du frag-
ment C-terminal de 45 kDa générerait une coupure libérant deux fragments de
masses apparentes 18 et 30 kDa. Le fragment de 30 kDa serait recoupé a 25
résidus de l'acide aminé N-terminal au niveau d'une séquence dipeptidique
Asp-Pro. Un schéma récapitulant 1les déductions que nous venons d'exposer
est proposé dans la Fig. 23, p. 94.

En ce qui concerne la localisation des glycannes du fragment C-termi-
nal de 1la lactotransferrine bovine, nous pouvons constater que 1'hydrolyse
réalisée par le bromure de cyanogéne constitue la méthode de choix pour
aborder cette é&tude. En effet, les fragments B1, B2 et B3, constituant le
fragment de 45 kDa sont tous trois glycosylés. Dans le chapitre I, nous
avons montré que le fragment C-terminal - et plus précisément le fragment
de 45 kDa - portait 3 ou 4 glycannes. Les compositions en monosaccharides
effectudes sur chaque fragment BrCN ont permis de montrer que chacun d'eux
ne portait qu'un seul glycanne. L'hydrolyse par le bromure de cyanogene
permet donc de couper le fragment de 45 kDa en 3 glvcopeptides porteurs
chacun d'un glycanne unique. Enfin, les résidus n°27 du fragment Bl et n°s

du fragment B2 non caractérisés lors du séquencage, pourraient tous deux
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Fragment C-terminal (45 kDa)

[}
[
O
v

Coupure Met-Gly

MG
B1 B4
Coupure Asp-Pro
G D
B2 B3
Fig. 23 Schéma hypothétique du résultat de 1 hydrolyse du fragment
C-terminal (45 kDa) par le bromure de cyanogéna,
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correspondre a4 un résidu d'asparagine et figurer un site de glycosylation.
En effet, ces derniers sont situés & deux résidus d'une thréonine (voir Figqg.
22, p. 92). Pour le fragment B2 en particulier, il ne peut s'agir que du
site de 4glycosylation puisqu'il n'y a aucune autre séquence code Asn-X-Thr

(Ser) dans les 25 résidus d'acides aminés le constituant.

C. Localisation des glvcannes portés par le fragqment C-terminal de la

lactotransferrrine bovine

La localisation des glycannes dans le fragment C-terminal de 45 kDa a
été réalisée par 1l'isolement des glycopeptides et la détermination de la
séquence en acides aminés au voisinage du point drattache du glycanne.
Cette étude a été menéde sur les 3 fragments BrCN précédemment décrits, por-

teurs chacun d'un glycanne unique.

1. Magtériel et méthodes

Les glycopeptides BrCN B1, B2 et B3 ont été soumis a une hydrolyse par
la trypsine dans 1les conditions définies p. A-6. Les hydrolysats sont
dfabord chromatographiés sur une colonne de Bio-Gel P-6 équilibrée en tam-
pon Con-A (voir p. A-6) pour éliminer les peptides de masse moléculaires
importantes provenant d'une hydrolyse incompléte. Les fractions iﬁcluses
sur la colonne de Bio-Gel P-6 sont ensuite chromatographiées sur une
colonne de concanavaline-A immobilisée (10 x 1,5 cm) selon la méthode
décrite p. A-6. Les glycopeptides fixds sur la colonne sont ensuite récu-

pérés par des concentrations croissantes d'a-D-méthyl-glucoside.

2. Résultats
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Trois fractions ont été obtenues aprés chromatographie sur colonne de
concanavaline-A immobilisée

- Une fraction A non retenue sur la colonne correspondant aux peptides

(non glycosylés). L'absence de monosaccharides a été vérifide par
réaction avec le réactif au phéncl/sulfurique.

- Une fraction B, retenue sur la colonne et éluée par une solution d'a-

D-méthyl-glucoside 0,02 M.
- Une fraction ¢, retenue sur la colonne et éluée par une solution dfg-
D-méthyl-glucoside 0,2 M.

Les pourcentages relatifs des fractions B et C, obtenues aprés chroma-
tographie sur concanavaline-A immobilisée des 3 hydrolysats des fragment B1,
B2 et B3, ont 4té rassemblés dans le tableau VII, p.97.

La composition molaire en monosaccharides de chaque fraction con-A a
été déterminée. Elle est présentée dans le tableau VIII, p. 98.

Enfin, la séquence en acides aminés de ces mémes fractions glycopep-
tidiques a été réalisée afin de déterminer le point d'attache du glycanne.

Ces séquences sont données dans la Fig. 24, p. 99.

3. Biscussion

Les résultats que nous avons obtenus sur la localisation des 3 glycan-
nes portés par le fragment C-terminal de la lactotransferrine bovine nous
aménent a tirer plusieurs conclusions.

Le premier glycanne du fragment C-terminal est porté par le résidu
d'Asn situé a 27 résidus de l'acide aminé N-terminal (Tyr) du fragment C-
terminal de 45 kDa. Ce glycanne est de nature variable et contient dans un
rapport 3:1 des structures de type oligowmannosidique et N- acétyllactosami-
nique. Les glycannes de type oligomannosidique renferment un nombre moyen

de résidus de mannose voisin de 5. Ces glycannes, pouvant étre qualifids de
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- TABLEAU VII -

COMPOSITION RELATIVE DES FRACTIONS GLYCOPEPTIDIQUES
OBTENUES APRES CHROMATOGRAPHIE DES HYDROLYSATS
DES FRAGMENTIS B1, B2 ET B3 SUR CONCANAVALINE-A IMMOBILISEE

Fragment Fragment Fragment
B1 B2 B3
Fraction 25 % 100 % -
B (1)
Fraction 75 % - 100 %
cC (2)

(1) Fraction éluée par l'a~D-méthylglucoside 0,02 M renfermant des
glycopeptides de type N-acétyllactosaminique.

(2) Fraction éluée par 1l'a-D-méthylglucoside 0,2 M renfermant des
glycopeptides de type oligomannosidique.
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- TABLEAU VIII -

COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES DES GLYCOPEPTIDES
OBTENUS PAR CHROMATOGRAPHIE SUR CONCANAVALINE-A IMMOBILISEE
DES HYDROLYSATS DES FRAGMENTIS B1, B2 ET B3

Fragment Fragment Fragment
B1 B2 B3
B(1) c(23 B(1) C(2) B(1) ce2
Fuc 0,4 - 0,2 - - -
Gal 1,1 - 1,1 - - -
Man 3 5 3 - - 7,5
GalNAc 0,3 - 0,7 - - -
GlcNAc 3,2 2 3,5 - - 2
NeuAc - - - - - -

Fraction Con A (B) éluée par une solution d'a-D-wméthylglucoside
0,02 M. Les rapports molaires ont été déterminés sur la base de
3 résidus de mannose.

raction Con A (C) €lude par une solution d'a-D-méthylglucoside
2 M. Les rapports molaires ont été déterminés sur la base de
résidus de N-acétylglucosamine.




*
Site de glvcosylation : Ser-Gln-Gln-Ser-Gly-Gln-Asn-Val-Thr-Cys-

du fragment Bl
(n°1)

¥*

Site de glycosylation =: Ile-vVal-Asn-Gln-Thr-Gly-Ser-

du fragment B2
(n°2)

*
Site de glycosylation : Asn-Asp-Thr-Val-Trp-Glu-Asn-

du fragment B3
(n°3)

(*) : Point d'attache du glycanne.

Fig. 24 : Détermination de la séquence en acides aminés au voisinage
du point drattache des glycannes présents sur les 3 sites
de glycosylation du lobe C-terminal.
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glycannes "oligomannosidiques légers™ sont donc en cours de maturation.
Concernant les glycannes de type N-acétyllactosaminique, nous pouvons signa-
ler la présence de résidus de N-acédtylgalactosamine.

Le second glycanne, caractérisé sur le fragment BrCN B2, est pérté par
le résidu d'Asn n°5 de ce fragment. La chromatographie sur Con-A n'ayant
fourni qurune seule fraction élude par de 1'a-D-méthyl-glucoside 6,02 M,
nous pouvons conclure que ce site de glycosylation ne porte que des glycan-~
nes de type N-acétyllactosaminique. I1 est intéressant de noter la valeur
non négligeable des résidus de GalNAC. Des structures de type N-acétyllacto-
saminique contenant de 1la N-acétylgalactosamine ont été décrites par SPIK
et al. (1985) et SPIK et al. (1988) (voir p. 25).

Enfin, la séquence déterminéde au voisinage du troisiéme glycanne ne
perfiet pas, par ces seules donnédes, de replacer le glycanne au sein du frag-
ment B3. Comme le montrent les résultats du tableau VIII, p. 98, ce troi-

sisme site de glycosylation ne porte que des glycannes de type oligomanno-

0

idique. Le nombre moyen de résidus de mannose étant de 7-8, nous pouvons
done considérer que les glycannes portés par ce site renferment un
pourcentage important de structures en début de maturation (c'est-a-dire
avec un nombre £levé de résidus de mannose).

Les résultats gque nous avons obtenus sur la détermination des sites de
glycosylation et sur la nature des glycannes portés par ces sites, nous per-
mettent de conclure que la microhétérogénédité glycannique de la lactotrans-
ferrine bovine n'ast pas le rédsultat d'une distribution identique des diffé-
rentes structures au niveau de chaque site. En effet, 1l samble exister une
caertaine spécificité de structure au niveau de chaque site. Ces structures
"plus ou moins™ matures sont certainement le rdésultat d'une accessibilité

des différents sites aug enzymes, plus ou moins facilitée par la conforma-

UJ

tion. Ainsi, 1le site n°2 renfermant exclusivement des structures de type N-
acetyllactosaninique zerait le plus accessible aux enzymes et donc, porte-

rait les structurzs les plus matures de la molécule.
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D. Hvdrolyse trypsique totale du fragment C-terminal de 45 kDa

La détermination de la séquence en acides aminés du lobe C-terminal de
la lactotransferrine bovine a d&galement été entreprise par l'isolement et
le séquencage de peptides obtenus aprés hydrolyse totale du fragment par la
trypsine. Ces peptides, obtenus par la méthode décrite p. A-6, ont été
prépa- rés et séquencés dans le Laboratoire du Pr. TARTAR.

Deux peptides trypsiques ont été isolés par H.P.L.C. et séquencés. La
séquence en acides aminés de ces pics, notés A et B, est donnée dans la Figq.
25, p. 102. Nous pouvons remarquer sur le peptide A la présence de 2 acides
aminés caractérisés simultanément en positions 7 et 8. Ces résultats sont
tres certainement en faveur de lrexistence de variants génétiques déja

décrits pour certaines transferrines (voir le chapitre "Généralitds™).

- CONCLUSION -

ALIGNEMENT DES SEQUENCES PEPTIDIQUES DETERMINEES DE LA LACTOTRANSFER-

RINE BOVINE AVEC LA SEQUENCE DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE

Le taux d'homologie important existant entre les séquences des diffé-
rentes transferrines nous a amené a confronter nos séquences peptidigques de
la lactotransferrine bovine avec la séquence de la lactotransferrine
humaine.

Le résultat de cette confrontation est présentd dans la Fig. 26, p.104.
Le taux drhomologie existant entre ces deux lactotransferrines a permis de

resituer, sanz ambigquité, les séquences que nous avons déterminédes. Nou

mn
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1 5 10 18
Peptide A : Lys-Pro-Val-Thr-Glu-Ala-Gln-Ser-Cys-His-Leu-Ala-val-Ala-Pro-
18 20

Asn-His-Ala-Val-Val-Ser-Arg-COOH

1 s 10 18
Peptide B : Leu-Gly-Gly-Arg-Pro-Thr-Tyr-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gly-Thr-Glu-Tyr-
14 20

Val-Thr-Ala-Ile-Ala-Asn-Leu-Lys-COCH

Fig. 25 : Séquences peptidiques des peptides trypsiques A et B
du lobe C-terminal du 45 kDa isolés par H.P.L.C.



1 5 1 ———15 490 —495 500
LTFh : Gly-Arg-Arg|Arg|Arg-Ser{val|Gln|Trp-Cys}Ala-val|Ser-Gln-Pro LTFh :]|Gly-Leu}Ley-Phe-Asn]Gln-Thr-Gly-Ser-Cys|Lys|Phe-Asp-Glu|Tyr-
A LTFb : Ala-Pro|ArgjLys-Asn|Val|Arg|Trp-Cys|Thr-Ile|Ser-Gln-Pro LTFb :}Gly-LeujTle-Val- X |Gln-Thr-Gly-Ser-Cys|Ala]Phe-Asp~Glu)Phe-
20 25 505 510 r5154
LTFh :}GlujAla-Thr]Lys-Cy&fPhe-Gln-Trp|Gln{Arg-Asn LTFh :}Phe-Ser-Gln-Ser-Cys-Ala-Pro-Gly]Ser|Asp-Pro}Arg|SerjAsn|Leu
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LTFb :|Cys-Ala-Leu-Cys}Ala}Gly-Aspi{Asp-Gln]Gly|Leu-Asp|Lys-Cys-Val
S0 95— 100- 535, 540 54 5
LTFh : Arg-Gln|Pro|Arq|Thr-His~-Tyr-Tyr-Ala-Val-Ala-Val-val-Lys-Lys LTFh :}ProjAsn|Ser|Asn|GlujArg}Tyr-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Gly~Ala-Phe-Arg
B LTFb : Glu-Ser|Pro|Gln|Thr-His-Tyr-Tyr-Ala-Val-Ala-Val-Val-Lys-Lys LTFb :|Pro|Asp|Ser|Lys]GlujLys}Tyr-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Gly-Ala-Phe-Arg
LTFh :|Gly-Gly|Ser LTFh :|Cys-Leu-Ala
LTFb :}Gly-Gly}Asn LTFb :{Cys-Leu-Ala
285 290 295 ———595. 600 605
LTFh : Lys|Phe-Gln-Leu-Phe~Gly-Ser-Pro|Ser|Gly-Gln|Lys|Asp-Leu-Leu LTFh :|Lys-Pro-Val-Thr-Glu-Ala|Arg-Ser|Cys-His-Leu-Ala|Met|Ala-Pro
LTFb : Ser|Phe-Gln-Leu-Phe-Gly-Ser-Pro|Pro|Gly-Gin|ArgjAsp-Leu-Leu LTFb :}Lys-Pro-Val-Thr-Glu-Ala}Gly-Ser|Cys-His-Leu~Ala|Val|Ala-Pro
F Gln Asp
300 30 r310—— 610
C LTFh :|Phe-Lys-Asp-Ser-Ala|Ile|Gly-Phe|Ser|ArgivallPro-ProjArg-Ile LTFh :}Asn-His-Ala-Val-Val-Ser-Arg
LTFb :|Phe-Lys-Asp-Ser-AlalLeu|Gly-PhejLeu|Arg]Ile|Pro-Pro{Lys~Thr LTFb :|Asn-His-Ala-Val-Val-Ser-Arg
1}
315 320 —
LTFh :|Asp{Ser-Gly)Leu-Tyr-Leu-Gly-Ser|Gly o
LTFb :}Asp} X -Ile|Leu-Tyr-Leu-Gly-Ser|Thr w
65 6 7 Qe —675 !
LTFh :|Leu|His|Gly|Lys-Thr]Thr-Tyr~-Glu|Lys|Tyr-Leu-Gly)Pro~Gln|Tyr
LTFb :|Leu|Gly|Gly|Arg-Pro|Thr-Tyr-Glu|GlujTyr-Leu~Gly|Thr-Glu}Tyr
G
345 35 355 80 85.
LTFh : Arg-Ala|Arg-Val-Val-Trp-Cys-Ala-Val-Gly]Glu-Gln|Glu|Leu-Arg~ LTFh :}|Val{Ala-Gly|Ile|ThrjAsn-LeulArg
LTFb : Tyr-ThrjArg-val-Val-Trp-Cys-Ala-Val-Gly|Pro-Glu[GlulGln-Lys~ LTFb :{Val]Thr-AlajIle|Alajasn-Leu|Lys

LTFb :}Lys~Cys|Gln|Gln-Trp-Ser|Gln-Gln|Ser|Gly-Gln- X |Val-Thr-Cys
His

375
LTFh :[Trp-Ser-Ala~Ser-Thr-Thr|Glu|Asp
LTFb :|Trp-Ser-Ala-Ser-Thr-Thr|Asp|Asp

Fig. 26 : Alignement des séquences peptidiques de la lactotransferrine bovine avec la séquence de la
lactotransferrine humaine (numérotation des résidus selon METZ-BOUTIGUE et al, 1984).

360 365 r——37
D LTFh :|Lys-Cys|Asn{Gln-Trp-Ser Gly—LeuGln-Gly-Ser Val-Thr-Cys

A - Lactotransferrine intacte et fragment N-terminal (30 kDa). E -~ Fragments BrCN B2 et B3.

B - Glycopeptide N-2 (20 kba). F & G - Peptides trypsiques du fragment
C - Fragment C-terminal (52 kDa). C-terminal de 45 kDa.

D - Fragment C-terminal (45 kDa) et fragment BrCN B1.
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avons ainsi pu montrer que

- Les fragments de 52 kDa et 45 kDa correspondent & deux formes plus
ou moins importantes du fragment C-terminal de la lactotransferrine
bovine. Les fragments de 52 kDa et 45 kDa sont analogues, respecti-
vement, aux fragments C-trypsique et C-pepsique décrits par LEGRAND
et al. (1984, 1987) a partir de la lactotransferrine humaine.

- Le fragment de 20 kDa provenant de l'hydrolyse trypsique du fragment
N-terminal (30 kDa) est analogue au glycopeptide N-2 de la lacto-
transferrine humaine obtenu par LEGRAND et a/. (1984) dans les mémes

~ conditions.

- Le schema proposé pour le replacement des fragments BrCN dans le
fragment C-terminal s’est avéré exact. Ainsi, comme nous l'avons pré-
dit, il existe vraisemblablement un rdésidu de méthionine avant la
glycine N-terminale du fragment B2. Cette méthionine présente dans
la lactotransferrine humaine (position 485) l'est également dans la
lactotransferrine murine (PENTECOST et al/., 1987), dans la sérotrans-
ferrine humaine (MAC GILLIVRAY et a/., 1983) et 1l’ovotransferrine de
poule (WILLIAM et al., 1982).

- Les trois sites de glycosylation caractérisés dans le lobe C- termi-
nal s'alignent respectivement sur les acides aminés n° 347, 490, et
559 de la lactotransferrine humaine. Seul le site n°2, s'alignant
sur 17Asn n°490 et portant des glycannes de type N-acétyllactosami-
nique, est commun avec la lactotransferrine humaine. Des trois sites
présents dans le lobe (C-terminal de la lactotransferrine humaine,
seul ce site est glycosylé. Il est également intéressant de noter
que les deux autres sites de glycosylation de la lactotransferrine
bovine ne sont retrouvés -dans des positions analogues - chez aucune

transferrine.
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Toutes ces données de structure primaire ont été regroupées dans un
schéma final, fiqurant dans 1la molécule totale de la lactotransferrine
bovine, toutes les séquences détermindes et la position des glycannes loca-
lisés (Fig. 27, p. 106).

Enfin, nous avons rassemblé dans un schéma récapitulatif les fragments

isolés lors de notre étude (Fig. 28, p.107).
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] 100 200 300 400 500 600 700 AA
1 L 1

LACTOTRANSFERRINE DE VACHE

Trypsine

NT(30kDa) CT(52kDa)

Trypsine Trypsine

v
CT(45kDa)

BrCN

Fig. 28 : Schéma récapitulatif de la préparation des fragments
analysés, isolés de la lactotransferrine bovine.
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CLOMAGE ET SEQUENMNCAGE D'UM ADM
COMPLEMENTAIRE CODANMNT POUR LA

LACTOTRAMNSFERRINMNME BOUINE

L'apport considérable des techniques dérivant de la génétique molécu-
laire a créé un véritable bouleversement daﬁs les méthodes de détermination
de la structure primaire des protéines. En particulier, le temps nécessaire
3 la détermination de cette structure est nettement diminué. Si l'on se
référe &8 la lactotransferrine humaine (METZ-BOUTIGUE et a/., 1984), sa
structure a été entreprise en 1974 dans notre Laboratoire et celui du Pr. P.
JOLLES et s'est achevée en 1984, C'est pourquoi nous avons entrepris, paral-
lélement & nos travaux sur la partie protéique, la détermination de la
structure primaire de la lactotransferrine bovine via le clonage de son ADN

complémentaire.

I. STRATEGIE GENERALE DE CLONAGE

Les principes généraux de c¢lonage seront rappelés de facgon bréve et
porteront surtout sur les points spécifiques de notre étude sur le clonage
de 1'ADNc de la lactotransferrine bovine. Pour une étude plus détaillée sur
les principes et 1les techniques de clonage, nous renvoyons le lecteur aux
revues générales suilvantes : c¢DNA Cloning, Vol. I, Vol. II et Vol. III
(GLOVER D. M., 1985) : Transcription and translation (HAMES B. D. et
HIGGINS S. J., 1986) ; Molecular cloning (MANIATIS et al., 1982)

; Nucleic

acid hybridisation (HAMES B. D. et HIGGINS 3. J., 1985},
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Le clonage d'un ADNc codant pour une protéine donnée consiste en la
construction d'une librairie de clones d'ADNc synthétisés A partir des ARN
messagers isolés de cellules productrices de cette protéine, puis en la
sélection, dans cette librairie, des clones recherchés. Lorsque l'on décide
de "cloner™, 1l est nécessaire de mettre au point une stratégie de clonage
adaptée & la protéine dont on veut cloner 1TADNc.

Cette stratdgie doit définir :

- la cellule de départ pour l'isolement des ARN messagers ;
- la sonde qui servira & sélectionner les clones recombinants pour la

protéine recherchse ;

- le vecteur qui sera le mieux adapté.

A. Choix du matériel de départ

La construction d'une librairie d'ADN complémentaires nécessite, dans
un premier temps, la préparation de la fraction ARNm polyadénylée de
cellules exprimant la protéine & cloner. Pour purifier ces ARNm poly A+,
trois contraintes vont gquider le choix du matériel cellulaire :

- celui-ci doit exprimer au plus haut niveau catte protéine de sorte
que, dans la population d'ARNm, c¢eluil codant la protéine recherchdée
301t représenté dans une proportion trés importante ;

- le matériel choisi doit étre suffisamment abondant pour que la
préparation des ARNm soit techniquement possible ;

- le rendement de la préparation des ARNm poly A+ doit &tre non
seulement quantitativement mais aussi qualitativement dlevé.

Enfin, en fonction du type de sonde utilisé (acides nucléigues ou

anticorps), il sera possible de rechercher la présence d'un messager
spécifique par des expériences d'hybridation moléculaire ou de traduction

in vitro.
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B. Choix de la sonde

Afin de rechercher, parmi les clones recombinants, ceux qui ont inséré
une séquence d'ADNc codant pour la protéine & cloner, il est nécessaire de
disposer de sondes qui serviront au criblage des librairies. En fonction
des disponibilités matérielles au début de l'expérience, il est possible
drenvisager deux types de clonage :

- cloner dans un vecteur d'expression (par exemple le bactériophage

Agt 11) et sélectionner les clones recombinants a l'aide dranticorps
spécifiques de la protéine a étudier (HUYNH et a/., 1985) ;

- cloner dans un vecteur classique (du type bactériophage Agt 10) et

sélectionner les <clones recombinants par hybridation avec des sondes

dfacides nucléiques (HUYNH er al., 1985).

1. Les sondes acides nucléiques

Pour une revue détaillée sur l'utilisation des sondes d'acides nuclé-
iques dans les expériences d'hybridation, nous renvoyons le lecteur a la
revue générale de MEINKOTH et UWAHL (1984) et & 1l'ouvrage de HAMES et
HIGGINS (1985).

Les sondes d'acides nucléiques utilisées pour le criblage des librai-
ries dYADNc sont en général de deux types

- 11 peut s’agir d'un ADN¢ provenant du clonage de la méme protéine

mais & partir d'ARNm provenant d'une espéce animale différente ;

- 11 peut sTagir d'oligonucléotides de syntheése déduits de séquences

peptidiques connues de la protéine & étudier.

Dans les deux cas, la recherche d'un ADNc codant pour la protéine &
dtudier s'effectuera par une réaction d'hybridation de séquences JdTADN com-

plémentaires. Ces sondes pourront également servir pour la détection de la
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présence d'un ARN messager spécifique dans la fraction ARNm poly A préparde.

2. Les sondes anticorps

L'utilisation des sondes anticorps n'est envisageable que dans le cas
de clonages dans des vecteurs d'expression (type Agt 11). Dans le Agt 11,
les ADNc clonéds sont transcrits puis traduits sous forme d'une protéine
hybride avec 1la R-galactosidase (HUYNH et a/., 1985). Ils peuvent alors
étre détectés par une réaction immunclogique spécifique.

Lorsque ce mode de criblage est choisi, 11 est nécessaire de disposer
de trés bons anticorps. L'utilisation des anticorps polyclonaux est préfeé-
rable aux anticorps monoclonaux. Toutefois, il faudra sTassurer de la mono-
spécificité des anticorps par la recherche du nombre de molécules reconnues
par ces anticorps dans un lysat cellulaire total.

Enfin, si les anticorps sont satisfaisants, 1l sera alors possible de
rechercher la présence de 17ARN messager & étudier par des expériences de
traduction in vitro dans des systémes acellulaires (réticulocytes de Lapin)
{ MANIATIS et al., 1982) ou cellulaires (oocytes de Xenopes) (MANIATIS et

al., 1982 ; COLMAN, 1984).

C. Choix du vecteur

Le choix du vecteur est en fait conditionné par le type de sonde uti-
lisé. En particulier, s5'il s'agit de sondes anticorps, il faudra faire
appel & un vecteur d'expression.

Les vecteurs les plus utilisés pour la construction de librairies
d*ADNc peuvent é&tre d'origine phagique ou plasmidigque. Les bactériophages
présentent l'intérét de fournir un grand nombre de recombinants et donc

d'augmenter la chance de cloner 1'ADNc spécifique de la protéine A& étudier.
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Ils offrent, par ailleurs, l'avantage d'une utilisation trés souple permet-
tant le criblage d'un grand nombre de clones & la fois.

Les plasmides ont, quant & eux, une efficacité de clonage moindre mais
présentent l'avantage d'éviter les étapes de sous-clonage pour produire

lrinsert.

IT. PREPARATION DES ARN CELLULAIRES TOTAUX DE DIFFERENTS TISSUS BOVINS -

A e e . I . A e M e e A e e Y, S LR

A. Principe

1. Choix des tissus

Le choix des tissus a été effectué en fonction de la capacité de ces
derniers a synthétiser de 1la lactotransferrine (voir la partie "Générali-
tés"). Nous avons ainsi sélectionné quatre tissus :

- La glande mammaire :

La lactotransferrine présente dans le lait de Vache (GROVES, 1960)
est synthétisée par les cellules acineuses de la glande mammaire.

- La glande sous-maxillaire :

La présence de lactotransferrine dans 1la salive humaine (MASSON,
1970) et dans la salive bovine (MORRISON et ALLEN, 1975) suggére gue
sa synthése est réalisée par les glandes salivaires. Notre choix
s'est porté plus particuliérement sur la glande sous-maxillaire
puisque cette derniére produit chez 1'Homme la quantité la plus

importante de lactotransferrine (MASSON, 1970).
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- Les cellules endométriales de l'utérus

La présence de lactotransferrine humaine a été signalée au niveau de
l'endométre de 1la Femme (TOURVILLE, 1970 ; MASSON, 1970). Par ail-
leurs, cfest & partir de c¢e tissu que PENTECOST et al. (1987) ont
clonéd 1'ADNc de 1la lactotransferrine de Souris aprés stimulation
préalable de ces <cellules par les oestrogénes. L'obtention de ce
tissu chez 1la Vache, dans les mémes conditions de stimulation hormo-
nale, est envisageable auprés d'équipes de recherche travaillant sur
la fécondation in vitro.
- Les leucocytes :

La lactotransferrine a été mise en évidence dans les leucocytes poly-
morphonucleaires neutrophiles (MASSON et af., 1969). Il s'agit de

cellules qui peuvent étre facilement obtenues en grande quantitié.

2. Choix de la sonde :

Lorsque nous avons entrepris le clonage de la lactotransferrine bovine,
nous disposions de deux types d'informations fondamentales

- plusieurs séquences drADNc de transferrine étaient connues, en par-
ticulier celles des lactotransferrines humaine et murine :

- quelques séquences peptidiques de la lactotransferrine bovine
avaient été déterminées 1lors de notre étude sur la structure de la
protéine (voir 12¥<® partie des Résultats).

La connaissance de ces deux informations nous a fait opter pour 1l'uti-
lisation de sondes d'acides nucléiques - plutdt que de sondes anticorps -
pour le détection d'ARNm (ou dTADNc) <cedant pour la lactotransferrine
bovine.

Les deux types de sondes d'acides nucléiques qui ont £té employés sont:

- deux sondes oligonucléotidiques synthdétiques ;
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- deux sondes dTADNc codant pour la lactotransferrine et la

sérotransferrine humaines.

Leur description est détaillée dans le paragraphe suivant.

B. Materiels et méthodes

1. Matériels

a/) Prélévement des tissus

Les tissus nous ont été fournis par l'abattoir du Centre National de
Recherches en Zootechnologie (CNRZ) de 1'INRA de Jouy-en-Josas®™?, Ils ont
été prélevés sur deux Vaches post-mortem. Le pis et la glande salivaire
proviennent d'une Vache lactante sans traitement particulier. Par contre,
l'endométre a &té prélevé sur une Vache se trouvant sous stimulation par -
les ocestrogénes. La date drabattage correspond & la date d'ovulation de
cette derniére. Les quantités prélevées sont de 1'ordre de 100-200 g pour
le pis et 1la glande salivaire. Par contre, nous ne pouvons estimer la
quantité de cellules andométriales prélevées car ces dernidres ont été
obtenues par "grattage”™ au scalpel de la partie du tissu se trouvant a la
face luminale.

Les tissus ont étée immédiatement plongés dans une solution d'extrac-

tion d'ARN renfermant des inhibiteurs de RNases, & + 4°C.

(*) Nous remercions vivement le personnel] de ['abattolir et en particulier
MR. FEVRE pour 1'alde qu'ils nous ont apportée et la possibilité qui

nous a 8té offerte de pouvolr manipuler les tissus sur place.
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b) Prépgration des leycocytes

Les leucocytes bovins totaux ont été obtenus & partir de 10 1 de sang
de Boeuf prélevé aux abattoirs de Lille. Le sang est centrifugé a 5000 g
pendant 5 @mn A& 4°C et les cellules sont prélevées & la pipette & l'inter-
face du culot rouge et du plasma. Elles sont ensuite directement introdui-
tes dans la solution inhibitrice de RNases. Il faut toutefois noter que le

temps écoulé entre la mort de l'animal et l'introduction des cellules dans

la solution inhibitrice de RNases est de 1l'ordre de 2 h.

¢/ Preparation des sondes

x-Synthése de sondes oligonucléotidiques

Lorsque nous nous sommes intéressés & la synthése de sondes oligo-
nucléotidiques, nous avions deux possibilités pour les définir :

- choisir une séquence nucléotidique au niveau de zones trés
conservées des ARNm des transferrines et synthétiser la séquence
complémentaire exacte ;

- définir des séquences nucléotidiques par déduction de séquences pep-
tidiques de la lactotransferrine bovine.

Les séquences peptidiques de 1a lactotransferrine bovine qui avaient
été détermindes au moment de la synthése des sondes ne nous permettaient
pas d'obtenir des oligonucléotides faiblement dégénérés. Aussi, nous sommes-
nous orientés vers la premiaére alternative. Nous avons donc recherché des
zones d'homologie en comparant les séquences de la lactotransferrine
humaine, de 1la lactotransferrine murine et de la sérotransferrine humaine.
Deux sondes de 35 et 23 nucléotides (sondes 35-mer et 23-mer) ont &té
déduites. Elles sont présentées dans la Fig. 29, p. 116.

La sonde 35-mer est situde dans la partie la plus éloignée de 1la
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Fig. 29

485
A : Trp-Asn-Ile-Pro-Met-Gly-Leu-Leu

B : TGG AAT ATC CCC ATG GGC CTIG CIC
C : TGG AAC ATC CCC ATG GGC CIG CIC
D : TGG AAC ATC CCC ATG GGC CTIG CTIC
Sonde
23-mer : AAC TTA TAG GGG TAC CCG GAC GA
G

655 660
A : Asn-Leu-Leu-Phe-Asn-Asp-Asn-Thr-Glu-Cys-Leu-Ala

B : AAC CIT CTG TTC AAT GAC AAC ACT GAG TGT CIG GCC

C : AAC CIT CTG TTC AAT GAC AAC ACT GAG TGT CTIG GCC

D : GAC CTf CTG TTC AGA GAT GAC ACA GTA TIGT TTIG GCC
Sonde

35-mer : TG GAA GAC AAG TTA CTG TTG TGA CTIC ACA GAC CGG

Séquence peptidique de la lactotransferrine humaine (METZ-BOUTIGUE et al., 1984).
Séquence nucléotidique de 1"ARNm de la LTF humaine (RADO et al., 1987).
Séquence nucléotidique de 1'ARNm de la LTF murine (PENTECOST et al., 1987).
Séquence nucléotidique de 1'ARNm de la STF humaine (YANG et al., 1984).

Déduction de sondes oligonucléotidiques complémentaires & des zones d'homologie déterminées
par comparaison des ARNm des LTF humaine et murine et de la STF humaine.

- 911 -
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région codante en 3'-0OH (correspondant aux acides aminés 652 & 663 de la
lactotransferrine humaine). Elle est 100 % homologue aux deux séquences de
lactotransferrine humaine et murine et 75 % homologue & celle de la séro-
transferrine humaine.

La sonde de 23-mer est, & un nucléotide prés, 100 % homologque aux
séquences des trois transferrines précédemment citées. Elle correspond & la
partie codante des acides aminés 481 & 488 de la lactotransferrine humaine.

Ces sondes ont été synthétisées au Centre de Recherches en Biologie et

Génétique Cellulaires du CNRS de Toulouse.

B~Préparation d'une sonde d’'ADNc de la lactotransferrine humalne
Le taux d'homologie important (environ 70 %) existant entre les séquen-
ces nucléotidiques des ARNm des lactotransferrines humaine et murine (RADOC
et al., 1986 ; PENTECOST et al., 1987) nous a amenés a penser que lTARNm de
la lactotransferrine bovine devait également avoir une structure proche de
ces deux séquences. Nous avons ainsi obtenu, auprés du Dr. RADOC™® un ADNc
de 0,9 Kb codant pour la partie C-terminale de la lactotransferrine humaine
(acides aminés 439-703). »Ce dernier est inséré au site Pst I d'un plasmide
de type pUC 18 (voir p. A-31).
Ce plasmide a été préparé a partir d'une culture de la bactérie compé-
tente (TG 1) et 1TADNc a été récupéré aprés hydrolyse par l'enzyme Pst I

(voir p. A-31).

Y -Préparation d'une sonde dTADNc de la sérotransferrine humalne
Comme nous 1'avons signalé un peu plus haut, l'existence d'une homolo-

gie relativement importante entre les séquences nucléotidiques de la lacto-

(%) Nous remercions vivement le Dr. RADO pour la Ffourniture de cet ADNC.
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transferrine et de la sérotransferrine humaines nous exposait au risque de
sélactionner un ADNc codant pour la sérotransferrine - si cette derniére
était exprimée par la cellule de départ -.

En effet, l'utilisation d'une sonde d'ADNc de lactotransferrine en sys-
téme hétéroloque (humain-bovin) nous obligeait & l'utiliser dans des condi-
tions de stringence dthybridation pas trop élevées, augmentant ainsi le
risque d'une réaction T"croisée™ avec un ADNc de la sérotransferrine par
exemple. Nous avons donc jugé utile de parfaire nos expériences de criblage
des librairies par un <criblage terminal en présence d'une sonde d'ADNc
codant pour 1la sérotransferrine humaine. Cette derniére nous a été fournie
par le Dr A. KAHN®"?>, Il s'agit d'un ADNc de 1 Kb codant pour la région C-
terminale de 1la sérotransferrine humaine (acides aminés 402-679). Cet ADNc
nous a été fourni inséré au site Pst I d'un plasmide de type pBR 322. La

préparation de cet ADNc est comparable & celle de 1'ADNc de la lactotrans-

ferrine humaine (voir p. A-31).

d’ Marquage des sondes

Le marquage des sondes a été effectué 3 l'aide de précurseurs radio-
actifs. Il s'agit du Y-32p-ATP pour les sondes oligonucléotidiques et de
1'a*2P-dCTP pour 1les sondes d*ADNc. Les protocoles de marquage sont décrits

p. A-18 et A-19.

(*) Nous adressons nos viIfs remerciements au 0Or. KAHN pour le don de cette

sonde.
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2. Méthodes

a’ Préparatlions des ARN totaux

Les prélévements de tissus & partir de pis et de glande salivaire ont
été d'abord découpés en cubes d'environ 2 cm d'épaisseur puis introduits
dans une golution d'isothiocyanate de gquanidine. Les morceaux ont été
broyés au Polytron et 1'extraction des ARN totaux a été réalisée selon la
technique décrite par MANIATIS et al. (1982) (voir p. A-16).

Les cellules prélevées par "grattage™ de 1 endométre de Vache et les
leucocytes obtenus & partir de 10 1 de sang selon le protocole décrit
p. 115 sont introduits dans une solution d'isothiocyanate de guanidine puis
broyds au Polytron. L'extraction des ARN est réalisée comme décrit ci-des-

sSus.

b) Analyse des ARN préparés

Les ARN totaux préparés selon les méthodes décrites ci-dessus sont ana-
lysés quantitativement et qualitativement.

La quantité dJd'ARN obtenue est estimée par une mesure de l'absorbance 3
260 nm et le degré de pureté apprécié par la détermination du rapport des
densités optiques a 240 et 280 nm.

La qualité des préparations est ensuite déterminée par électrophorése
an présence d'hydroxyméthyl mercure (voir p. A-27). Cette qualité est consi-
dérée comme satisfaisante quand les échantillons présentent deux bandes

intenses dTARN ribosomiques 185 et 28S.
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¢) Recherche d'ARNm codant pour la lactotranstferrine bovine

1 pug des fractions ARNm poly A sont soumis & une électrophorése en gel
dragarose en présence d'hydroxyméthyl mercure (voir p. A-27) puis transfé-
rés sur membrane de nitrocellulose par capillarité (MANIATIS et al., 1982)
{(voir p. A-29).

Les ARN ainsi transférés sont soumis & une hybridation en présence des
sondes oligonucléotidiques ou des ADN¢ de la lactotransferrine et de la

sérotransferrine humaines marqués au =2P (voir p. A-29 et A-30).

C. Résultats et discussion

7. Preparation des ARN cellulaires totaoux

Les résultats des préparations d'ARN totaux a partir des différents
tissus bovins étudiés sont rassemblés dans le tableau IX, p. 121. Le pis,
la glande salivaire et l'endometre ont fourni une quantité d'ARN variant de
8 a 70 mg. Cette quantité est largement suffisante pour envisager le clo-
nage. Par contre, dans le cas des leucocytes, la quantité de 0,5 mg est
extrémement faible. Ceci peut s'expliquer par l'existence d'une dégradation
importante résultant du temps trop long écoulé entre la mort de 1l'animal et
lrintroduction des cellules dans le milieu inhibiteur de RNases.

Concernant la qualité des ARN obtenus, elle a été estimde satisfai-

[¢7]

sante pour les différentes préparations, exception faite pour celle des ARN
izolés du pis. En effet, dans ce cas, il y a absence totale des deux bandes
d'ARN ribosomigques suggérant que les ARN messagers ont été fort probable-

ment dégradés.
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- TABLEAU IX -

ANALYSES QUANTITATIVE ET QUALITATIVE DES ARN TOTAUX
ISOLES DE DIFFERENTS TISSUS BOVINS

Tissus Quantité d'ARN Dozeo Qualité des ARN
(mg) | e estimée sur gel
Dozso d'agarose
absence
Pis 55 2,0 dTARN
1857288
Glande 70 1,9 bonne
sous-maxillaire
Endométre 8 1,9 bonne
Leucocytes 0,5 1,9 bonne
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2. Isolement des ARNm poly A - Recherche d’ARN messager caodant pour

da lactotransferrine

Le rendement de la purification des ARNm poly A+ par 2 chromatogra-
phies sur colone d'oligo (dT) cellulose a été de l'ordre de 1 %.
Nous n'avons constaté, en électrophorése, aucune bande résiduelle

Jd"ARN ribosomique, montrant ainsi l'efficacité de la purification.

al Recherche d'ARN messager de lactorr ansferrine & l'alde des

sondes oligonucléotidiques

Le résultat de l'hybridation de nos préparations d'ARN avec les sondes
oligonucléotidiques est présenté dans la Fig. 30, p. 123.

Nous constatons que les fractions ARNm poly A*.r isolées de la glande
salivaire, de l'endométre et du pis s hybrident avec ces sondes oligonucléo-
tidiques.

La fraction ARNm poly A isolée de la glande salivaire est celle qui
fournit le signal le plus intense. Ce signal se présente sous forme de deux
bandes de tailles wvoisines de 2500 et 2300 pb - la bande de 2500 pb étant
nettement plus importante. Ces deux bandes pourraient correspondre & deux
tailles différentes d'un méme ARN messager ou encore aux ARN messagers
respectifs de 1la lactotransferrine et de la sérotransferrine. En effet, ces
sondes ont été dtablies & partir de séquences communes & leurs deux ARNm,
il est donc possible d'obtenir une hybridation avec ces deux ARN messagers
5'11ls sont exprimés tous deux dans la cellule,

La fraction ARNm poly A isolde de l'endométre ne donne qu'une seule
bande aprés hybridation avec les sondes oligonucléotidiques. Cette bande,
d’une taille approchant 2500 pb, migre & la méme hauteur gue celle de 2500

pb décrite précédemment pour la glande salivaire. Toutefois, le signal est
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285 —»
18 S =
1.
Fig. 30 : Recherche de la présence d'un ARNm codant pour la

lactotransferrine bovine dans différents tissus.
Hybridation en présence de sondes oligonucléotidiques
marquées au Y -32p,

ARNm poly A isolés de la glande salivaire.
ARNm poly A isolés de 1l'endomdtre.

- ARNm poly A isolés du pis.

ARNm poly A isolés des leucocytes.

S NN -

Marqueurs 28 S : 4713 nucléotides.
18 8 : 1879 nucléotides.
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beaucoup moins intense que dans le cas précédent.

En ce qui concerne les ARNm poly A isolés du pis, nous constatons la
présence d'un signal drhybridation sous forme dTune ™trainée” de masse
moléculaire inférieure aux bandes caractérisées précédemment. Ce résultat
traduit, comme nous 1lravions prédit plus haut, la présence d'une dégrada-
tion importante des ARN isolés de ce tissu.

Enfin, nous n'avons caractérisé aucun signal drhybridation avec les
ARNm poly A 1isolés des leucocytes. Nous pouvons, & cet égard, rappeler la
trés faible quantité d'ARN que nous avons obtenue. L'absence d'une hybrida-
tion spécifique avec les sondes oligonucléotidiques peut s'expliquer par
une dégradation importante occasionnée par le tewps nécessaire & 1'isole-
ment des cellules ou simplement par 1l'absence de 1'ARN messager de la lacto-

transferrine 3 ce stade de maturation des cellules.

b) Hybridation des ARNm poly A en présence des AONc de la lacto-

transferrine et de la sérotransferrine humaines

Des résultats identiques a ceux décrits par les sondes oligonucléoti-
diques ont été obtenus avec 1'ADNc de 1la lactotransferrine humaine. La
seule remarque que nous pulissions faire est la disparition du signal
d'hybridation &8 2300 pb rencontré avec les ARNm poly A de la glande sali-
vaire. En effet, 17ADNc¢ de la lactotransferrine humaine, utilisé dans des
conditions de stringence plus élevées que celles employées avec les oligo-
nucléotides (voir p. A-30), ne révéle qu'une seule bande a 2500 pb. Par
contre, dans les mémes conditions de stringence, nous n'avons obtenu aucun

signal drhybridation avec la sonde d'ADNc de la sérotransferrine humaine.



D. Conclusion

Notre étude sur 1la recherche d'ARNm codant pour la lactotransferrine
bovine nous a amené 3 sélectionner la glande scus-maxillaire et 1’endométre
comme tissus candidats pour le <clonage de 1'ADNc de la lactotransferrine
bovine. La révélation d'une bande d'environ 2500 pb par les sondes oligo-
nucléotidiques et 1'ADNc de 1la lactotransferrine humaine est en effet en
faveur de 1la présence d'un ARN messager spécifique exprimé par les cellules
de ces tissus.

Nous avons donc choisi de construire deux librairies d'ADN complémen-
taires dans le bactériophage'kgt 10 3 partir des ARNm poly A+ isolés de la

glande sous-maxillaire et des cellules endométriales de l'utérus de Vache.

III. CONSTRUCTION DES LIBRAIRIES D'ADN COMPLEMENTAIRES

La construction d'une librairie d’ADN complémentaires peut aujourdrhui
étre considérée comme une technique bien éprouvée. Le nombre impressionnant
de molécules clonées & ce jour et l'intervention de sociétés spécialisées
commercialisant des kits de clonage font que la construction d*une librai-

rie dTADN complémentaires ne représente plus une étape limitante.

A. Synthése des molécules d'ADNc double brin

1. Principe

Afin de pouvoir manipuler 1les séquences d'ARN messagers, les rendre

détectables, les cloner . 11 est nécessaire de convertir ces séquences

d'ARNm en ADN double brin. Cette conversion s'effectue en deux étapes. La
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premiére étape consiste & synthétiser une molécule dTADN simple brin
complémentaire de 1'ARNm par action d’'une transcriptase réverse. Dans un
second temps, la molécule d'ARNm hybridée & 1'ADNc monobrin est hydrolysée
par l'action d'une endonucléase, puis remplacée par une molécule dTADN
identique. Cette technique, décrite par GUBLER et HOFFMAN (1983) fait suite

aux travaux d'OKAYAMA et BERG (1982).

2. Matériels et méthodes

Pour la synthése de nos molécules d'ADNc, il nous a semblé épportun de
faire appel & un kit de synthése d'ADNc vendu dans le commerce. L'utilisa-
tion de tels kits, grice a des contrdles rigoureux réalisés avant commer-
cialisation, permet une minimisation des risques d'échecs. En plus, de nom-
breuses étapes se trouvent standardisées et les problémes éventuels peuvent
étre appréhendés plus facilement.

Le kit de synthése que nous avons utilisé est commercialisé par la
Société Amersham. Ce dernier correspond & une application directe de 1la
technique décrite par GUBLER et HOFFMAN (1983). Il présente l'avantage de
réaliser toutes les dtapes de synthése dans un méme tube, minimisant ainsi
les pertes. Les conditions expérimentales utilisées sont celles indiquées

par le fournisseur. Elles sont résumées p. A-19.
3. Résultats et discussion

Les résultats de la synthése de molécules d'ADNc double brin & partir
de 5 ug d'ARNm poly A isolés de la glande sous-maxillaire et de 1'endométre
ont été rassemblés dans le tableau ¥, p. 127. Les rendements de rétrotrans-
cription de 25 % et 23 % obtenus respectivement avec les ARNm de glande

salivaire et d'endométre peuvent dtre estimés trés satisfaisants (le four-
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- TABLEAU X -

RENDEMENTS DE SYNTHESE D'ADN COMPLEMENTAIRES OBTENUS

APRES RETROTRANSCRIPTION D'ARNm POLY A ISOLES DE GLANDE
SOUS-MAXILLAIRE ET D'ENDOMETRE BOVINS

Ruantité Quantité Quantité Rendement Rendement

Tissu dTARN d*ADNc d"ADNc de rétro- |[de conver-
de départ simple double transcri- sion

brin brin tion 1e/2< brin
(1) g (ug? (%) (%)
Glande 5 1,25 2,65 25 110
salivaire

Endométre 5 1,15 2,30 23 100




nisseur indique une valeur comprise entre 15 % et 30 %). Le doublement de
la quantité d'ADN obtenue lors de la conversion ADN simple brin/ADN double
brin témoigne également de la bonne marche de notre expérience.

Une fraction aliquote des ADNc¢ double brin néosynthétisés a été analy-
sée en gel d'agarose en présence, comme marqueurs de masses moléculaires,
de 1'ADN de A digéré par l'enzyme Hind III. L'autoradiographie de ce gel,
présentée Fig. 31, p. 129 montre que la taille des ADNc synthétisés est
trés édlevée et que 1la movenne des tailles est centrée sur 1-1,5 kb. Nous
pouvons également remarquer que les ADN¢ synthétisés a partir des ARNm de
1'endométre possédent une taille supérieure & ceux provenant de la
rétrotranscription des ARNm de la glande salivaire.

Ces résultats montrent que la qualité de nos préparations d'ARN semble
correcte. DTautre part, nous pouvons considérer que 1le kit de synthése
d'ADNc que nous avons utilisé est un excellent outil. En effet, nous avons

obtenu, sur plusieurs essais, des résultats reproductibles.

e e e . Rl S

!. Principe

Afin de pouvoir cloner 1les ADNc néosynthétisés au niveau du site
Eco RI du bactériophage Agt 10, il est nécessaire de générer des bouts
collants Eco RI & chaque extrémité des molécules d'ADNc. Cette étape a lieu
aprés la méthylation des molécules d'ADNc¢ par l'enzyme Eco RI méthylase
{(qui vise & protéger d'éventuels sites Eco RI internes). Elle s'effectue
par une simple ligation de molécules adaptatrices ("linkers™) renfermant un
site Eco RI. La genése des bouts collants Eco RI est alors obtenue par une
hydrolyse consécutive par 1'enzyme de restriction Eco RI. Cependant, afin

d'éviter la formation de faux recombinants, 1l convient de séparer les
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Fig. 21 : Analyse sur gel d'agarose des ADNc synthétisés & partir dTARNm
poly A isolés de la glande salivaire et de l'’endometre.

E., Ez : Endométre.
G+, G2 : Glande salivaire. X
T : Marqueur de masses moléculaires A Hind I1II.
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molécules d'ADNc a bouts collants Eco RI des monoméres d'adaptateurs libé-
rés. Cette séparation est obtenue par une chromatographie de gel filtra-
tion. De plus, en utilisant un support de chromatographie approprié, il est
possible, en plus de 1'élimination des monoméres d'adaptateurs, d'obteninr
une séparation en taille des molécules d'ADNc. Nous pouvons donc, & ce
niveau, éliminer 1les moldcules d'ADNc de faible masse moléculaire ou ne

cloner quTune fraction particuliére dTADNc.

2. Matériels et méthodes
a’) Méthviaotion des sites Eco RI Iinternes g;_]fgatign des adapta-

teurs £co RI

Les ADNc précipités et séchés sont repris par de l'eau et soumis a
l'action de l'enzyme Eco RI méthylase dans les conditions décrites p. A-20.
Les ADNc méthylés sont alors mis en présence d'adaptateurs Eco RI et

soumis & l'action de la T4 DNA ligase selon le protocole défini p. A-20.

b’ Digestion par Eco RI - ELlmination des molécuyles d’adap-

tateurs

Le ligat précédemment obtenu est hydrolysé par 1l'enzyme Eco RI dans
les conditions décrites p. A-21. L'hydrolysat est dénaturé (10 min. 3 65°C)
puis chromatographié directement sur une colone de 2 ml de Bio-Gel A-50m
(Biorad) comme décrit p. A-21.

La radioactivité contenue dans les fractions collectées est estimée
par un comptage par effet Cerenkov. Les fractions retenues sont précipitées
par de 1réthanol en présence de la quantité d'ADN de Agt 10 nécessaire pour

le clonage (voir p. A-22).
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3. Resultat

Les fractions obtenues aprés chromatographie de nos molécules d'ADNc
sur colone de Bio-Gel A-50m ont été analysées sur gel d'agarose a 0,7 %
puis autoradiographides (Fig. 32, p. 132). Les ADNc collectés dans les
tubes 1 & 7 ont été rassemblés. Les quantités d'ADNc correspondants ont été
estimées par un comptage par effet Cerenkov. Elles représentent respective-

ment 247 et 299 ng pour l'endométre et la glande salivaire.

C. Clonage dans le bactériophage Agt 10

1. Brincipe

Le vecteur de <clonage que nous avons choisi est le bactériophage Agt
10 (volr revue générale de HUYNH et a/., 1985). il s'agit d'un vecteur qui
a été spécialement mis au point pour 1la construction et le criblage de
librairies d’ADN complémentaires. Il présente 1'avantage de posséder un
site unique de clonage Eco RI situé dans un géne particulier : le geéne CI.
Ce dernier code pour un répresseur du cycle lytique du bactériophage. Le
clonage d'un ADNc & l'intérieur de ce gene a pour conséquence d'inhiber la
synthése d'un répresseur actif et donc, d'induire un cycle de lyse obliga-
toire de 1la bactérie. Par contre, les bactériophages n'ayant pas inséré des
molécules dTADNc étrangers provoqueront 17induction d'un cycle lysogéne
avec¢ insertion de 1'ADN phagique _dans le géndme bactérien. L'utilisation
d'une souche d'éscherichia coli portant la mutation hfl (haute fréquence de
lysogénisation) renforce le caracteére discriﬁinant entre les clones

recombinants et les bactériophages sauvages.



Fig. 32 :

Fractionnement en taille des molécules d'ADNc synthétisés
a4 partir des ARNm poly A isolés de la glande salivaire et
de 1l'endométre. (Marqueurs de masses moléculaires : AHind III).



2. Mateériels et méthodes

LTADN de X gt1i0 que nous avons utilisé pour le clonage de nos ADNc est
commercialisé par 1la Société Promega Biotech. Il présente l'avantage d'étre
proposé "prét & 1l'emploi"™, c'est-a-dire que les sites "cos™ ont été proté-
gés par ligation et les extrémités Eco RI générées et déphosphorylées (pour
forcer le clonage des molécules d'ADNc qui sont, elles, phosphorylées).

Pour le <clonage des molécules d'ADNc issus de la glande salivaire et
de 1l'endométre bovins, nous avons incorporé 1 ug d'ADN de Agt 10. Les condi-
tions de ligation pour la ligase du bactériophage T4 sont celles définies

P. A-22.
3. Résultat

Aprés 16 heures d'incubation pour effectuer la ligation, nous avons
contrdlé, avant 1'étape ultime de l'encapsidation, lrefficacité della liga-
tion. Nous avons ainsi déposé une fraction aliqote (1 pl) du ligat sur un
gel d'agarose trés peu réticulé (0,3 %). Nous avons observé, dans le cas de
la glande salivaire et de l'endomeétre, que la migration dans le gel était
diminuée par rapport & celle d'un témoin correspondant aux bras de Agt 10
sans ADNc. Cette migration diminuée est le résultat de la concatémérisa-
tion des molécules d'ADN qui ne peut avoir lieu que s'il y a eu ligation
des molécules dTADNc. Les molécules dTADN phagiques peuvent donc étre

encapsidées.
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D. Encapsidation - Titration des librairies

1. Principe

La phase terminale de 1la construction d'une librairie d'ADNc corres-
pond & lr'encapsidation des molécules d'ADN phagiques. Elle correspond a la
synthése in vitro de 1la capside virale réalisée par des enzymes et des
précurseurs présents dans des extraits d'encapsidation. Ces extraits peu-
vent étre préparés au Laboratoire, mais sont aussi commercialisés par plu-
sieurs sociétés. Dans ce dernier cas, ils offrent en général une efficacité
d'encapsidatibn édlevde et standard, et ne risquent pas de compromettre la
suite des expérimentations.

Une fois 1'encapsidation réalisée, le titre est déterminé par un éta-
lement sur bolite et le pourcentage de recombinants vrais (c'est-a-dire le

pourcentage de bactériophages ayant inséré effectivement une séquence

dTADN¢) est estimé par une expérience drhybridation.

2. Matériels et methodes

Les extraits d'encapsidation que nous avons utilisés sont les extraits
"Gigapack Gold"™ commercialiséds par la Société "Stratagene™. Leur efficacité
maximale d'encapsidation est donnée pour 2.10° p.f.u. (plaque form unit)
par g dTADN.

Les réactions dTencapsidation sont réalisédes sur 4 ul du ligat précé-
demment obtenu, dans les conditions indiquées par le fournisseur.

Le titre dés librairies ainsi confectionnées est déterminé par des
dilutions sériées des librairies puis transfection de la souche hdte C&00
hfl (veir p. A-23). Cependant, afin d'estimer le pourcentage de recombi-

nants vrais, une réplique sur filtre de nitrocellulose est effectude sur



200 plages de lyse environ. Cette derniére est soumise & une hybridation en
présence de sondes d'ADNc¢ simple brin "trés fortement marquées™. Cas sondes
d"ADNc monobrin "trés chaudes™ sont obtenues dans les mémes conditions que
celles utilisées pour la synthése des ADNc simple brin par la réverse trans-
¢riptase. Cependant, le dCTP n'est ajouté cette folis que sous sa forme
radiomarquée (voir p. A-19). Lrthybridation et les lavages sont effectués

dans les conditions définies p. A-30.

3. Résyltats

Les titres des librairies d'ADN¢ issus de la glande salivaire et de
1'endométre sont donnés dans le tableau XI, p. 136.

Le pourcentage de recombinants vrals déterminé par hybridation a été
estimé 8 30 % dans les deux cas. Cette valeur correspond bien évidemment a
une valeur par défaut. Elle peut étre considérée comme satisfaisante et

témoigne du succés de notre clonage.

IV. CRIBLAGE DE LA LIBRAIRIE "GLANDE SALIVAIRE™ - ANALYSE DES CLONES

RECOMBINANTS SELECTIONNES

A. Criblage de la librairie "Glande Salivaire™

La premiére librairie que nous avons décidé de cribler est celle cons-
truite & partir des ARNm poly A is0lés de la glande salivaire bovine. La
mise en édvidence d'un signal nettement plus marqué, par la sonde d'ADNc de
la lactotransferrine humaine, que dans le c¢as des ARNm poly A isolés de

1"endométre nous a fait opter pour ce choix.
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~ TABLEAU XI -

TITRATION DES LIBRAIRIES D'ADNc CONSTRUITES A PARTIR
DTARN ISOLES DE LA GLANDE SALIVAIRE ET DE L'ENDOMETRE DE BOVINS

Nombre total Nombre de Nombre de Pourcentage
de recombi- recombinants recombinants de
Librairie nants de la par ug d'ADN par ug recombinants
librairie d'insert vrais
(1) (2)
Glande 5.10% 6,6.10% 3,5.10¢ 30 %
salivaire
Endomeétre 1,25.10°% 1,6.10% 10 30 %

(1) Titration effectuée sur Cs00 hfl.

(2) Détermineée par une sonde ADNc simple brin marquée au 32P,.
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La comparaison de la séquence nucléotidique de 1TADNc partiel de la
lactotransferrine humaine avec <celle de 17ADNc de 1la lactotransferrine
murine et de 1la sérotransferrine humaine a montré que la séquence de la
lactotransferrine humaine présentait une homologie de l'ordre de 70 % et SO
% avec celle de la lactotransferrine murine, d'une part, et celle de la
sérotransferrine humaine, d'autre part. De ce fait, il nous a semblé plus
opportun d'entreprendre le criblage de nos librairies avec la sonde de
lactotransferrine humaine plutdt qu'avec les oligonucléotides de synthése.
En effet, cet ADNc sera trés certainement plus spécifique d'un ADNc de la
lactotransferrine bovine et permettra de travailler avec des stringences

drhybridation beaucoup plus élevées,

a/) Méthode

Deg étalements de 104 bactériophages par boite de Pétri (diamétre 15
cm) sont réalisés dans les conditions définies p. A-23. Aprés une culture
de 18 heures & 37°C, deux empreintes de chaque boite sont effectuées sur
des filtres de nitrocellulose. Les filtres sont traités dans les conditions
décrites p. A-24, puis, soumis & une hybridation en présence de la sonde
d’ADNc de la lactotransferrine humaine marquée au 32p (voir p. A-30).

Les plages de lyse correspondant & des signaux positifs retrouvés aux
mémes endroits sur les deux empreintes sont prélevées puis mises & diffuser
dans les conditions définies p. A-24. Les clones positifs sont purifiés par
trois criblages successifs réalisés dans les mémes conditions (sur boite de

Pétri de diamétre 9 cm).
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b) Résultat

Nous avons effectué un criblage de la librairie "Glande Salivaire™ sur
2,5.105 recombinants (soit environ la moitié du nombre total de recombi-
nants de 1la librairie). Ce <c¢riblage nous a permis d'isoler douze clones
positifs présentant une forte hybridation avec la sonde d'ADNc de la lacto-
transferrine humaine. Aprés trois criblages successifs, nous avons obtenus

des clones purs.

2. Criblage gdifférentiel par les sondes d’ADNc de la lactotrans-

ferrine et de la sérotransferrine humaines

Comme nous disposions d'un ADNc de 1 kb codant pour la région C-ter-
minale de 1la sérotransferrine humaine, nous avons soumis, dans les condi-
tions définies précédemment, nos clones purifiés & une hybridation en pré-
sence des deux sondes d'ADNc de la lactotransferrine at de la sérotransfer-
rine humaines.

Le résultat que nous avons obtenu est identique pour tous les clones
isolés. L'hybridation, en présence de L1'ADNc de la lactotransferrine
humaine, donne un signal d'hybridation tres important alors que, en pré-
sence de 1'ADNc¢ de la sérotransferrine, nous n'obtenons qu'une hybridation
de l'ordre du bruit de fond. Le résultat de 1l'hybridation de 1'un des
clones est présenté Fig. 33, p.\139.

Il n'est pas possible, & ce stade, de tirer des conclusions mais nous
pouvons affirmer, d'ores et déja, que les clones sdélectionnés ont inséré un
ADNc dont la séquence nucléotidique est vraisemblablement plus proche dTun

ADNc de lactotransferrine que de sérotransferrine humaines.



Fig. 33 : Criblage différentiel d'un clone purifié par
les ADNc de la lactotransferrine (A) et de
la sérotransferrine (B) humaines.



B. Analyvse des clones recombinants
1. Principe

Afin de déterminer la taille des ADNc clonés, il est nécessaire de
préparer une quantité importante d'ADN phagique de chaque clone. Le bacté-
riophage est dong cultivé en quantité importante et son ADN isolé. L'ADNc
inséré est, quant & 1lui, obtenu aprés une simple hydrolyse bar 1" enzyme
Eco RI. L'hydrolysat peut alors étre analysé en électrophorése sur gel
dragarose et 1la taille de 1'ADNc est déterminde. Par ailleurs, aprés trans-
fert par capillarité sur membrane de nitrocellulose, il sera possible de
s'assurer de la spécificité de l'hybridation avec 17ADNc de la lactotrans-

ferrine humaine.
2. Méthodes

Les clones & étudier sont amplifiés sur des boites de milieu de
culture contenant de l'agarose, et les bactériophages récupérés par élution
{voir p. A-24). Ils sont ensuite purifiés par un gradient de chlorure de
césium et 1'ADN phagique préparé selon la technique décrite par MANIATIS et
al. (1982) (voir p. A-24). La quantité d'ADN est estimée par une mesure de
lTabsorbance & 260 nm. Les ADNc sont ensuite produits en hydrolysant 17ADN
phagique par l'enzyme Eco RI dans les conditions décrites p. A-31. Les
hydrolysats sont alors soumis 3 une électrophorése sur gel d'agarose &
0,7 % (voir p. A-28) afin d'estimer la taille des ADNc. Le gel est coloré
au Bromure d'Ethidium, transféré sur membrane de nitrocellulose selon la
technique de SOUTHERN (1975) (décrite p. A-29) puis soumis & une hybrida-

tion avec 1'ADNc de la lactotransferrine humaine (voir p. A-30).
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3. Résultats et discussion

Nous avons rassemblé dans le tableau XII, P. 142, tous les renseigne-
ments relatifs a la détermination des tailles des ADNc.

Comme nous pouvons le constater, plusieurs clones semblent posséder un
ou plusieurs sites Eco RI internes. En confrontant le résultat de 1'élec-
trophorése avant et aprés hybridation avec la sonde d'ADNc de la lactotrans-
ferrine humaine, nous pouvons avancer quelques déductions.

- Clones 1-2, 4-3, é-1, H-1, H-2 : ils ne donnent qu'une seule bande
en électrophorése et en hybridation. Ces clones ont donc inséré un ADNc ne
contenant pas de site Eco RI interne ou trop proche d'une extrémité pour
qu'il soit détectable.

- Clone 3-3, 3-4, 6-2, B-1, C-2, F-1 : correspondent & des clones
présentant un site interne Eco RI ou & l'insertion "té&te-béche” de 2 ADNc
dans le méme bactériophage. Les hydrolyses sont plus ou moins complétes
d'un clone A un autre. Certaines bandes, non visualisées par coloration au
BET, n'ont été caractérisées que par 1'hybridation. Il n'est possible, pour
aucun de c¢es clones de prévoir une orientation par rapport a la queue poly
A car toutes les bandes sont révélées par la sonde.

- Clone C-1 : correspond au clone ayant inséré 1'ADNc de la plus
grande taille de tous les clones sélectionnés. L'hydrolyse totale fournit
deux bandes visibles par coloration au BET de 860 et 1100 pb. Par corntre,
par hybridation, nous avons pu caractériser quatre bandes : 860 pb, 940 pb,
1200 pb et 2060 pb (voir Fig. 34, p. 143). Une fois encore, ceci est dii a
une hydrolyse qui n'est pas & 100 % totale. Toutefois, il faut noter que la
bande majeure de 1100 pb n'est pas relevée par la sonde. Nous pouvons donc
deduire que, wvraisemblablement, le clone C-1 posséde deux sites Eco RI
internes, distants de 100 pb, la totalité du clone faisant 2060 pb. La

cartographie physique préliminaire de ce clone C-1 est présentée dans la
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- TABLEAU XII -

DETERMINATION DE LA TAILLE DES ADNc DES CLONES SELECTIONNES

Taille des Taille des Taille totale
Clone ADNc<*'> (pb) ADNc révélés estimée de
par 1rhybrida- 17ADNc (pb)
tion<2’ (pb)
1-2 860 860 860
3-3 960 960
1150 1150 1150
660 660
3-4 780 780 1440
1440
4~-3 1100 1100 1100
6-1 410 410 410
6-2 540 540
640 640
B-1 1100 1100
690 1100
860 860
c-1 960
1100 1200 2060
2060
c-2 1000 1000 1000
950
F-1 660 660
720 720 720
H-1 1100 1100 1100
H-2 1100 1100 1100

(1) Tailles déterminées avant hybridation.

(2) Tailles déterminées aprés hybridation avec 1'ADN¢ de la lactotransferrine
humaine.
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Fig. 34 : Caractérisation du clone C-1 par électrophorése sur gel
dragarose avant hybridation (A) et aprés hybridation en
présence de 1'ADNc de la lactotransferrine humaine (B).



Fig. 35, p. 145. Ainsi, la bande de 860 pb serait situde du cdté de la
queue poly A puisqurelle est révélée par la sonde. Par contre, la bande de
1100 pb ne serait pas révélée puisque non couverte (ou pas suffisamment)

par 1TADNc de la lactotransferrine humaine.
C. Conclusion

Les résultats du c¢riblage de la moitié des recombinants de la librai-
rie‘"Glande Salivaire™ peuvent étre résumés comme suit :

- Nous avons obtenu 12 clones présentant une forte hybridation avec la
sonde d'ADNc de la lactotransferrine humaine.

- Ces 12 clones ont présenté une hybridation de l'ordre du bruit de
fond en présence d'un ADNc codant pour la sérotransferrine humaine.

- La tailles des ADNc clonés varie de 0,4 a 2 kb. Autrement dit, nous
n'aveons pas encore sélectionné un ADNc complet.

- Les ADNc clonés présentent 0,1 ou 2 sites Eco RI internes selon le

clone et la taille.

V. SQUENCAGE DES ADN COMPLEMENTAIRES - DETERMINATION DE LA SEQUENCE

PEPTIDIQUE DE LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE

Le but poursuivi étant la détermination de la structure primaire de la
lactotransferrine bovine, les ADNc clonés caractérisés précédemment ont &té
séquencés. La technique de ségquencage d'ADN que nous avons utiliséde est
celle mise au point en 1977 par SANGER et al.. Il s'agit d'une méthode de
synthése rnéalisée par une ADN polymérase en présence de terminateurs

drélongation de chaines : les didésoxynucléosides triphosphates (JddNTP).
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A. Principe

La détermination de la séquence de 1'ADN par la technigque utilisant
les didéoxynucléosides peut étre divisée en deux étapes
- une etape de sous-clonage dans un vecteur approprié : le bactério-
phage M13 ;

- une étape de séquencage proprement dite.

7. Clonage dans le bactériophge M13

Le bactériophage M13 (MESSING, 1977} est un bactériophage filamenteux
ayant la particularité de présenter un stade infectieux (dans le cycle de
transfection) sous forme de particule virale renfermant un ADN monocaté-
naire. Ces bactériophages ne poussent que sur des souches d'Eschericia coll
"mdles™ possédant un facteur F codant pour le pilus qui est le récepteur du
phage. Une fois dans la bactérie, le génome phagique est répliqué et con-
verti en un intermédiaire double brin (appelé forme réplicative RF). CTest
cette forme qui est 1isolée pour les sous-clonages. Il est possible, & ce
stade du cycle infectieux (forme RF) d'introduire une molécule d'ADN étran-
gere au niveau d'un site de clonage multiple généré dans 17ADN du phage M13.
La molécule dTADN de M13 recombinée pourra alors étre introduite par trans-
formation &ans une bactérie compétents et propager le wmessage sous forme

d"ADN monocaténaire une fois le cycle de propagation du phage induit.

2. Détermingticn de la ségquence d'un AON cloné

Le fait de disposer d'une molécule d'ADN simple brin renfermant 1TADNc
4 séquencer peut étre mis & profit en utilisant cette derniéere comme

matrice pour la synthése d'un brin complémentaire. La synthése de ce brin
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dTADN complémentaire commence a partir d'une courte amorce {(ou "primer
M13™) qui est préalablement hydridée en amont de 1TADNC & séquencer. Elle
est réalisde par action d'une ADN polymérase. Les enzymes les plus utili-
sés sont le fragment de Klenow de 1'ADN polymérase I d'£. coli, la reverse
transcriptase et la T7 ADN polymérase (Sequenase).

L'idée de SANGER et al. (1977) a été drajouter lors de 1'élongation
des chaines dTYADN, des analogues de nucléotides : les didésoxynucldotides.
Ces derniers ont pour effet, & chaque fois qu'ils sont incorporés, drarré-
ter la synthése. L'utilisation d'un rapport bien déterminé dNTP/ddNTP per-
met drarréter la synthese & tous les stades de 1'élongation. Les fragments
d"ADN obtenus sont alors sépards sur gel dracrylamide dénaturant permettant
une résolution au nucléotide prés. La séquence est alors lue, aprés autora-

diographie, de bas en haut du gel.

B. Matériel et méthodes

1. Clonage dans le bactériophage M13

Pour le <c¢lonage de nos molécules dTADNc dans le bactériophage M13,
nous avons fait appel au kit de clonage M13 commercialisé par la Société
Amersham.
| Les ADNc & ségquencer sont préparés dans les conditions décrites
p. A-24., Ils sont alors purifids par électrophorése sur gel dragarose (voir
p. A-29). Les bandes correspondant aux ADNc¢ sont découpées et le matériel
est récupéréd apres dissolution de l'agarose selon la wéthode du kit "Gene-
clzan™ (Bio 101) (voir p. A-28),

Toutes les é&tapes de clonage dans le bactériophage M13 et de prépara-
tion das watrices ont é&té rédalisédes selon les indications fournies par le

revendeur (voir p. A-31 A A-34 et p. A-26).
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2. Détermination de la séquence d’ADN

La séquence des ADNc a été déterminde en utilisant un kit de séquen-
¢age (kit T"Sequenase™) commercialisé par la Société U.S.B. Le mode opéra-

toire est celui donné par le fournisseur (voir p. A-35).

C. Résultats : Séquencage du clone C-1

Le clone que nous avons choisi de séquencer en premier lieu est le
clone C-1. Ce <clone possede 1'ADNc de la plus grande taille - parmi les
clones isolés - et présente l'avantage de générer - par la présence de deux
sites Eco RI internes - trois fragments de 100, 8640 et 1100 pb (voir Fig.
35, p. 145), Ces fragments peuvent facilement é&tre clonés a l'intérieur du
bactériophage M13 et n’obligent pas d'établir préalablement une cartogra-
phie de restriction du clone C-1.

Le fragment de 860 pb, fournissant une hybridation avec 1'ADNc de la
lactotransferrine humaine, a é&té séquencé intégralement. La séquence de ce
fragment et sa traduction en acides aminés sont présentés dans la Fig. 36,
p. 1580. La stratégie ayant permis la détermination de la séguence compleéte
de ce fragment est donnée dans la Fig. 37, p. 151.

La mise en évidence d'une queue poly A a l'une des extrémités nous a
renseigné sur l'orientation du clone et sur la position du fragment 860 pb
a4 1l'intérieur de C-1. Les différentes possibilités de traduction (trois
phases de lecture du brin sens et dp brin complémentaire) ont été analy-
sées. La séquence présentée dans la Fig. 36, p. 150, posséde le cadre de
lecture ouvert le plus long.

La traduction en acides aminés de cette séquence a été confrontée avec
les séquences de lactotransferrine bovine gue nous avons obtenues par

l'application des méthodes chimiques et enzymatiques. La Fig. 38 présentée
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p. 152, rend compte de cette comparaison et de 1l'alignement de cette
séquence avec la séquence totale de la lactotransferrine humaine. Comme
nous pouvons le constater, la séquence peptidique déterminée par le clonage
est & deux résidus prés (résidus 509 et 678 selon la numérotation de la
lactotransferrine humaine) 100 % homologue avec les séquences de la lacto-
transferrine bovine déterminées chimiquement. Quant & 1'howologie avec la
séquence de la lactotransferrine humaine, elle est de l'ordre de 75 %. Ces
résultats montrent donc sans ambiguité, que le fraament de 860 pb du clone

C-1 code bien pour une séquence de lactotransferrine bovine. Quant aux frag-

ments de 100 et 1100 pb, complétant le clone C-1, leur étude est actuelle-

ment en cours.

CONCLUSTON

En résumé de notre étude sur le clonage de la lactotransferrine bovine,

nous pouvons tirer les conclusions suivantes :

- Parmi les tissus qui ont été étudiés, trois ont fourni un signal
dThybridation en présence d'une sonde d'ADNc de la lactotransferrine
humaine. Il s'agit de la glande sous-maxillaire, du pis et de 1'endo-
metre.

- Deux librairies d'ADNc ont été construites & partir des ARNm poly A
isoléds de la glande sous-maxillaire af de 1'endométre.

- La 1librairie d'ADNc de 1la glande sous-maxillaire a été criblée a
l'aide de la sonde d'ADNc de 1la lactotransferrine humaine (et ce
pour la moitié des recombinants). Ce criblage nous & permis drisoler
12 clones positifs renfermant des ADNc de tailles variant de 0,4 a 2

kb.
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———p : Zones couvertes par la séquence

Fig. 37 : Stratégie de séquencage du fragment 860 pb du clone C-1.



; 505 510 515 520 525
LTFh Phe-Ser-Gln-Ser-Cys-Ala-Pro-Gly}Ser]asp-Pro]Arg]Ser} Asn]Leu-Cys-Ala-Leu-Cys]lle Gly-AspIGlu—GlulGly GlujAsn-Lys|
LTFb(1): Phe-Ser-Gln-Ser-Cys-Ala-Pro-Gly|Arg|Rsp-Pro-Lys-Ser - Arg-Leu-Cya-Ala-Leu-Cys-Ala-Gly-Asp Asp-Gln-Gly-Leu-Rsp-Lys
LTFb(2): Phe-~Ser-Gln-Ser-Cys-Ala-Pro-Gly|Ala|Asp-Pro-Lys-Ser -Arg-Leu-Cys-Ala-Leu-Cys-Rla-Gly-Aep Rep-Gln-Gly-Leu-Asp-Ly§
l Phe:
530 35 540~ 545 550 5§ G

LTFh : Cys—Val-Pro-Asn-SerIAsnIGlu Arg]Tyr-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Gly-Ala - Phe-Arg-Cys-Leu-Ala-GlufAsn-Ala|Gly-Rsp-Val-Ala-Phe-Val-Lys
LTFb(1):|Cys-Val-Pro-RAsn-Ser Lys Glu Lys Tyr-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Gly-Ala - Phe-Arg-Cys-Leu-Ala-Glu|Asp-Val|Gly-Rsp-Val-Ala-Phe-Val-Lys
LTFb(2):|Cys-Val-Pro-Asn-Ser Lys Glu Lys Tyr-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Gly-Ala - pPhe~Arg-Cys-Leu-Ala-Glu

560 580 B 5y

570 575
LTFh  : Asp-Val|Thr-VallLeu-Gln|Asn-Thr|Asp|Gly|Asn-Asn-Asn-Glu-ala |Trp-Ala-Lys|Asp|Leu]Lys-Leu-nla|asp-Phe|Ala|Leu-Leu-Cys-Leu
LTFb(1): Asn-Asp|Thr-VallTrp-GlujAsn-Thr|Asn}Gly|Glu-Ser-Thr-Ala-Asp | Trp-Ala-Lys|Asn]|Leu|Asn-Arg-Glu]|Asp-Phe|Arg|Leu-Leu-Cys-Leu

LTFh :JAsp-Gly]Lys |Arg-Lys-Pro-Val-Thr-Glu-Ala
LTFb(1):]Asp-Gly|Thr|Arg-Lys-Pro-val-Thr-Glu-Ala-Gln-Ser-Cys-His-Leu - Ala-Val-Ala-Pro-Rsn-His-Ala-Val-Val-Ser-Arg)|Ser Asp}Arg-Ala
LTFb(2):! Lys-Pro-Val-Thr-Glu-Ala-Gly-Ser-Cys-His-Leu ~Ala-Val-Ala-Pro-Asn-His-Ala-Val-Val-Ser-Arg

Gln-Asp

620 -625 63 35— ——640 64 5~
LTFh : Glu-Arg-Leu|Lys-Gln-Val-Leu-Leu-His-Gln-Gln-Rla]Lys|Phe-Gly| Arg|Asn-Gly|Ser-Asp|Cys-Pro-Asp-Lys-Phe-Cys-Leu-Phe]Gln
Lys]Asn-Gly]Lys-Asn)Cys-Pro-Asp-Lys-Phe-Cys-Leu-Phe|Lys

LTFb(1): Ala-His-Val]Lys-Gln-Val-Leu-Leu-His-Gln-Gln~-Ala]Leu]Phe-Gly

595 00- > 605 ©10- 615
Arg]Ser-Cys-His-Leu < Ala-Met-Ala-Pro-RAsn-His-Ala-Val-Val-Ser-ArglMet Lys-Val

650 655 660 6 70 75—
LTFh #Glu-Thr-Lys-Asn-Leu_Leu-Phe-Asn-Asp-Rsn-Thr-Glu-Cys-Leu-Ala|Arg|Leu|Asp]Gly|{Lys-Thr Thr-Tyr-GlulLys]Tyr-Leu-Gly-Pro}Gln
Lys|Leu~Gly-Gly-Arg-Pro-Thr-Tyr-Glu-Gly-Tyr-Leu-Gly-Thr]Ala

LTFb(1):{Glu-Thr-Lys-Asn-Leu-Leu-Phe-Asn-Asp-Asn-Thr-Glu-Cys-Leu-Ala
Leu-Gly-Gly-Arg-Pro-Thr-Tyr-Glu-Gly~Tyr-Leu-Gly-Thr|Glu

—680 85 —690 ~——695 700
LTFh fyr-Val|Ala-GlyJlle]|Thr|Asn-Leu|Arg)Lys-Cys-Ser-Thr-Ser-Pro- Leu-Leu-Glu-Ala-Cys{Glu}Phe-LeulArg-Lys
Ala}Phe-LeufThr-Arg

LTFb(1, :LI‘yr—Val—Thr-Ala-Ile-Ala—Asn—Leu-Lys-Lys-Cys-Ser-Thr-Sel‘-PrO- lLeu-Leu-Glu-Ala-Cys
LTFb(2): ‘yr—Val—Thr-Ala-Ile-Ala-Asn-Leu-Lysl

Alignement des séquences peptidiques partielles de la lactotransferrine bovine déterminées
par clonage [LTFb (1)] et par les wéthodes chimigques [LTFb (2)] avec la séquence peptidique
correspondante de la lactotransferrine humaine [LTFh].

Fig. 38 :

[4°)8
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- Le clone 1le plus important en taille (clone C-1) a été ségquencé sur
860 pb. La traduction en acides aminds de cette séquence nucléoti-
dique, confrontée avec nos séquences peptidiques de la lactotransfer-
rine bovine et avec 1la séquence de la lactotransferrine humaine, a
permis de montrer qu'il s'agissait bien de 1la lactotransferrine
bovine.

Nous avons donc atteint notre but qui était de cloner 1'ADNc de la lac-
totransferrine bovine. L'étude n'est cependant pas terminde puisqu'il reste
plus des 2/3 de la molécule & séquencer.

Par ailleurs, la séquence que nous avons obtenue correspond a celle de
la lactotransferrine synthétisée par la glande sous-maxillaire. Nous devons
donc maintenant apporter la preuve que la lactotransferrine est le produit
de l'expression d'un ARN messager unique pour gque la séquence que nous
avons obtenue soit conforme & celle de la lactotransferrine isolée du lait

de Vache.



Conclusion Générale
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COMNMCLUSIOMNM GEMERALE

Les conclusions que nous pouvons tirer de notre travail, qui a

consisté & déterminer la structure primaire partielle de la lactotrans-

ferrine de Vache, peuvent étre résumées de la maniére suivante

[§8]

L'hydrolyse trypsique ménagée de 1la lactotransferrine saturée en
fer a permis 1l'isolement de 3 fragments de nature glycopeptidique
de 52, 45 et 30 kDa. La détermination des séquences N-terminales
de ces fragments et leur alignement avec la structure primaire de
la lactotransferrine humaine a montré que les fragments 52 et 45
kDa correspondaient & deux formes plus ou moins importantes du frag-
ment C-terminal de 1la lactotransferrine. Ces derniers sont analo-
ques, respectivement, aux fragments C- trysique et C-pepsique de la
lactotransferrine humaine, caractérisés par LEGRAND et al. (1984,
1987). Quant au fragment de 30 kDa, il correspond au fragment N-
terminal et est analogue au fragment N-trypsique de la lactotrans-
ferrine humaine.

Une seconde hydrolyse trypsique du fragment N-terminal (30 kDa)
resaturé en fer a conduit a l'isolement d'un glycopeptide de 20 kDa
dont la séquence N-terminale s'aligne sur celle du glycopeptide N-2
de la 1lactofransferrine humaine, caractérisée par LEGRAND et al.
(1984). L'étude particuliére de ce fragment a permis de montrer
qu'il portait 1'unique glycanne de nature oligomannosidique du
fragment N-terminal de 1la lactotransferrine bovine. Par ailleurs,
ce glycopeptide de 20 kDa est capable, tout comme le glycopeptide N-

2 de la lactotransferrine humaine, de fixer réversiblement un atome
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de fer par molécule. La présence du glycanne est, de plus, néces-
saire a la fixation du métal.
L'hydrolyse chimique du fragment C-terminal (45 kDa) par le bromure
de cyanogéne génére deux coupures : une coupure spécifique aprés un
résidu de méthionine (position 485 selon la numérotation de la lac-
totransferrine humaine) et une coupure non-spécifique au niveau
d'une séquence Asp-Pro (positions 510-511). Ces deux coupures ont
permis d'isoler 3 fragments porteurs chacun d'un glycanne.
L étude de la composition molaire en monosaccharides des glycannes
présents sur les 3 fragments BrCN a permis de montrer que la nature
des structures glycanniques n'était pas identique sur chaque site
de glycosylation. Ainsi, un premier glycanne, porté par le résidu
d'Asn n° 467 {selon 1la numérotation de 1la lactotransferrine
humaine) renferme dans un rapport 3:1 des structures de type oligo-
mannosidique et N-acétyllactosaminique, alors que le second et le
troisiéme sites de glycosylation, correspondant aux résidus d'Asn
ne 490 et 559 portent, respectivement, des glycannes de types N-
acétyllactosaminique et oligomannosidique.
La détermination de la séquence N-terminale des différents frag-
ments et peptides que nous avons isolés, a été & l'origine de la
connaissance de la séquence de 229 acides aminés de la chaine poly-
peptidique de la lactotransferrine de Vache.
La poursuite de la détermination de la sédquence peptidigque de la
lactotransferrine bovine a été réalisde par le clonage et le
séquengage d'un  ADN  complémentaire. Les részultats que nous avons
obtenus sont les suivants :
- Plusieurs tissus ont été testés pour leur capacité & produire un
ARN messager spécifique de la lactotransferrine bovine. Deux tis-

sus ont présentés un signal drhybridation positive en présence



d'une sonde dTADNc de la lactotransferrine humaine : il s'agit de
la glande sous-maxillaire et de 1'endométre de Vache soumis & une
stimulation par 1les oestrogénes. Deux librairies d'ADNc ont été
construites & partir d'ARNm poly A+ isolés de ces tissus.

- Le criblage de la librairie d'ADNc de la glande sous-maxillaire a
fourni 12 clones positifs renfermant des ADNc de tailles variant
de 0,4 & 2 kb.

- Le séquengage de 860 pb du clone le plus important (clone C-1 de
2 kb a permis de montrer que la traduction en acides aminés de
ce dernier correspondait bien & une séquence de la lactotrans-
ferrine bovine. La séquence nucléotidique représente une partie
non codante de 192 nucléotides, et une partie codante de 606
nucléotides correspondant aux 202 acides aminés C-terminaux de la
lactotransferrine bovine. Cette 3séquence peptidique est conforme
aux séquences partielles détermindes chimiquement et présente une
homclogie de 75 % avec la séquence peptidique de la lactotrans-
ferrine humaine.

- En résumé, l'application conjointe des deux méthodes utilisdes
pour la détermination de la structure primaire de la lactotrans-
ferrine bovine porte donc, & ce jour, & 338 le nombre d'acides
aminés connus de la wolécule - s0it environ la moitié -. Ces

résultats ont été récapitulés dans la Figure 39, p. 157.

Les travaux que nous avens réalisés jusqutalors n'ont malheureusement
pas conduit & l'élucidation compléte de la structure primaire de la lacto-
transferrine bovine. Toutefois, les wméthodes disolement des différents
fragments que nous possédons et le clonage d'un ADNc de la lactotransfer-
rine bovine daevrait, dans un avenir proche, permettre de déterminer la

structure primaire entigre de la lactotransferrine de Vache.
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Fig. 39 : Récapitulatif des séquences peptidiqués déterminées par clonage [LTB (1)1 et chimiquement

[LTB (2)] - Alignement avec la séquence totale de la iactotransferrine humaine (LTH).
(METZ-BOUTIGUE et al., 1984). '
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A plus long terme, il serait intéressant de poursuivre 1'étude de la
lactotransferrine de Vache par la définition de sa structure tridimension-
nelle. En effet, cette derniére serait peut-étre en mesure d'expliquer pour-
quoi la lactotransferrine de Vache semble glycosylée sur tous ses sites de
glycosylation alors que 1la lactotransferrine humaine ne posséde que 2 gly-
cannes bien que 4 sites soient présents sur la molecule. Enfin, le clonage
d'un ADNc c¢odant pour la lactotransferrine bovine ouvre la porte au clonage
du géne, et & 1'étude des mécanismes impliqués dans la régulation de son

expression au niveau des différents tissus renfermant la lactotransferrine.
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— PARTIE I —

PREPARATION ET ETUDE DES FRAGMENTS

DE LA LACTOTRANSFERRINMNE BOUINMNE

La méthode que nous avons utilisée est dérivée de celle décrite par
CHERON et al. (1977). Cette technique a été modifide en 1984 au cours de

notre D.E.A.

/. Préparation du lactosérum

Le lactosérum que nous avons utilisé est un lactosérum obtenu aprés
précipitation de 1la caséine par l'acide chlorhydrique. Ce lactosdérum nous a
été fourni par les fromageries BEL (Venddme). Le lactosérum est additionné
de 16 g d'acétate de sodium (pour ajuster la force ionique & celle du gel)
et est amené a pH 7,5 par addition de NH.LOH 1M. La lactotransferrine conte-
nua dans le lactosérum est alors saturéde en fer par addition de 1 wml d'une
solution de sel ferrique, obtenue en dissolvant 232 mg de chlorure ferrique,
6 H20 dans 100 ml d'une solution 0,1 M en citrate de sodium et 0,1 M en

bicarbonate de sodium (pH 8,2) par 1. de lactosérum (AZARI et BAUGH, 1947).
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2. Chromatographie du lactosérum

Le lactosérum est chromatographié par un procédé de "batch absorption”.
Un échangeur de cations, le SP-Sephadex (Pharmacia), préalablement gonflé
dans une solution dTacétate de sodium 0,22 M, est ajouté au lactosérum &
raison de 50 ml de gel par 1. Le mélange est agité mécaniquement a 4°C
pendant 4 h. Le gel, récupéré par décantation et filtration, est ensuite
lavé par des solutions d'acétate de sodium 0,22 M et 0,35 M (10 volumes de
chacune). La lactotransferrine est éluée par une solution d'acétate de

sodium 1 M. Cette fraction, contenant la lactotransferrine, est dialysée 2

jours contre de l'eau puis lyophilisée.

3. Purification de la lactotransferrine

La purification de 1la lactotransferrine est obtenue par une nouvelle
chromatographie d'échange d'ions. Le méme support (SP-Sephadex équilibré
dans de 1l'acétate de sodium 0,22 M) est utilisé mais la chromatographie
est réalisée sur une colonne (10 x 30 cm). L'élution s'effectue par paliers
de molarités croissantes en acétate de sodium (0,265 M ; 0,35 M ; 0,4 M ;
0,5 M et 1 M). La lactotransferrine est éluée & partir de 0,5 M. Les frac-
tions contenant la lactotransferrine sont dialysées 2 jours contre de 1l'eau
puis lyophilisées.

La lactotransferrine est, a ce stade, électrophorétiquement et immuno-
électrophorétiquement pure.

Le rendement pondéral varie de 20 a 80 mg/l1 de lactosérum.

B. Préparation de 1'apolactotransferrine

L'apolactotransferrine (lactotransferrine sans fer) peut étre obtenue
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a partir de la lactotransferrine native ou saturée en fer. La désaturation
est réalisée selon le protocole décrit par MAZURIER et SPIK (1980) pour la
lactotransferrine humaine.

La lactotransferrine, native ou diferrique, est dissoute dans un
tampon formiate de sodium 0,2 M, phosphate de sodium 0,2 M, EDTA 0,04 M, pH
4,0 a2 une concentration maximale de 0,5 % (p:v). La solution est laissée
une nuit &a température ambiante, dialysée 2 jours contre de l'eau (& + 4°C)

puis lyophilisée.

II. PREPARATION DES FRAGMENTS TRYPSTIQUES DE LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE

A. Préparation des fragments N- et C- terminaux

Le protocole que nous avons utilisé est dérivé de celui mis au point
en 1984 par LEGRAND et al/. pour la préparation des fragments trypsiques de
la lactotransferrine humaine.

1 g de lactotransferrine bovine saturée en fer est dissous dans 50 ml
de tampon Tris-HC1 0,1 M (pH 8,2), acétate de calcium 0,025 M. 20 mg de
trypsine (Sigma) sont ajoutés au milieu avant incubation & 37°C pendant 4 h.
L'hydrolysat est alors chromatographié pour séparer les fragments générés.
Deux types de chromatographies sont utilisés

1. Une chromatographie en conditions non dissociantes sur une colonne

(10 x 150 cm) de Sephadex G-75 fine (Pharmacia) équilibrée dans une
solution de bicarbonate d'ammonium 0,05 M. Dans ce cas l'hydrolysat

t déposé tel quel sur la colonne et le développement de la chroma-

m
0]

tographie s'effectue a4 40 ml/h.
2. Une chromatographie en conditions dissociantes sur une colonne (10

% 150 cm) de Bio-Gel P-60 (Biorad) équilibrée dans une solution



dracide acétique & 10 p 100 (v:v). L'hydrolysat, avant chromatogra-
phie, est d'abord ajusté a 10 p 100 en acide acétique. Le débit de
la colonne est é&galement de 40 ml/h. Dans ce cas, les fragments
sont obtenus sous forme apo (sans fer). Si la resaturation en fer
des fragments est souhaitée, la fraction contenant le fragment &
resaturer est dialysée une nuit contre de l'eau puis ajustée & pH
8,2 par une solution de bicarbonate de sodium & 1 M. La resatura-

tion est obtenue en ajoutant une quantité adéquate de la solution

d" AZARI et BAUGH (1967).

B. Préparation du glycopeptide N-2

La méthode que nous avons utilisée dérive de celle décrite par LEGRAND
et al. (1984).

Le fragment N-terminal (fraction III) resaturé comme il est décrit ci-
dessus est concentré & 2 p 100 (p:v) sur une cellule A concentration sous
pression Amicon (membranes Diaflo). Il est ensuite soumis & une nouvelle

hydrolyse par la trypsine dans un rapport enzyme/substrat de 1:50, pendant

(53]

h a 37°C.L'hydrolysat est ensuite directement chromatographié sur une
colonne de Bio-Gel P-30 (2 x 150 cm) équilibrée dans une solution de bicar-
bonate d'ammonium 0,05 M. Le débit est de 5 ml/h et le volume d'injection

inférieur a3 5 ml.

III. HYDROLYSE DU FRAGMENT C-TERMINAL PAR LE BROMURE DE CYANOGENE

A. Réduction et alkylation

Afin d'obtenir un bon rendement de coupure, il est nécessaire de



A=5

réduire les ponts disulfures par un agent réducteur et de bloquer les
fonctions thiols 1libérées par un réactif alkylant, tels que le dithio-
thréitol (DTT) et 1'iodoacétamide. Le protocole de réduction et dralkyla-
tion est le suivant

La protéine (ou le polypeptide) est dissoute (a4 5 p 100) dans un
tampon Tris-HCl (pH 8,2), urée 8 M, EDTA 0,03 M. Le DTT est ajouté a raison
de 100 excés molaire. La solution est laissée sous azote pendant 15 min.,
puis incubée 16 h & température ambiante & l'obscurité. L'alkylation est
obtenue par addition de l'iodoacétamide recristallisé qui est ajouté grain
par grain a 1la solution. Le pH de cette derniére est ajusté (au cours de
lralkylation) & 8,2 par une solution de NaOH 2M. L'absence de SH libres est
vérifiée par le réactif au nitroprussiate. La protéine réduite et alkylée
est alors dessalée sur une colonne de Bio-Gel P-30 (2 x 100 cm) éguilibrde

dans une solution d'acide acétique & 10 p 100, puis lyophilisée.

B. Hydrolyse par le bromure de cyanogéne

L'hydrolyse du fragment C-terminal réduit et alkylé a été effectude
selon GROSS ot WITKOP (1961).

Le fragment réduit et alkylé est dissous dans une solution d'acide
formique 3 70 p 100. Le bromure de cyanogéne (BrCN) est ajouté a la
solution & raison de 200 exceés moléire. Le mélange est laissé 48 h. &
température ambiante sous agitation douce. A la fin de la réaction, 10
volumes d'eau refroidie & +4°C sont ajoutés au mélange. L'excés de BrCN
n'ayant pas rédagi est éliminé & 1'évaporateur rotatif et les fragments BrCN
sont lyophilisés, repris par une solution d'acide acétique & 10 p 100, puis
chromatographiés sur une colonne de RBio-Gel P-60 (2,5 x 150 cm) équilibrée

dans une solution d'acide acétique a 10 p 100.



III. PREPARATION DES GLYCOPEPTIDES

La détermination des sites de glycosylation et de la nature des gly-
cannes présents sur ces sites nécessite la préparation de glycopeptides.
Ces préparations ont été effectuées & partir de fragments BrCN. Ces frag-
ments, qui sont déja réduits et alkylés, peuvent étre hydrolysés compléte-
ment par la trypsine. Les fractions glycopeptidiques sont purifiées par

chromatographie sur colonne de concanavaline-A Sepharose.

A. Hydrolyse trypsique totale

Le fragment BrCN est dissous & 1 % (p:v) dans un tampon Guanidine-HC1
0,1 M (pH 8,2), CcaCl, 0,025 M. La trypsine est ajoutée dans un rapport 1:50
(p:p) et 1'hydrolyse est réalisée a 37°C sous agitation douce pendant 24 h.
La trypsine est ensuite dénaturéde par chauffage & +70°C pendant 10 min et
1'hydrolysat est chromatographié sur une colonne de Bio-Gel P-6 (2 X 50 cm)
afin d*éliminer les fragments incomplétement digérés.

Cette chromatographie permet é&galement de changer de tampon et de

récupérer les peptides et glycopeptides dans un tampon Con-A (voir ci-
dassous) permettant 1le passage direct sur colonne de concanavaline-A immo-
bilisée.

B. Chromatographie d'affinité sur colonne de concanavaline-A immobi-

lisée

Le fractionnement des glycopeptides a été réalisé sur colonne (1x5 cm)
de concanavaline-A Sepharose 4B (Pharmacia) équilibrée dans le tampon :

acétate de sodium 0,005 M, MnCl. 0,001 M, MgCl. 0,001 M, CaCl, 0,001 M, Nacl



0,1 M, PH 6,5 selon le protocole décrit par KRUSIUS et al. (1976). L'élu-
tion des glycopeptides est obtenue par le méme tampon mais contenant des
molarités croissantes en «a-D-méthylglucoside («-D-CHzGlc). Ainsi une mola-
rité de 0,02 M en «-D-CHzGlc permet 1'élution de glycopeptides portant des
glycannes de type N-acétyllactosaminique. Une molarité de 0,2 M en «-D-
CHzGlc permet dréluer des glycopeptides portant des glycannes de type oligo-
mannosidique. Les fractions Con-A obtenues sont concentrées a l'évaporateur
rotatif. L'a-D-CHaxGlc est éliminé par chromatographie sur colonne de Bio-
Gel P-2 (1,5 x 30 cm) équilibrée dans 1'eau. Le développement de la chroma-
tographie est suivi par repérage des glycopeptides 3 l'orcinol sulfurique
(solution d'orcinol a 0,2 % dans HoS0. 20 %) aprés dépdét de fractions ali-
quotes sur plaques de Silicagel G-60 (MERCK). Les fractions glycosylées

sont lyophilisées.

V. ETUDE DU GLYCOPEPTIDE N-2

1. Déglycosylation

La déglycosylation du fragment de 20 kDa (glycopeptide N-2) a été
effectuée par 1'endo-N-acétylglucosaminidase H isolée de Streptomyces
griseus selon TARENTINO et MALEY (1974). Cette enzyme hydrolyse spécifique-
ment les N-glycannes de type oligomannosidigque entre les deux résidus de N-
acétylglucosamine du point drattache.

1 mg de glycopeptide est hydrolysé par 20 mU d'enzyme (AS = 30 U/mg)
en présence d'un tampon phosphate 0,2 M/citrate 0,1 M pH 5,5 pendant 24 h a

SFeE.
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2. Chromatographie des glycannes sur couche mince

La séparation des oligosaccharides libérés par hydrolyse enzymatique a
été obtenue par chromatographie sur couche mince selon la méthode décrite
par PALO et SAVOLEINEN (1972).

Les oligosaccharides en solution sont déposés a la micropipette sur
une plaque de Silicagel G-60 (MECRK). Quatre migrations successives sont
réalisées en cuve contenant le solvant : N-butanol / acide acétique / eau
(2:1:1, v/v). Les oligosaccharides sont révélés par le réactif a l'orcinol
sulfurique. Leur migration est comparée a celle d'oligosaccharides manno-

sidiques témoins.

Le glycopeptide N-2 est réparti, & une concentration finale de 1 mg/ml,
dans 12 tubes contenant des solutions tampon HEPES 0,1 M NaHCOxz 0,005 M de
pH 7,8 & 6,6 et de tampon MES 0,1 M, NaHCOz 0,005 M de pH 6,4 & 5,6. L'ab-
sorbance des solutions est 1lue a 415 nm, pour chaque tube, aprés une nuit

d'incubation a température ambiante.

2. Réversibilite de 1

fixation du fer par le glycopeptide N-2

Le glycopeptide N-2 est dissous a une concentration de 1 mg/ml dans un
tampon MES 0,1 M, NaH® 0,005 M pH 5,5 et laissé 2 h. & température
ambiante. Aprés vérification de la désaturation en fer du glycopeptide N-2
par mesure de l'absorbance & 415 nm (densité optique nulle), le pH de la

solution est remonté a 7,8 par addition d'une solution de NaOH 0,5 M. Une
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nouvelle mesure de 1'absorbance & 415 nm rend compte du taux de resatura-

tion.

3. Influence de la présence du glycanne sur la saturation en fer

Le glycopeptide N-2, désaturé comme il est décrit ci-dessus, est chro-
matographié sur une colonne de Sephadex G-25 (PD 10) (Pharmacia) - pour
éliminer le fer 1libre - équilibrée en tampon HEPES 0,1 M, NaHCOs 0,005 M,
'pH 7,5. Le glycopeptide N-2 est ensuite resaturé en fer par addition de 1la
quantité de fer appropriée (dont 10 % sous forme radiomarquée S®Fe3*).
L'excés de fer non fixé est éliminé par une nouvelle chromatographie sur PD-
10 et le taux de saturation est déterminé par mesure de l'absorbance & 415
nm 2t par comptage de la radicactivité fixée. Le glycopeptide est ensuite
soumis & une déglycosylation dans les conditions décrites ci-dessus (p. A-
7). Le fer 1libéré lors de la déglycosylation est éliminé par chromatogra-

phie sur PD-10 et le taux de saturation est déterminé & nouveau.

VI. TECHNIQUES DTANALYSE ET DE DOSAGE

A. Techniques d'analyse

1. Electrophoréese en gqel de polyacrylamide

L 'électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS est réali-
sée d'aprés la méthode de DAVIS (1964). LTappareillage utilisé est commer-

Biorad.

([N

cialisé par la Sociét
Le gel inférieur est constitué d'un gel de réticulation variable (de

7o o

w

% selon la résolution attendue) ou en gradient (de 5 a 20 %). Le
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gel supérieur est un gel réticulé a 5 % d'acrylamide. L'électrophorése est
réalisée dans un tampon Tris 0,025 M, Glycine 0,18 M, SDS 1 % (p:v) pH 8,6
a raison de 8 V/cm pendant 4 h. L'échantillon est dissous dans un tampon

avec ou sans 2-mercaptoéthanol.

2. Détermination de la séquence N-terminale des fragments

La détermination de la séquence N-terminale des fragments protéiques a
été réalisée au Laboratoire de Chimie des Biomolécules de 1'Institut Pas-
teur de Lille (Directeur : Pr. A. TARTAR).

La dégradation récurrente dYEDMAN est effectuée sur un microséquen-
ceur phase gaz 470 A couplé a un appareil de H.P.L.C. 120 A de chez Applied

Biosystems.

B. Techniques de dosage

1. Dosage de protéines

Les concentrations des protéines en solution ont été déterminées par
la méthode de LOWRY et a/. (1951) ou, dans le cas de la lactotransferrine
seule apo ou saturée en fer, d'aprés son absorbance a 280 nm soit
E = 11,2 pour l'apotransferrine et E = 14,6 pour la lactotransfer-

rine diferrique (CHERON, 1975).

2. Dosage du fer

Aprés rupture de la liaison fer/lactotransferrine par 1l'acide chlorhy-

drique et déprotéinisation par 1l'acide trichloracétique, 1'ion ferrique

libéré est réduit en ion ferreux par l'acide thioglycolique. L'ion ferreux
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forme avec 1la bathophénanthroline disulfonée un complexe rose dont 1'inten-
3ité de coloration est proportionnelle & la concentration en fer. Ces solu-

tions sont disponibles sous forme d'un kit : Kit Biopack-Fer (Biotrol).

3. Composition molaire en monosaccharides

La composition molaire en monosaccharides a été déterminée par chroma-
tographie en phase gazeuse aprés méthanolyse et triméthylsilylation selon
la méthode décrite par KAMERLING et al/. (1975). Cette technique permet de
doser des quantités de l'ordre de 1 a3 5 ug de monosaccharides.

Aux échantillons & doser est ajouté 1 g de mésoinositol (témoins inter-
nes) en solution a 1 pg/ml. Aprés lyophilisation , la méthanolyse est réali-
sée par 250 ug de CH=OH/HC1l 0,5 M pendant 24 h. & +80°C dans un tube hermé-
tiquement fermé. La solution est ensuite neutralisée par du carbonate
d'argent ajouté grain par grain, puis N-réacétylée par 10 pl dranhydride
acétique. Aprés une nuit A& température ambiante et & l'obscurité, le tube
est centrifugé. Le surnageant, introduit dans une pipette Pasteur scellée &
une extrémité, est délipidé 3 fois par 200 uyl drheptane puis évaporé sous
azote. Le résidu sec est repris par 25 ul de pyridine et 25 pl de B.S.T.F.A.
(Bis Silyl Trifluoro Acétamide). Aprés 3 h. de réaction & température
ambiante, les monosaccharides sont analysés en chromatographie phase
gazeuse sur c¢olonne capillaire (0,2 mm x 25 m) remplie de silicone OV 201.
La température est programmée de +120°C & +240°C a raison de +2°C/mn. Le
débit du gaz vecteur (He) est de 1 ml/mn, la pression d'entrée étant de 0,6

bars.
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— PARTIE II -—

CLOMAGE DE LA LACTOTRANSFERRINMNE BOUINE

I. SOUCHES BACTERIENNES ET MILIEUX DE CULTURE UTILISES

A. Caractéristiques des souches utilisées

Les principales caractéristiques et conditions dfutilisation des

souches bactériennes sont rassemblées dans le tableay XIII p. A-13.

B. Composition des milieux de culture

Milieu LB Milieu 2 x TY
Bactotryptone 10 g Bactotryptone 6 g
Extrait de levure 5 g Extrait de levure 10 g
NaCl 5 g NacCl 5 g
H>0 gsp 1l H,0 gsq fl
pH 7,5 pH 7,5

. pré-culture et cultures . culture de la bactérie JM 105
des différentes souches pour l'obtention du bactério-

d*E. coli. phage M13.
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Milieu minimum (boites)

Agarose 18" 'g
H20 900 ml
M9 (10 %) 100 ml
Mg S04 1 M 1 ml
caCl, 0,1 M 1 ml
Thiamine HC1 1 M 1 ml
20 % Glucose 10 ml

. Sélection des souches

"m&les™ de JM 101 et

JM 105
Milieu LAM

Bactotryptone 10 g
Extrait de levure 5 g
NaCl 2,5 g
Mg SO. 2,32 g
NaOH 5 M 0,6 ml
H20 gsq 1000 ml
pH 745

. Culture du bactériophage \

sur £. coll C 600 hfl.

Milieu H
Bactotryptone 10 q
NaCl ' 8 g
Bactoagar 12 g

Milieu M9 (10 Xx)

Na> HPO. 60 g
KHz PO, 30 g
NH, Cl 10 g
NaCl 549

constitution du milieu

minimum

Milieu LAM (Boites)
Bactoagar (ou agarose) 12 g

LAM el

Milieu LAM (Gélose molle)
Bactoagar (ou agarose) 7hg

LAM el

. Culture et amplification du

bactériophage sur boite
(l1"agarose est utilisé pour

les préparations d'ADN de A).

Milieu H (gélose molle)

Bactotryptone 10 g
NacCl 8 g
Bactoagar 8 g

Culture sur boite du bactériophage M13.
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Nous avons, pour plus de commmodité, rassemblé les principales solu-
tions et tampons utilisés couramment. Ces solutions seront rappelées dans
le texte par 1la présence d'un astérisque (*). Les solutions n'apparaissant

pas dans ce chapitre seront décrites dans le paragraphe correspondant.

Fopdd 1 o . IB
Tris-HCl (pH 8) 001 T M Acide borique 0,05 M
EDTA (pH 8) 0,001 M Borate de sodium 0,005 M

Sulfate de sodium 0,01 M

EDTA 0,001 M
pH 8,2
- IBE - TAE
Tris-borate 0,089 M Tris-acétate 0,04 M
Acide borique 0,089 M EDTA 0,001 M
EDTA 0,002 M PH 8,0
PH 7.8
. 85C 20 x . ZH 19=10
NaCl 2 M Tris-HCl (pH B8) 0,01 M
Citrate de sodium (Na)sz 0,3 M Mg SO0. 0,01 M
pH 750

: Denhardt 50 x

Ficoll 5 g
Polyvinylpyrrolidone (PVP) 5 g
Serum albumine bovine (SAB) 5

H.0 gsp 500 ml
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Tampons d'utilisation des enzymes de restriction

. Tampon faible . Tampon moven
Tris-HC1 (pH 7,5) 0,001 M NaCl 0,05 M
MgCla 0,01 M Tris-HCl (pH 7,5) 0,01 M
Dithiothréitol (DTT) 0,001 M MgCla 0,01 M
DTT 0,001 M

. Tampon fort

NaCl 041 M
Tris-HCl1 (pH 7,5) 0,0 - M
MaCla B 5(GR I Y
DTIT 0,001 M

ITI. TECHNIQUES D'ISOLEMENT ET DE PURIFICATION DES ARN

A. Préparation des ARN cellulaires totaux (MANIATIS et al., 1982)

Tampon d'extraction

Isothiocyanate de guanidine 4 M
Citrate de sodium (pH 7,0) 0,005 M
f-mercaptoéthanol 0,1 M
Sarkosyl 0.5 M
Le tizssu - ou les cellules - est mis en suspension dans 5 volumes de

tampon et homogénéisé au Polytron dans un becher sur de la glace (pour
dviter 1'échauffement). 1 g de chlorure de césium est ajouté pour 2,5 ml

d'homogénat et mis sous agitation jusqu'a compléte dissolution. L'ensemble
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est ensuite déposé sur un coussin de 1,2 ml de CsCl 5,7 M dans du 0,1 M
EDTA (pH 7,5), dans un tube Beckman pour rotor SW 50-1. Les tubes sont cen-
trifugés 12 h a 35000 tr/mn & +20°C. Dans ces conditions 1'ARN précipite
et est retrouvé au fond du tube. Le surnageant est éliminé et les ARN sont
séchés sous vide.

Les ARN sont repris par un tampon Tris-HCl 10 mM (pH 7,4), 5 mM EDTA,
1 % SDS et soumis a b5 extractions : 1 extraction par 1 volume de phénol
saturé en Tris-HCl1 10 mM pH 8 ; 2 extractions par un volume de mélange
(v:v) de phénol/chloroforme ; 2 extractions par de 17éther méthylique
saturé en eau. La phase aqueuse est ajustée & 0,3 M en acétate de sodium
par un ajout d'acétate de sodium 3 M puis précipitée par 2,5 volumes
dréthanol absolu & -20°C. La précipitation des ARN est obtenue aprés 2 h a -
80°C ou une nuit & -20°C.

Les ARN précipités sont récupérés par une centrifugation en tubes
Corex 8 15000 g, a +4°C pendant 20 min., puis séchés sous vide. Les ARN
sont enfin repris par 1le tampon de fixation sur colonne dToligo (dT)
cellulose. La quantité dTARN obtenus est estimée par une mesure de
1"absorbance a 260 nm. La qualité de la purification est déterminée par

mesure du rapport des densités optiques & 260 nm et 280 nm.

B. Purification des ARNm poly A + (AVIV et LEDER, 1972)

Tampon de fixation Tampon d’'élution
Tris-HCl 0,01 M (pH 8,0) Tris-HC1 0,01 L M (pHu8,0)
NaCl 045 M SDS 0,08, %4 (ptv)
SDS 025 % (p:v) EDTA 0,001 M

EDTA 0,001 M
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500 mg d'oligo (dT) cellulose (Sochibo) mis & gonfler dans le tampon
d'élution permettent de préparer une colonne de 3 ml sur laquelle pourront
étre purifiés 10 mg d'ARN totaux.

Les ARN totaux repris dans l'eau sont amenés a une concentration de 2
mg/ml. Ils sont alors dénaturés pendant 5 min. & 65°C puis rapidement mélan-
gés a un volume égal de tampon de fixation deux fois concentré. Les ARN
sont déposés sur la colonne d'oligo (dT) équilibrée dans le tampon de fixa-
tion. La fixation sur la colonne s'effectue en 2 étapes, le premier é&luat
étant recyclé. Aprés lavage de la colonne par 10 volumes de tampon de fixa-
tion, les ARN sont élués par 3 volumes de tampon dfélution. L'éluat est
ajusté a8 0,5 M en NaCl et recyclé sur la colonne. La seconde chromatogra-
phie est menée comme la premiére. L'éluat final est amené & 0,3 M en acé-

tate de sodium et précipité par 2,5 volumes dréthanol.

IV. MARQUAGE DES SONDES

Les sondes utilisées (ADNc ou oligonucléotides) ont été marquées en

utilisant des précurseurs radioactifs. Les précurseurs radicactifs ont été

achetés auprés de la Société Amersham. Il s'agit de 1'«-3*2pP dCTP pour les

sondes double brin et du Y-32p ATP pour les sondes oligonucléotidiques.

A. Marquage des fragments d'ADN double brin

Les fragments d'ADN double brin (sondes ADNc en particulier) ont été
marqués au 2P par la wméthode du déplacement de bréche ("Nick-transla-
tion") (MANIATIS et al., 1982).

Le radiomarquage d'environ 200 ng dTADN est effectué dans un volume

final de 30 upl, en tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,2, MgCl, 10 mM, DTT 1 nM,
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sérum albumine bovine (SAB) 100 ug/ml, en présence de dGTP, dATP, dTIP a 1
mM, de 30 uCi d'a~*2p dCTP (3000Ci/mmole), de 5 U de DNA polymérase I
(Appligéne) et de 10 pg de DNase I (Calbiochem). Le mélange réactionnel est
incubé pendant 5 min. & 37°C pour favoriser l'activité de la DNase I puis
pendant 3 h. & 15°C. L'ADN radiomarqué est ensuite séparé de 1'a~32Pp dCTP
non incorporé par une chromatographie sur colonne de 1 ml de Sephadex G-50
(Pharmacia) équilibrée dans du TE¢®>., Les activités spécifiques obtenues
sont de l'ordre de 10® cpm/ug. La sonde marquée est conservée a -20°C
jusqu'a l'utilisation. Elle est dénaturée & +100°C pendant 2 min. puis

refroidie rapidement dans de la glace fondante avant l'emploi.

B. Marquage des sondes oligonucléotidiques

Les sondes oligonucléotidiques sont marquées au -32P & leurs extré-
mités 57-0H par la polynucléotide kinase du phage T4 (MANIATIS et al, 1982).

1 ug d'oligonucléotide est incubé dans 50 pl de tampon Tris-HC1 50 mM
pPH 7,6, MgCl. 100 M, DIT 5 mM, spermidine 0,1 mM, EDTA 0,1 M en présence
de 100 pCi dYATP Y -22p (3000 Ci/mmole) et de 5 U de polynucléotide kinase
de T4 (Appligéne) pendant 30 wmin. & +37°C. La réaction est arrdtée par
lraddition d'EDTA & 20 mM final. L'oligonucléotide marqué est extrait par 1
volume de phénol, 1 volume de mélange (v:v) de phénol/chloroforme puis 1

volume de chloroforme. La concentration en acétate d'ammonium est ajustde &

ra

.5 M et 1l'oligonucléotide est précipité par 3 volumes d'éthanol en pré-

sence de 5 ug d'ARNt entraineur.

V. CONSTRUCTION DES LIBRAIRIES D'ADN COMPLEMENTAIRES

A. Synthése des ADNc double brin
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La synthése des molécules d'ADNc double brin a été réalisée en utili-
sant le kit de synthése d'ADNc commercialisé par le Société Amersham qui
fait appel 3 la technique décrite par GUBLER et HOFFMAN(1983).

Les synthéses ont é&té effectudes a partir de 5 pg de nos préparations
d'ARNm poly A+. Le premier brin d'ADN complémentaire est obtenu par 1l'ac-
tion de la transcriptase réverse isolée du Virus du Myéloblastome Aviaire
(AMV). L'ADNc est ensuite rendu double brin par l'action conjointe de la
RNase H et de 1'ADN polymérase I. Enfin les extrémités des ADNc double brin
sont rendues franches par une étape supplémentaire faisant intervenir 1'ADN
polymérase isolée du bactériophage T4.

La quantité dT'ADNc néosynfhétisée et le rendement de la rétrotrans-
cription sont estimés par comptage de la radioactivité incorporée sous
forme d'un dNTP marqué en « par le 32P. La taille des ADNc est contrélée

sur gel dragarose suivie d'une autoradiographie.

B. Méthylation des sites Eco RI internes et ligation des adaptateurs

Eco RI

Les ADNc précipités sont repris par 15 pl d'eau et le mélange

réactionnel suivant est réalisé

ADNc 15l 10 x Méthylase

10 x Méthylase ‘ 2l

S-adénosyl méthionine (SAM) 2 ul Tris-HC1 pH 8,0 1 M
Eco RI méthylase 1 ul EDTA PH 8,0 0,001 M

L'ensemble est incubé & 37°C pendant 30 min., extrait par un mélange

(v:v) de phénol/chloroforme puis par 2 volumes d'éther.
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1 ug dradaptateurs Eco RI est ajouté a la phase aqueuse contenant les
ADNc et 1l'ensemble est précipité par 4 volumes d'éthanol aprés ajustement
de la concentration en acétate d'ammonium & 2,5 M final. La précipitation
est effectuée 1 h. a - 70°C.

Les ADNc précipités et séchés sont repris par 7 ul d'Ho0 et le mélange

réactionnel suivant est réalisé

ADNc méthylés 74

58]

Tampon ligase 5 X ul

ADN ligase du phage T4 1l el Uzl

Tampon ligase 5 x

Tris-HCl pH 7,6 0,25 M
MgCl. 0,06 M
ATP 0,05 M
Dithiothréitol 0,05 M
SAB 0,5 mg/ml

La ligation est conduite pendant 16 h. & + 15°C,

C. Digestion par Eco RI - Elimination des monoméres d'adaptateurs

Le ligat précédemment obtenu est amené & 88 pl par addition d'H.0 et
l'action de 1la 1ligase est inhibée par chauffage & é5°C pendant 10 wmin.. 10
pl de tampon moyen® 10 x sont alors ajoutés ainsi que 1 pl d'Eco RI (100
U/ul). Le wmélange réactionnel est incubé & 37°C pendant 2 h 30 min. Un nou-
vel ajout de 1 ul d'Eco RI (100 U/pl) est réalisé et l'incubation est de
nouveau conduite 2 h 30 min. & 37°C. La réaction est arrétée par l'addition

de 2 pl d'EDTA 0,5 M et de 12 pyl de SDS & 10 %.
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L'élimination des monoméres d'adaptateurs libérés lors de 1'hydrolyse
par Eco RI est obtenue par chromatographie de tamisage moléculaire. Les
ADNc, dénaturés 10 min. & 65°C, sont déposés sur une colonne de 2 ml de Bio-
Gel A-50 m (Biorad) équilibrée dans du Tris-HCl 0,05 M, LiCl 0,4 M. Le déve-
loppement de 1la chromatographie est suivi par repérage a l'ictométre de la
radioactivité éluée. Les fractions retenues sont précipitées & 1'éthanol en
présence de bras de Agt 10 Eco RI déphosphorylés (Promega Biotech) & rai-

son de 1 ug pour 100 ng d'ADNc.

D. Clonage dans le bactériophage Agt 10

Les ADNc et les bras de phage sont soumis & l'action de la ligase dans

les conditions suivantes :

ADNc + bras de X 7. pl
Tampon ligase 5 x 2 ul

ADN ligase du phage T4 1k o Uil

Le mélange réactionnel est incubé 16 h. a + 15°C.

Aprés ligation, 1les ADN de phages recombinés sont empaquetés in vitro
par des extraits "Gigapack gold™ (Stratagene) selon les indications du four-
nisseur. La détermination du titre des librairies est effectuée par trans-
fection de 1la souche hdte d'E. coli C600 hfl dans les mémes conditions que

pour le criblage (voir paragraphe suivant).
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VI. CRIBLAGE DES LIBRAIRIES

A. Transfection de la souche d'E. coli Cé00 hfl par le bactériophage

Agt 10

1. Préparation des bactéries compétentes

Une culture d'une nuit de la bactérie indicatrice C4600 hfl est réali-
sée en inoculant 20 ml de milieu LB® contenant 0,2 % (p:v) de maltose par
une colonie bactérienne prélevée & l1'0se. Aprés la culture, réalisée sous
aéitation vive & 37°C, les bactéries sont récupérées par centrifugation a
3000 tr/mn pendant 10 min. et reprises par 10 ml de MgCl. 10 mM. Conservées

a +4°C, les bactéries sont utilisables pendant 5 jours.

2. Transfection

100 ul drune dilution de la librairie Agt 10 sont mis en présence de
100 ul (ou 300 ul) de bactéries compétentes (selon que l'étalement soit
réalisé sur boites de Pétri de 9 cm ou de 14 cm de diamétre). L'adsorption
des phages est réalisée & température ambiante pendant 25 min. 3,5 ml (ou
7 ml) de gélose LAM"™ molle sont versés sur le mélange phages-bactéries.
Apreés homogénéisation du tube par retournement, le contenu est versé direc-
tement sur une boite de Pétri (8 9 ou 14 cm) contenant du milieu gélosé
LAM”™ préchauffé a 37°C. Aprés solidification de la gélose molle, la boite
est incubée 1la nuit & 37°C. En général, les grandes boites (& 14 cm) sont
utilisées lors du premier criblage et peuvent recevoir de l'ordre de 104
phages par boite. Les petites boites (8 9 cm) peuvent recevoir jusqu'a 103

phages et sont utilisées pour les criblages suivants.

18
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B. Criblage

Aprés une culture de 18 h., les boites de Pétri sont recouvertes d'une
membrane de nitrocellulose du diamétre approprié. Aprés un contact de 30
secondes, les membranes sont retirées puis déposées successivement dans une
solution de dénaturation (NaOH 0,25 M, NaCl 1,5 M) pendant 1 min. ; une
solution de neutralisation (Tris-HCl1 1 M pH 8,0, NaCl 1,5 M) pendant 1 min ;
une solution de 2 x SSC* pendant 5 wmin. Lors du premier criblage, les
empreintes sont effectuées en double de maniére & s'assurer de la spécifi-
cité d'un signal d'hybridation éventuel. Les membranes de nitrocellulose
sont séchées sur du papier filtre, puis sont portées & +80°C pendant 2 h.
dans une étuve. Elles sont ensuite soumises & une préhybridation suivie
d'une hybridation dont les conditions sont définies au paragraphe X, p.
A-29.

Les plages de 1lyse ayant fourni un signal d'hybridation positif sont
prélevées et mises & diffuser dans 500 pl de TM 10-10* stérile contenant
1 % de CHClz. Deux nouveaux criblages de ces phages sélectionnés sont réa-
lisés dans des conditions identiques. Enfin, un dernier étalement de 200
phages permet de sTassurer de la pureté du clone. Les ADN phagiques sont

ensuite extraits comme décrit en VII-A.

VII. TECHNIQUES DE PREPARATION DE L'ADN

A. Préparation de 1'ADN du bactériophage (MANIATIS et al., 1982)

Les bactériophages sélectionnés sont amplifiés sur de grandes boites
de Pétri contenant du LAM* ef de l'agarose. Dix grandes boites (2 14 cm)

contenant 3.10*% phages chacune sont ainsi préparées pour l'amplification.
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Les phages sont récupérés par élution en déposant 15 ml de TM 10-10" sté-
rile sur chaque boite. Les boites sont agitées sur une table oscillante
pendant 5 h. et les éluats sont récupérés a la pipette.

Les éluats sont d'abord traités par du chloroforme a 1% (v:v) (30 min)
puis soumis & lraction de la DNase I et de la RNase A (1 pg/ml) pendant 30
min. & 37°C. Les phages sont ensuite précipités dans du polyéthyléneglycol
(PEG)Y 10 % (p:v), NaCl 1 M pendant 1 h. sur la glace. Aprés centrifugation
a4 15000 g, le culot phagique est repris par un volume minimum de TM 10-10%.
La concentration en CsCl est ajustée & 4 M et 1'éluat est ensuite soumis a
une ultracentrifugation & 1"équilibre & 350000 g dans un rotor VTi 65 sur
centrifugeuse Beckman L8 pendant 4 h. La bande phagique est récupérée a
lraide d'une serinque et mise & dialyser 2 fois 1 h. et 1 nuit contre un
tampon Tris-HCl1 0,05 M (pH 8,0), NaCl 0,01 M, MgCl:. 0,01 M.

L'ADN phagique est ensuite préparé en hydrolysant la capside du phage
par une solution d'EDTA 0,02 M, SDS 0,5 % contenant de la protéinase K a
50 pg/ml pendant 1 h. & 65°C. L'ADN est ensuite extrait par 2 fois 1 volume
de mélange (v:v) de phénol/chloroforme et par 2 fois 1 volume de chloro-
forme. La phase aqueuse est ajustée a 0,3 M en acétate de sodium (pH 5,2)
et précipitée par 2,5 volumes d'éthanol & -20°C. L'ADN précipité est récu-
péré par centrifugation , lavé par de l1'éthanol a 70 %, séché et repris par

de 1Teau.

B. Préparation de 1'ADN plasmidique

Les préparations dTADN plasmidiques ont été obtenues par la méthode de
lyse alcaline décrite par BIRNBOIM et DOLY (1979).

3 a 5 ml de milieu LB contenant 100 upg/ml d'ampicilline sont
ensemencés par une colonie bactérienne portant le plasmide. Apres une

culture d'une nuit, la suspension bactérienne est centrifugée 30 sec. a
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12000 g. Le culot est repris par une solution de glucose 50 mM, EDTA 10 mM,
Tris-HC1 25 wmM (pH 8,0), lysozyme 2 mg/ml et laissé 5 min. a température
ambiante. 200 pl d'une solution de NaOH 0,2 M, SDS 1 % (p:v) sont ajoutés
et le mélange est agité jusqu'a clarification puis laissé 5 min. sur la
glace. 150 ul dracétate de sodium 32 M pH 5,2 sont ajoutés et 1'incubation
sur la glace est poursuivie 5 min. Aprés centrifugation & 12000 g & 4°C
pendant 5 min., le surnageant est récupéré et extrait par un volume égal de
phénol/chloroforme puis par un volume de chloroforme. L'ADN plasmidique est
précipité par 2,5 volumes d'éthanol a - 20°C une nuit (ou - 70°C pendant 20
min.). L'ADN est récupéré par centrifugation, lavé par de l'éthanol a 70 %,
séché et repris par 30 ul d'eau. LT'ARN présent dans la préparation est
détruit par l'action de la RNase A (1 pg/ml final) 15 min. & 37°C.

I1 est possible d'extrapoler cette technique & des volumes plus impor-

tants (20 ml par exemple) pour une préparation de plasmide plus conséquente.

C. Préparation de 1'ADN simple brin du bactériophage Mi13

Aprés insertion des molécules d'ADN a séquencer dans 1"ADN double brin
du bactériophage M13, 1la forme virale est préparée en vue d'obtenir un ADN
monocaténaire qui servira de matrice pour le séquenc¢age. Sa préparation est
réalisée comme suit : 1,5 ml d'une dilution au 1/100 d'une culture de nuit
des bactéries compétentes (JM 105) dans le 2xTY sont infectés par une plage
claire (voir XII-D-2) prélevée a l'aide d’'un cure-dent stérile. Les tubes
sont agités vigoureusement 5 & 7 h. & 37°C et centrigugés 5 min. & 13500 q.
Les particules virales contenues dans le surnageant sont précipitées par du
polyéthyléneqlycol (PEG) 4000 & 4 % et NaCl a 0,5 M final. Aprés une
incubation de 15 min. & température ambiante, et centrifugation & 13500 g,
le culot est débarassé de toute trace du wmélange PEG/NaCl et repris par 100

1l de TE*. L'ADN monocaténaire est ensuite extrait plusieurs fois au phénol,
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au phénol/chloroforme (v:v) puis au chloroforme. Enfin, 1'ADN est précipité
par 2,5 volumes dréthanol en présence dT'acétate de sodium & 0,3 M final
pH 5,2. LTADN précipité et séché est ensuite repris par 10 & 20 pyl d'Ha0 et
la quantité est estimée sur gel d'agarose aprés coloration au bromure

dréthidium (BET).

VIII. ELECTROPHORESE EN GEL D'AGAROSE

A. Electrophorése de 17ARN en gel d'agarose dénaturant

La technique drélectrophorése de 1'ARN que nous avons utilisée fait
appel a2 un agent dénaturant des structures appariées :1'hydroxyméthyl
mercure (CHzHgOH). Cette technique a été décrite par BAILEY et DAVIDSON

(19763

Tampon dfélectrophorése 10 x

Acide borique gL 5 M
Tétraborate sodique 0,05 M
Sulfate de sodium QY
EDTA (pH 8,2) A 0T= M
PH 8,2

Pour un minigel a 1 % en agarose, 0,5 g d'agarose sont dissous dans
44 ml d'eau en portant le mélange au point de surfusion. La température est
ramende a4 +55°C et 5 ml de tampon d'électrophorése 10 x ainsi qu'l ml d'une
solution de CHzHgOH 1 M sont ajoutés a l'agarose. Le gel est immédiatement
coulé., Les é£chantillons dYARN a analyser sont dénaturés dans 1'eau pendant

5 min. & +65°C puis sont déposés sur gel aprés avoir ajouté 1/5 de volume
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de tampon de dépdt (50 % glycérol, 0,25 % xyléne cyanol, 0,25 % bleu de
bromophénol). L'électrophorése est rdalisde sous une tension de 10 volts/cm
pendant 45 min. La coloration des ARN est obtenue en incubant le gel pen-
dant 20 min. dans une solution 0,5 M acétate d'ammonium, 1 pg/ml bromure

d"éthidium (BET).

B. Electrophorése de 1TADN (MANIATIS et al., 1982)

Différentes concentrations en agarose peuvent étre utilisées selon la
taille des fragments & séparer. L'agarose est dissous dans le tampon
d'électrophorése (TAE® ou TBE") avant d'étre porté au point de surfusion.
La température est abaissée & +55°C avant coulage. Le tampon TBE est uti-
lisé pour les électrophoréses de routine tandis que le TAE est utilisé
lorsque 1'élution d'un fragment est souhaitée aprés électrophorése.

La migration est effectuée sous 100 volts pendant 45 min.. La colora-
tion des fragments d'ADN est obtenue soit aprés immersion dans une solution
a4 0,5 upg/ml de bromure d'éthidium (BET), s0it par incorporation de la méme
quantité de BET directement dans 1'agarose avant la gélification. La visua-

lization des bandes est obtenue sous un éclairage ultra-violet (& 312 nm).

C. Elution d'un fragment d'ADN

La récupération d'un fragment d'ADN inclus dans 1l'agarose a &té effec-
tude en utilisant le kit d'élution "Geneclean™ commercialisé par la firme
BIO 101. Le protocole suivi est celui du fournisseur. Il permet 1'8lution

d'un fragment dTADN inclus dans l'agarose en moins d'une heure.
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IX. TRANSFERT PAR CAPILLARITE DES ACIDES NUCLEIQUES SUR MEMBRANE DE NITRO-

CELLULOSE

A. Transfert de 1'ADN (Southern Blot) (MANIATIS et al., 1982)

Les fragments d'ADN & analyser sont séparés selon leur taille par
électrophorése en gel d'agarose selon la technique décrite en VIII-B.

Aprés l'électrophorése, le gel est immergé dans une solution de déna-
turation (NaOH 0,2 M, NaCl 0,6 M) pendant 1 h. Une membrane de nitrocellu-
lose préalablement trempée dans du 20 x SSC* est alors déposée sur le gel
et 1"ADN est transféré par capillarité pendant 16 h. & température ambiante
selon la technique de SOUTHERN (1975). Aprés transfert, la membrane est
rincée dans une solution de 2 x SSC*, séchée sur papier filtre et portée a

+80°C pendant 2 h. La membrane est alors préte pour 1'hybridation.

B. Transfert de 1'ARN (Northern Blot)

Les ARN & analyser sont séparés en gel d'agarose dénaturant en pré-
sence d'hydroxyméthylmercure selon la technique décrite en VIII-A. Les ARN
sont ensuite transférés sur membrane de nitrocellulose selon la technique
de SOUTHERN (1975). A la différence de la technique précédente pour le

transfert de 1'ADN, le gel ne subit pas de traitement alcalin.

Z. TECHNIQUES D'HYBRIDATION

A. Hybridation en présence de sondes oligonucléotidiques

Les filtres (@ 85 ou 135 mm) ou les membranes de nitrocellulose sont
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réhydratés dans du 2 x SSC™ aprés cuisson a +80°C. Ils sont ensuite soumis
& une préhybridation de 4 h. & +42°C dans le milieu d'hybridation (6 x SSC=,
10 x Denhardt®™, 0,1 % NP40, 100 pg/ml sperme de saumon) suivi d'une hybrida-
tion de 16 h. & +42°C dans le méme milieu contenant les deux sondes oligonu-
cléotidiques 23-mer et 35-mer en mélange, & raison de 1 ug pour 100 ml de
milieu. Le marquage est effectué comme décrit en IV-B.

Aprés 1'hybridation, 1les filtres ou les membranes de nitrocellulose
sont lavés 4 fois 15 min. dans une solution de 6 x SSC™, 0,1 % SDS a +42°C
et 1 fois dans une solution de 6 x SSC", 0,1 % SDS a +55°C. Les filtres ou
les membranes sont alors séchés sur papier filtre puis autoradiographiés &

S TORLE

B. Hybridation en présence de la sonde d'ADNc de la lactotransferrine

humaine

Les filtres ou 1les membranes de nitrocellulose, réhydratés dans le

N

X S8C* comme décrit au ¥-A sont préhybridés 4 h. a +42°C dans le milieu
d'hybridation (50 % formamide, 5 x S8SC”, 0,1 M phosphate pH 7,4, 5 x Den-
hardt®, 100 pg/ml DNA sperme de saumon) puils hybridés 16 h. dans le méme
milieu & +42°C en présence de la sonde dT'ADN¢ de la lactotransferrine
humaine marquée au *2 P comme décrit en IV.A.

Aprés 1 hybridation, les membranes de nitrocellulose sont lavées 4
fois 10  min. dans 'du 2 % 85C*, 0,1 % SDS et 3 fois 10 min. dans du 0,2 %

ssc”, 0,1 % 8SDS a 42 °C puis 1 fois dans du 0,2 % 85C", 0,1 % SDS a +55°G.

rh

Les membranes sont séchées sur papier filtre puis autoradiographiées a

~70°G,
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XI UTILISATION DES ENZYMES DE RESTRICTION

A. Digestion de 1'ADN par les enzymes de restriction

De fagon générale, 3 unités d'enzymes sont utilisées pour hydrolyser
1 yug dr'ADN. L'ADN est mis en solution dans le tampon adéquat (voir II) &
raison de 1 ugs/20pl et 1la digestion est obtenue aprés 2 h. & +37°C (sauf
cas particuliers comme Sma 'I qui demande un tampon spécial et une

température de +30°C).

B. Préparation d'un insert d'ADN aprés digestion par un (des)

enzyme(s) de restriction

Apreés digestion par un ou plusieurs enzymes de restriction, les frag-
ments d'ADN sont séparés sur un gel d'agarose & bas point de fusion. Apres
électrophorése (voir VIII-B) et repérage de l'insert sous U.V., la bande

d'agarose est découpée au scalpel et l'insert est récupéré par élution &

l1aide du kit "Geneclean™ (BIO 101) (VIII-C).

XII. SOUS-CLONAGE DE FRAGMENTS D'ADN

A. Vecteurs utilisés

Deux types de vecteurs ont été utilisés pour le sous-clonage de 1nos
fragments d"ADNc clonés dans 1le bactériophage gt 10. Il s'agit d'un vec-
teur plasmidique (type pUC) et d'un vecteur phagique (le bactériophage M13).

Le pUC (VIERA et MESSING, 1982) est un plasmide de 2,7 kb portant un

géne de résistance & l'ampicilline et un site de clonage multiple
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permettant l'utilisation de plusieurs enzymes de restriction pour la

préparation des fragments d'ADN & insérer. Ce plasmide, ayant pour

cellule hdte 1la bactérie JM 101 (voir I-A), permet l'amplification de
fragments d'ADN dans cette souche.

Le bactériophage M13 (MESSING, 1983) est un bactériophage filamenteux
de 6,5 kb ayant la particularité de posséder, dans son cycle de multipli-
cation, un stade infectieux sous forme de particules virales renfermant un
ADN monocaténaire.-

Les cartes de restriction respectives du plasmide pUCg et du bactério-

phage M13 sont présentées & la Fig. (source BRL).
B. Ligation

Le vecteur utilisé est digéré par un ou plusieurs enzymes de restric-
tion appropriés puis incubé dans un raéport molaire 1:1 avec le fragment
d'ADN a4 sous-cloner dans le tampon de ligation (Tris-HCl1l 0,05 M pH 7,4,
MgCl. 0,01 . M, 'ATP 0,001 M, Dithiothréitel 0,01 M, SAB 0,1 mg/ml). La
ligation est obtenue aprés addition d'1 U d'ADN ligase de T4 (Appligéne) et
incubation 4 +15°9C pendant 16 h. Le volume réactionnel ne doit pas excéder
10 pl. En général, la quantité de vecteur utilisé par transformation est de

100 ng.

C. Préparation des bactéries compétentes

Avant transformation, 1l est nécessaire de rendre les bactéries compé-
tentes. La préparation des cellules d'E. coli compétentes (JM 101 ou JM
105) est rdéalisée extemporanément.

Une pré-culture d'une nuit de la souche £. coli choisie est diluée au

1/50 dans 40 ml de milieu LB™ et cultivée a +37°C sous agitation jusqu'a
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D.0 600 nm = 0,6. La culture est alors centrifugée 10 min. & 3500 tr/mn et
le culot est repris par 20 ml de CaCl, 0,05 M glacé. Cette suspension est
laissée 20 min. dans la glace, centrifugée de nouveau 10 min. a 3500 tr/mn
et le culot bactérien est finalement repris par 5 ml de CaCl. 0,05 M glacé.
Ces bactéries, laissées au moins une heure sur la glace, sont alors compé-

tentes pour la transformation. Elles peuvent étre utilisées pendant 48 h.

D. Transformation des bactéries compétentes

1. Iransformation des bactéries JM 101 par le PUCig

200 pl de 1la suspension de cellules compétentes sont incubés en pré-
sence d'un demi volume du 1ligat précédemment obtenu (XII-B). Le contact
entre 1'ADN et les bactéries est obtenu en laissant ce mélange sur la glace
pendant 20 min. La transformation est réalisée par un choc thermique a
+42°C pendant 3 min.

Les bactéries transformées sont ensuite incubées pendant 60 min. a
+37°C en milieu LB* sans antibiotique (pour permettre 1'expression de la
résistance a2 1l'antibiotique) puis 'étalées sur milieu LB gélosé contenant
l'antibiotique, en présence d'IPTG et de XGal, et sont incubées & +37°C

pendant une nuit.

2. TIransformation des bactéries JM 105 par la forme réplicative du

bactériophage Mi3

200 pyl de 1la suspension de cellules compétentes sont incubées en pré-
sence d'un demi wvolume de ligat (forme réplicative + ADN insert). Le
mélange est laissé 1 h. sur la glace puis porté & +42°C pendant 3 min.

(choc thermique). 200 pl de culture microbienne fraiche (DOsoo nm = 0,7),
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(choc thermique). 200 ul de culture microbienne fraiche (DOgoo nm = 0,7},
3 ml de milieu H"™ (gélose molle) maintenu a +45°C, 800 ug de ¥-Gal et 950
ug d'ITPG sont eansuite ajoutés aux bactéries transformées. L'ensemble est
ensuite coulé sur boite de milieu H* et incubé 16 h. a +37°C. Les plages

claires correspondent aux bactériophages ayant insérés 1TADN insert.

XIITI. SEQUENCAGE DES FRAGMENTS D'ADN CLONES

Les fragments d'ADN clonés ont été séquencés par la méthode de termi-
naison de chaines décrite par SANGER et al/. (1977). L'ADN a séquencer est
d'abord cloné dans 1le bactériophage M13 (MESSING et al/., 1977) (voir XII).
La forme infectieuse du bactériophage, contenant 1'ADN sous forme monoca-
ténaire, est produite et 1TADN est isolé comme il est décrit p. A-26.

Les réactions de séquence ont été effectuées a partir du kit de séquen-
¢age "Sequenase™ commercialisé par U.S5.B. Corp. (Cleveland, USA). Ce kit
fait appel & la DNA polymérase isolée du bactériophge T7 pour les réactions
de synthése. Le protocole que nous avons utilisé est celuil préconisé par le
fabricant. A 1la fin des réactions, les fragments d'ADN néosynthétisés sont
dénaturés 2 min. &a +95°C puis sont soumis a une électrophorése sur un gel
dracrylamide a 4 % contenant 50 % d'urée (p:v). Des temps de migration de

2 a 7 h. permettent de séquencer de 350 & 400 bases. La migration est effec-

Dy

tuée dans le systéme BRL modéle 32. Aprés &lectrophorése, le gel est séch

puizs autoradiographié une nuit a température ambiante.
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La lactotransferrine (LTF) bovine est une glycoprotéine
monccaténaire de 80 kDa, qui fixe réversiblement 2 atomes de fer et
qui renferme des glycannes de type oligomanncsidique et
N-acétyliactosaminicue. La détermination de sa structure primaire a
été effectuée par l'application, d'une part, de méthodes chimiques
et enzymatiques et, d'autre part, par le clonage et le séquencage
d'un ADN complémentaire (ADNc). Les résultats obtenus peuvent se

résumer de la manigre suivante :

1. La détermination de la séquence N-terminale de 7 fragments
de ia LTF bovine, cbtenus par hydrclyse protéolytique ménagée et par
action du BrCN, a conduit & la connaissance de 1'enchaZnement de 229
acides aminés. Par ailleurs, la détermination de la séquence
peptidique au voisinage des sites de glycosylation a permis de
localiser 3 glycannes sur la chalne polypeptidique et de montrer cque
chacun de ces sites était occupé par des glycannes de structure bien
définie.

2. Le criblage d'une librairie Jd'ADNc a fourni 12 cliones
renfermant des ADNc de 0,4 & 2kb. Le séquencage d'un clone de 860pb
a conduit & la détermination des 202 acides aminés C-terminaux de la

LTF bovine,

En conclusion, notre étude a permis de déterminer la moitié de
la séquence peptidigque de la LTF bovine et de confirmer l'ewxistence
d' une homologie importante avec les séquences peptidiques des LIF

humaine et murire.




