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Introduction 



INTRODUCTION 

La découverte  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e  l a i t  d e  Femme p a r  

MONTREUIL en 1960 (MONTREUIL e t  MULLET, 1960 ; MONTREUIL et u l . ,  1960) a  

é t é  l e  p o i n t  de  dépa r t  des  recherches  e n t r e p r i s e s  au Labora to i r e  - au s e i n  

de  l ' é q u i p e  du Professeur  G .  SPIK - s u r  l a  dé t e rmina t ion  d e  l a  s t r u c t u r e  

pr imai re  e t  du r ô l e  d e s  t r a n s f e r r i n e s  e t  de  l e u r s  r é c e p t e u r s .  

Les l a c t o t r a n s f e r r i n e s  s o n t  d e s  g lycopro té ines ,  d e  l a  c l a s s e  des  t r a n s -  

f e r r i n e s ,  d e  masse molécula i re  v o i s i n e  de  80 kDa q u i  o n t  l a  p r o p r i é t é  de  

f i x e r ,  révers ib lement ,  deux i o n s  f e r r i q u e s  en deux s i t e s  s p é c i f i q u e s  de l a  

molécule. La dé termina t ion  de  l a  s t r u c t u r e  pr imai re  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

humaine, e n t r e p r i s e  en 1974 au Labora to i r e  - en c o l l a b o r a t i o n  avec l ' é q u i p e  

du P ro fes seu r  P. JOLLES - a é t é  achevée en 1984 (METZ-BOUTIGUE et u l . ,  

1984).  D'après c e s  r é s u l t a t s ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine e s t  c o n s t i t u é e  

d 'une cha îne  polypept idique unique de  703 a c i d e s  aminés,  p o r t a n t  un gly-  

canne d e  type  N-acétyl lactosaminique s u r  chacun des  deux lobes ,  e t  présen-  

t a n t  70 % d'homologie de séquence avec l a  chaîne polypept id ique  de  l a  l a c -  

t o t r a n s f e r r i n e  de  Sour i s  (PENTECOST et a l . ,  1987) .  Récemment, l e s  t ravaux 

de BAKER et u l ,  (1987) s u r  l a  c r i s t a l l i s a t i o n  e t  l a  d i f f r a c t i o n  aux rayons X 

de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, on t  pu f o u r n i r  une image de  l a  s t r u c t u r e  

t r i d imens ionne l l e  de  l a  molécule. Ces a u t e u r s  on t  montré, en p a r t i c u l i e r ,  

que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  posséda i t  une forme b i lobée ,  chaque lobe é t a n t  

c o n s t i t u é  de  deux domaines à l ' i n t e r f a c e  desquels  s e  t rouve  un ion f e r r i -  

que. Des é tudes  s i m i l a i r e s ,  r é a l i s é e s  s u r  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  de  Lapin 

(BAILEY et a l . ,  1988) on t  montre que l e  modèle t r id imens ionnel  de  c e t t e  

de rn iS re  e t a i t  t r è s  proche de  c e l u i  d é c r i t  pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

humaine. Ces r é s u l t a t s  s o n t  c e r t e s  1111 about issement ,  mais a u s s i  un depa r t  



v e r s  l ' é t u d e  des  r e l a t i o n s  q u i  e x i s t e n t  e n t r e  l a  s t r u c t u r e  conformation- 

n e l l e  des  t r a n s f  e r r i n e s  e t  l e u r s  fonc t ions .  

Parmi l e s  fonc t ions  b io logiques  des  t r a n s f e r r i n e s ,  l ' a c t i v i t é  bac t é r io -  

s t a t i q u e  e s t  une d e s  p l u s  impor tan tes .  L ' a c t i v i t é  b a c t é r i o s t a t i q u e  des  l a c -  

t o t r a n s f e r r i n e s ,  suggérée dSs 1960 par  MONTREUIL e t  a l . ,  a  é t é  démontrée, 

pour l e s  l a c  t o t r a n s f  e r r i n e s  humaine e t  bovine v i s - a - v i s  de nombreuses sou- 

ches bac t é r i ennes ,  pa r  d i f f é r e n t s  au t eu r s .  La.d6monstrat ion de c e t t e  a c t i -  

v i t é  a  condui t  a l ' i d é e  d ' u t i l i s e r  l e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  en t a n t  que médi- 

cament dans  l e  t r a i t e m e n t  d e s  i n f e c t i o n s  d ' o r i g i n e  bac tSr ienne .  La l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  de Vache pouvant ê t r e  obtenue p l u s  fac i lement  que l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  humaine, un p r o j e t  d ' u t i l i s a t i o n  d e  la  l a c t o t r a n s f  e r r i n e  

bovine dans  un b u t  thérapeut ique  a  é t é  proposé, en c o l l a b o r a t i o n  avec l a  

f i rme pharmaceutique CASSENNE. La r é a l i s a t i o n  d e  ce  p r o j e t  r e n d a i t  neces- 

s a i r e  l a  connaissance approfondie d e s  p r o p r i é t é s  s t r u c t u r a l e s  de  l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  de Vache. C ' e s t  en ce sens  qu ' a  S t é  e n t r e p r i s e  la déterniina- 

na t ion  de  l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de  Vache. 

L 'é tude de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache a débuté ,  au Labora to i re ,  au  

début  des  ani-iées 70 par  1 ' isolement  e t  l a  déf ii-iitioi-i d e s  p r i i ~ c i p a l e s  pro- 

p r i é t S s  physico-chimiques de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  p ré sen te  dans l e  l a i t  d e  

Vache (CHERON et a l . ,  1975 ; CHERON et u l . ,  1377) .  Depuis, ces  é tudes  o n t  

!?té r e p r i s e s  e t  o n t  abou t i  a l a  mise au p o i n t  d 'un p ro toco le  de p u r i f i c a -  

t i o n  a l ' é c h e l l e  i n d u s t r i e l l e  e t  a l a  mise en évidence d 'une trGs grande 

hétSrogéi-iéité s t r u c % u r a l e  de  l a  f r a c t i o n  ylycannique (ÇPIK et a l . ,  1385 ; 

SPIK et ai., 1388).  Concernant l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  de  l a  chaine polypep- 

t i d ique ,  s e l ~ l s  l e s  5 premiers  a c i d e s  amin& N-t?rxiinaux étaiei-it (:onrius. 

Notre t r a v a i l  a  donc c o n s i s t e  en l a  dé te rmina t ion  de l a  s t r u c t u r e  

pr imai re  d e  l a  l ac to t r a~ - i s f  e r r i r i e  de Vache. C e t t e  dé terrriii-iatioi a  i i t i i  r é a l  i- 

sée grâce  à l ' a p p l i c a t i o n  do deux types  de m6thodologies.  Dans un premier 

.+ ,-emps, s u r  l a  base de r 4 s u l t a t s  acqu i s  au Labora to i re  s u r  l a  dé te rmina t ion  



d e  l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine pa r  l ' a p p l i c a t i o n  

d e  méthodes chimiques e t  enzymatiques (METZ-BOUTIGUE et ul., 19841, nous 

avons e n t r e p r i s  une é tude  s i m i l a i r e  s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  Vache. P l u s  

p a r t i c u l i è r e m e n t ,  nous avons u t i l i s é  l e  p ro toco le  m i s  au p o i n t  pa r  LEGRAND 

et  a l .  (1784) e t  i s o l é  2 fragments N- e t  C- terminaux de l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  de  Vache a i n s i  qu'un fragment g lycopept id ique  de 20  kDa. De p l u s ,  

nous avons, en c o l l a b o r a t i o n  avec l e  Labora to i r e  du Professeur  TARTAR, 

déterminé l a  séquence N-terminale de nos fragments  e t  l o c a l i s é  l e s  3 s i t e s  

d e  g lycosy la t ion  p r4sen t s  dans l e  lobe C-terminal d e  l a  molécule. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes i n t é r e s s é s  au clonage d e  

l ' A D N  complémentaire de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine.  Nous avons, dans c e  

b u t ,  recherché des  t i s s u s  exprimant en grande q u a n t i t é  un ARN messager 

s p é c i f i q u e  e t  c o n s t r u i t  d e s  l i b r a i r i e s  drADNc. Les r é s u l t a t s  que nous avons 

obtenus concernent l e  clonage e t  l e  séquençage d 'un  ADN complémentaire d 'un 

ARN messager codant pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  p r o d u i t e  pa r  l a  glande sous-  

m a x i l l a i r e  bovine. 

Ces r é s u l t a t s ,  b ien  que p a r t i e l s ,  appor t en t  l a  preuve de  l ' e x i s t e n c e  

d 'une f o r t e  homologie d e  s t r u c t u r e  avec l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine e t  

f o u r n i s s e n t  quelques p r é c i s i o n s  s u r  l a  l o c a l i s a t i o n  des  glycannes l e  l ong  

de  l a  cha îne  pept id ique .  Par  a i l l e u r s ,  l e  c lonage e t  l e  s4quençage d ' un  

ADNc p a r t i e l  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ouvrent  l a  pe r spec t ive  du clonage du 

gène de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine, e t  de l ' é t u d e  de l a  r é g u l a t i o n  d e  

1 'express ion  de ce gène. 



Généralités 



R E P A R T I T I O N  DU F E R  D A N S  L ' O R G A N I S M E  

R O L E  D E S  L A C T O T R f i N S F E R R I N E S  

1. LE FER DANS L'ORGANISME HUMAIN 

A. Répartition C& importance du fer dans lrorsanisme 

Le fer est un des oligoéléments les plus importants pour la vie et la 

croissance des organismes. Il joue notamment un rôle essentiel comme co- 

facteur des enzymes intervenant dans les mécanismes d'oxydo-réduction des 

chaînes respiratoires et, par sa présence dans l'hémoglobine, assure le 

transport de l'oxygène vers les tissus. La quantité de fer contenue dans un 

organisme humain adulte est de l'ordre de 4 a 5 g répartis entre deux 

compartiments principaux, représentés par les formes actives et par les 

formes de réserve. L'importance de cette répartition dans l'organisme 

nécessite un moyen de transport et de régulation constitué par un troisieme 

compartiment qui représente 0 - 2  % de la totalité du fer :il s'agit des 

transferrines. 

B. Leç formes réserve 

Le foie constitue l'organe de réserve le plus important puisqu'il ren- 

ferme, dans ses cellules parenchymateuses, environ l/: des réserves de fer 

de l'organisme, le métal se répartissant pour 2/3 dans la ferritine et pour 

1/3 dans l'hémosidérine. 



La ferritine est une protéine soluble drune 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- 

mères composés chacun de 174 acides amin6s (HEUSTERÇPREUTE et CRICHTON, 

1981). Les ferritines renferment deux types de protomeres en proportions 

variables selon les tissus. Les structures primaires de ferritines d'ori- 

gines diverses ont été déterminées (voir revue gén4rale de CRICHTON et 

CHARLOTEAUX-WAUTERS,1987). 

L'hémosidérine, quant a elle, est une protéine insoluble contenant 

encore plus de fer que la ferritine. Cependant, le métal est moins dispo- 

nible que celui de la ferritine (WYLLIE et al., 1971). Cette protéine 

serait produite par dégradation et agrégation intralysosomique de la 

ferritine. 

C. formes transport  : leç t ransfer r ines  

Les transferrines constituent une famille importante de glycoprotéi- 

nes qui interviennent dans le transport du fer. Elles ont en commun une 

masse moléculaire voisine de 80.000 daltons et la proprieté de fixer réver- 

siblement deux ions Fe3*. Elles sont présentes dans les tissus et dans de 

nombreux liquides physiologiques de Vertébrés (AISEN et ul., 1980) et 

dr Invert4brés (HUEBERS et ul., 1982). On distingue : 

- Les ovotransferrines (ou conalbumines) que l'on trouve dans le blanc 

d'oeuf des Oiseaux. La découverte de l'ovotransferrine remonte a OSBORNE 

(18991, mais son rôle 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 été caractérisées pour la premiPre fois par BARKAN (19271, mais 

leur rôle ferrifixateur n'a été mis en évidence qu'en 1946 par SCHADE et 



CAROLINE, pu i s  par  LAURELL (1947). Pour p lus  de d é t a i l s  s u r  l e  r ô l e  d e s  

s é r o t r a n s f e r r i n e s ,  nous renvoyons l e  l e c t e u r  aux revues généra les  de LANE 

(19761, AISEN e t  BROWN (19771, HERSHKO (1977) e t  BROCK (1985). 

- L e s  I a c t o t r a n s f e r r i n e s .  En 1939, ÇORENSEN e t  ÇORENSEN s igna len t  l a  

présence d'une p r o t é i n e  rouge dans l e  l a i t  de Vache. Ce n ' e s t  qu'en 1960 

que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  f u t  i s o l é e  e t  c a r a c t é r i s é e  pa r  MONTREUIL e t  MULLET 

(1960) e t  MONTREUIL et a l .  (1960) à p a r t i r  du l a i t  de Femme, e t  par  GROVES 

(1960) à p a r t i r  du l a i t  de Vache. Ce t t e  g lycoproté ine  a  longtemps é t é  consi-  

dérée comme une p r o t é i n e  exclusivement l a c t é e .  Depuis, e l l e  a  é t é  c a r a c t é r i -  

sée  dans d ' au t res  l i q u i d e s  e t  milieux d ' exc ré t ion  ( v o i r  revue générale de  

ÇPIK e t  MONTREUIL, 1983) a i n s i  que dans c e r t a i n e s  c e l l u l e s ,  comme l e s  leuco- 

cy tes  neut rophi les  (MASSON et a l . ,  1969).  Dans ces  c e l l u l e s ,  l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  e s t  l o c a l i s é e  dans l e s  granules  secondaires e t  s e r a i t  un marqueur 

de d i f f é r e n c i a t i o n  de  l a  l ignée  granulocyta i re  (RADO et a l . ,  1984). 

- La mélanotransfer r ine ,  qu i  e s t  une p ro té ine  membranaire (également 

dénommée antigène P97) i s o l é e  des  c e l l u l e s  de mélanome humain (BROWN et u l . ,  

1982). Bien que c e t t e  proté ine  f i x e  réversiblement l e  f e r ,  on ne connaît  

pas encore s a  fonct ion  exacte.  

II. ROLE BIOLOGIQUE DEÇ LACTOTRANÇFERRINEÇ 

A.  Rôle d e  la l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l a n u t r i t i o n  mar t i a l e  e t  dans 

l ' absorpt ion  i n t e s t i n a l e  du f e r  

L'enfant nour r i  au s e i n  n 'a  normalement pas besoin d'un apport  supplé- 

mentaire de f e r  avant  l ' â g e  de 4 à 6 mois. Par con t re ,  c e l u i - c i  s ' a v è r e  

nécessa i re  dans l e  c a s  d'une a l imenta t ion  pr6coce au l a i t  de Vache. En 

e f f e t ,  non seulement l e  l a i t  de Femme con t i en t  p lus  de f e r  que l e  l a i t  de 



Vache ( 0 , 8  mg/l e t  0,46 mg/l, respectivement)  (BLANC, 1981) mais l e  métal 

e s t  encore mieux ass imi lé  que c e l u i  p résen t  dans l e  l a i t  de Vache. Ce t t e  

d i f f é rence  d ' a s s imi la t ion  ne pouvant s ' exp l iquer  que par  l ' e x i s t e n c e  d'une 

s p k i f i c i t é  d 'absorpt ion ,  p lus ieu r s  au teurs  ont  recherche quel  é t a i t  l e  

mécanisme de l ' absorp t ion  i n t e s t i n a l e  du f e r  ( v o i r  l e s  revues généra les  de 

FORTH e t  RUMMEL, 1973, de CONRAD, 1987 e t  de SPIK, 1988). 

Un mécanisme f a i s a n t  i n t e r v e n i r  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  a  é t é  proposé p a r  

HUEBERS e t  u l .  (1983) se lon lequel  l ' aposé ro t rans fe r r ine  de r a t ,  présente  

dans l a  lumière i n t e s t i n a l e ,  c a p t a i t  l e  f e r  pu i s  é t a i t  i n t e r n a l i s é e  par  

l ' en térocyte .  Ce mécanisme supposait  donc l ' e x i s t e n c e  d'un récepteur  enté-  

rocy ta i re  spéc i f ique  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e .  Cet te  hypothèse a  e t 6  infirmée 

par  l a  démonstration de  l 'absence de récepteur  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

humaine a l a  su r face  de l a  bordure en brosse  des  entérocytes  humains ou de 

Lapin (MARX et u l . ,  1984 ; MAZURIER et u l . ,  1985). Les travaux récen t s  de 

HU et a l .  ( 1987) confirment 1 'absence de f i x a t i o n  de l a  sé ro t rans f  e r r i n e  

murine su r  l e s  entérocytes  de Sour is .  

Le second mécanisme f a i t  i n t e r v e n i r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  comme p r i n c i -  

pa l  pa r t ena i re  dans l a  n u t r i t i o n  mar t i a l e .  Les travaux de SIIMES et  u l .  

(1979) montrent que l e  f e r  l i é  à l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  mieux absorbé par  

l ' i n t e s t i n  que l e s  s e l s  de f e r .  Chez l ' a d u l t e ,  l e  f e r  apporté par  l ' a l imen-  

t a t i o n  e s t  l i b é r é  dans l 'estomac sous l ' e f f e t  du pH e t  par  l ' a c t i o n  protéo- 

ly t ique  de l a  pepsine. Par con t re ,  dans l 'estomac du nourrisson,  où l a  pro- 

téolyse  e s t  f a i b l e  e t  l e  pH vo i s in  de 4 ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  conserve son 

f e r  (SPIK a l . ,  1971). En 1982, SPIK r t  u l .  ont  montre que l e s  s e l l e s  de 

nourrissons al imentés au s e i n  ou par  du l a i t  a r t i f i c i e l  complémenté en l a c -  

t o t r a n s f e r r i n e  humaine, renfermaient de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  De p l u s ,  

c e t t e  ncoprolactotransferrine" a v a i t  conservé s e s  p ropr ié t é s  f e r r i f i x a -  

t r i c e s  bien que l a  molécule a i t  subi  une protéolyse .  



Afin de v é r i f i e r  l 'hypothèse se lon  l a q u e l l e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  é t a i t  

responsable de l ' appor t  du f e r  au niveau de l ' i n t e s t i n  du nourr isson,  des  

recherches ont  é t é  e n t r e p r i s e s  au Laboratoire en vue de c a r a c t é r i s e r  un 

récepteur spéci f ique .  Une co l l abora t ion  avec l e  groupe du P r .  PETERS [COX 

et  a l . ,  1979) a  conduit à l a  démonstration que des b iops ies  prélevées au 

niveau du j ejunum é t a i e n t  capables d '  incorporer ,  i n  v i t r o ,  du 59Fe3+ 

complexé a l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Dans l e s  mêmes cond i t ions ,  l e  s9Fe3+ 

complexé à l a  séro-  ou a l l o v o t r a n s f e r r i n e  n ' é t a i t  pas incorporé. Un peu 

p lus  t a r d ,  MAZURIER et a l .  (1985) ont  c a r a c t é r i s é  un récepteur  spéci f ique  

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  au niveau des  m i c r o v i l l o s i t é s  i n t e s t i n a l e s  de Lapin. 

Enfin, HU et ul. (1987) ont  récemment montré que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

murine s e  f i x a i t  spécifiquement s u r  des  vés icu les  de l a  bordure en brosse 

du duodenum de Sour is .  

I l  a p p a r a î t  donc a préçent  b ien  é t a b l i  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  

responsable de l ' a p p o r t  du f e r  au niveau de l ' e n t é r o c y t e  du nourrisson.  

Toutefois ,  l e  mécanisme de l a  cap ta t ion  e t  de l ' i n t e r n a l i s a t i o n  du f e r  

r e s t e  a d&f i n i r .  

B. Rôle dg l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e s  mécanismes &défense  a n t i -  

i n f e c t i e u s e  

La l a r g e  r é p a r t i t i o n  des  t r a n s f e r r i n e s  a  depuis  longtemps é t é  a 

l ' o r i g i n e  des  recherches e n t r e p r i s e s  s u r  l e  r ô l e  biologique de ces  glycopro- 

t é ines .  Des 1944, ÇCHADE e t  CAROLINE ont  montré que 1 'ovotransf  e r r i n e  du 

blanc d'oeuf i n h i b a i t  l a  c ro issance  d '  Escherichiu c o l i  e t  d ' a u t r e s  bacte- 

r i e s ,  e t  que c e t t e  i n h i b i t i o n  é t a i t  levée par  l ' a d d i t i o n  de f e r  dans l e  

mil ieu.  En 1960, MONTREUIL et 01. ont  suggeré, pour l a  première f o i s ,  

l ' e x i s t e n c e  d'une a c t i v i t é  b a c t é r i o s t a t i q u e  jouée par l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  

en p lus  de çon r ô l e  nutritioi-inel d 'appor t  du f e r  au nourr isson.  Depuis, de 



nombreuses fonctions ont été attribuées à la lactotransferrine qui peuvent 

être regroupées en deux catégories : 

- rôle dans l'immunité humorale ; 

- rôle dans l'immunité à médiation cellulaire. 

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

(1 975) et de SPIK et MONTREUIL (1983s. 

1 .  Rôle de la lactotransferrine d ~ n s  l'immunité humorale. 

Lorsqu'un organisme est infecté par une bactérie, il met en oeuvre, 

non seulement des mécanismes spécifiques relevant de l'immunité, mais aussi 

des mécanismes non spécifiques faisant intervenir le fer. Dans ce cas, 

l'inhibition de la croissance des bactéries est due a 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 syi-ithétisées 

par l'hôte, d'autre part. Un tel mécanisme a été étudié pour l'entérochi- 

line (sidérophore produit par Escherichiu coli) et la sérotransferrine 

(CARRANO et RAYMOND, 1973). Il s'agit d'un mécanisme reversible, car une 

addition de fer au milieu suffit a lever l'inhibition. L'effet bactérios- 

tatique de la lactotransferrine a été démontré, in vitro, pour différentes 

souches dTEscherichiu coli (BULLEN et ul., 1972 ; REITER et al., 1975 ; 

SPIK et al.,1978), et de Staphylocoques (MASSON et ul., 19661, et pour Pseu- 

domorius aeruqiiiosu (MASSON et ul.,196d), Bucillus steurothermophilcts et 

Rucillus suhtilis (ORAM et REITER, 1968) et pour Cundiciu ulbicuns 

(KIRKPATRICK et ul.,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). 



Par ailleurs, les travaux réalisés par ARNOLD e t  ul. (1982) rendent 

compte d'une activité bactéricide de l'apolactotransferrine dissoute dans 

l'eau distillée. Cette bactéricidie a été mise en évidence sur un grand nom- 

bre de microorganismes Gram ( + ) ,  Gram ( - ) ,  aérobies ou anagrobies et des 

Levures. L'apolactotransferrine doit, cependant, être en contact direct 

avec la paroi bactérienne pour que cette bactéricidie soit observée. 

Enfin, l'action bactériostatique de la lactotransferrine peut être 

potentialisée par son association avec du lyzozyme (PERRAUDIN et PRIEELS, 

1982) et avec des immunoglobulines A de sécrétion (BULLEN e t  ul., 1972 ; 

SPIK e t  ul., 1978 ; STEPHENS e t  u l . ,  19801. 

2. R6le lactotransferrine dans l'immunité 4 maiution 

cellulaire 

u )  flobilisution cellules imunocom~étentes 

Les trois principales cellules intervenant dans l'immunité sont les 

lymphocytes, les leucocytes neutrophiles et les macrophages. Les leucocytes 

polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) synth4tisent de la lactotransfer- 

rine qui est ensuite stockée dans les granules secondaires. Lors de 

1 ' infection par une bactérie, LEFELL et SPITZNAGEL ( 1  972 1 ont montré que 

60 % de la lactotransferrine était "dégranulée". Cette lactotransferrine, 

retrouvée dans le plasma, attirerait les macrophages et les lymphocytes qui 

possèdent des rdcepteurs spécifiques de la lactotransferrine (DE SOUSA, 

1 9 7 8 ) .  Enfin, par un second mécanisme. les macrophages, grâce a la ferri- 

tine et a la çérotransferrine qu' ils synthétisent, amèneraient sur le lieu 

de l'inflammation les lymphocytes qui possèdent des rkcepteurs membranaires 

de ces deux protéines. Par ailleurs, la lactotransferrine contenue dans les 

granules intacts (40 % )  est libérée par fusion, lors de la phagocytose de 



l a  b a c t é r i e ,  avec l a  vacuole d e  phagocytose pour c o n s t i t u e r  l e  phagolyso- 

some. A ce  niveau,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  exerce une a c t i v i t é  b a c t é r i c i d e  p a r  

f e r r i p r i v a t i o n  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  vacuole e t  augmenterai t  l e  taux d e  

radicaux l i b r e s  pa r  l ' a p p o r t  d e  f e r  complexé. 

Un a u t r e  r ô l e  important d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  concerne l 'hypos idé-  

rémie inf lammatoire .  En e f f e t ,  il e s t  ac tue l lement  b i en  admis que,  l o r s  

d'une i n f e c t i o n ,  l a  s idérémie b a i s s e  brutalement  [WEINBERG, 1974) avec une 

augmentation concomittai-ite du f e r  d e  r é s e r v e  dans l e  f o i e  e t  l e s  macro- 

phages (PEKAREK et al., 19691, q u i  a  pour e f f e t  d ' i n h i b e r  l a  c ro i s sance  d e s  

b a c t é r i e s  p a r  f e r r i p r i v a t i o n .  Un m&canisme r ep résen tan t  l e s  d i f f é r e n t e s  

gtapes de  l 'hyposidérémie inf lammatoire  a  é t é  proposé (F ig .  1 ,  p. 1 2 ) .  Dans 

un premier temps, l e s  leucocytes  a c t i v é s  l i b è r e n t  dans l e  sang un "leuko- 

c y t i c  endogenous mediator" ou LEM (KAMPSCHMIDT et u1. ,1975)  q u i  a ét6 

i d e n t i f i é  au  " leukocyt ic  pyrogen" ou LEP. Des é tudes  r é c e n t e s  (DPPENHEIN, 

1986 : HEYLAR, 1987) suggèrent  que c e  f a c t e u r  ne s e r a i t  a u t r e  que l ' i n t e r -  

l eukine  1 .  Outre  soi1 r ô l e  pyrogène, ce  f a c t e u r  er i t ra îne ui-ie dégranula t ion  

des  leucocytes  e t  donc une l i b é r a t i o n  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e  mi l ieu  

e x t r a c e l l u l a i r e .  Selon VAN SNICK et u l .  (19771, l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a i n s i  

l i b é r é e  sous  l a  forme d rapo-p ro té ine  c a p t e r a i t  l e  f e r  de  l a  s é r o t r a n s f e r -  

r i n e  e t  l e  t r a n s f é r e r a i t ,  p a r  l e  b i a i s  d 'un r écep teu r  s p e c i f i q u e ,  dans l e  

macrophage ou l e  f e r  s e r a i t  s tocké  sous forme de  f e r r i t i n è .  Lrensemble de  

c e s  mécanismes son t  d é c r i t s  sous  l e  vocable d r  "immunité n u t r i  t i unne l l e " .  

cl R€~ulation de l u  myélopoiese 

Enfin,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  joue un r ô l e  dans l a  r é g u l a t i o n  de  l a  myé- 
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Fig. 1 : Schéma récapitulatif de l'intervention des transferrines 
lors d'une agression microbienne. 
(D'après la revue générale de SPIK et MONTREUIL, 1983) .  



lopoièse (voir la revue générale de BROXMEYER et ul., 19851, dans la cyto- 

toxicité des monocytes et des cellules "Natural Killers" (NK) (HORWITZ et 

al. 1984). Récemment, il a été démontré que la lactotransferrine intervien- 

drait également comme facteur de croissance des lignées lymphocytaires B et 

T humaines (HAÇHIZUME et al., 1983). MAZURIER et 01. (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. 



E T U D E  S T R U C T U R A L E  E T  COP4FORWATIOP4NELLE 

D E S  L - C T O T R A N S F E R R I N E S  

1. STRUCTURE COVALENTE D x  LACTOTRANÇFERRINES 

A. Structure de la chaîne ~e~tidisue 

Les progrès récents réalisés dans les techniques chimiques de micro- 

séquençage des protéines et l'apport du génie génétique pour déterminer la 

structure primaire des protéines sur la base de la séquence nucléotidique 

de leur ADN complémentaire, ont permis l'étude fine de la fonction d'un bon 

nombre de proteines et glycoprotéines. La détermination de la structure pri- 

maire d'une protéine est, en effet, une étape essentielle dans la d4fini- 

tion de sa structure tridimensionnelle et dans la compréhension de sa fonc- 

tion. C'est ainsi que ces dernières années, les s4quences de plusieurs 

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

1 .  Structure primaire d a  lactotransferrines 

Deux séquences complètes de lactotransferrines ont été décrites a ce 

jour : celles de la lactotransferrine humaine (METZ-BOUTIGUE et ul., 13841 

et de la lactotransferrine de Souris IPENTECOST et u l . ,  1987) .  

U )  Luctotruns ferr ine  humuine 

L'étude de la structure primaire de la lactotransferrine humaine a été 



e n t r e p r i s e ,  dès  1974 au Labora to i r e ,  en c o l l a b o r a t i o n  avec l e  Labora to i re  

du P ro fe s seu r  P i e r r e  JOLLES. Les premiers  r é s u l  t a t s  remon t e n t  en e f f e t  a 

1376 avec l a  p u b l i c a t i o n  d 'une séquence N-terminale d e  24 a c i d e s  aminés 

(JOLLES et 1 . .  La coupure d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine p a r  l e  bromure 

de cyanogène e s t  l a  méthode q u i  a  permis rée l lement  de  p rog res se r  dans l a  

d é t e r m i l ~ a t i o n  de l a  s t r i ~ c t u r e  primair(2. Ce t t e  approche a  é t é  r é a l i s é e  p a r  

MAZURIER e t  ui. ( 1  3741, p u i s  p a r  METZ-BOUTIGUE e t  a l .  ( 1  381 , 1982) q u i  on t  

i s o l é  l e s  s e p t  "fragments BrCN" de  l a  l a c t o t r a n s f è r r i n r  humaine e t  l e s  on t  

a l i g n e s  avec des  séquences connues de  l a  s g r o t r a n s f e r r i n e  humaine. Les 

é tudes  e n t r e p r i s e s  au Labora to i re  p a r  LEGRAND e t  ul. (1984, 1987) on t  

permis d ' o b t e n i r  d ' a u t r e s  fragments p a r  coupure t ryps ique .  Ces t ravaux,  en 

co l l abo ra t ion  avec l ' é q u i p e  de  P.  JOLLES on t  conduit  a l a  dé te rmina t ion  d e  

l a  séquence pep t id ique  complète des  703 r é s i d u s  d ' a c i d e s  arninés de la  

chaîne polypept id ique  unique (METZ-EOUTIGUE e t  ul., 1984).  

La s t r u c t u r e  pr imai re  d e  l a  lac to t ra i - i s fe r r ine  de  S o u r i s  a  e t 6  r é a l i s é e  

r4cemment p a r  PENTECOST e t  01. (1987) q u i  on t  i s o l 6  l a  p r o t e i n e  majeure 

produi te  pa r  l e s  c e l l u l e s  de l ' u t é r u s  de S o u r i s  a p r è s  induct ion  par  des  

hormoi~es oes t rogènes .  L ' A D N  complPniei-itaire codai-it pour c e t t e  p ro t é ine  

i n d u i t e  a  é t é  c loné ,  séquencé e t  i d e n t i f i é  a l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Sour i s .  

En e f f e t ,  c e t t e  sSquence de 701 a c i d e s  aminés prPsente  70 X d'homologie 

avec l a  1ac to t ransfer r i i l . e  humail-ie e t  appro::irnativeniei-it 56 % d'i-~ornologie 

avec l a  sBrot ransf  e r r i n e  humaine. L '  enchaînement des  a c i d e s  aminés des  

l a c t o t r a n s f  e r r i n e s  huniaice e t  murine e s t  r e p r é s e n t i ,  do manière comparée, 

dans l a  f i g u r e  2 p. 16 .  





Parmi l e s  a u t r e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  en cour s  d14tude ,  nous pouvons 

c i t e r  l e s  t ravaux d e  JOLLES et u l .  ( 1 9 8 4 )  s u r  l a  dé te rmina t ion  de  l a  

séquence N-terminale de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Jument. 

En c e  q u i  concerne l e s  données de  s t r u c t u r e  p r ima i r e  de  l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  de  Vache, e l l e s  s o n t  t r è s  r e s t r e i n t e s .  C e l l e s - c i  s e r o n t  exposSes 

dans l a  p a r t i e  "Résu l t a t s  Personnels" ,  comparativement aux r é s u l t a t s  d e  

no t r e  é tude .  

2. Nombre localisation des ponts disulfures 

Une d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  fondamentales d e s  t r a n s f e r r i n e s  e s t  l a  p ré -  

sence de  ponts  d i s u l f u r e s  r e t r o u v é s  en des  p o s i t i o n s  homologues. Ces d e r -  

n i e r s  jouent  1111 r 6 l e  tres important  dans  l a  conformation de  l a  p ro t é ine  e t  

dans l e  maint ien de c e t t e  d e r n i e r @ .  Aucune étude r é a l i s é e  s u r  l e s  t r a n s f e r -  

r i n e s  n ' a  r é v é l é  l a  présence de  r 4 s i d u s  de  c y s t i i n e  dans l a  chaîne p e p t i -  

d ique ,  montrant a i n s i  que t o u s  l e s  r é s i d u s  sont  impliqués dans l a  formation 

de ponts  d i s u l f u r e s .  

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine possède 22 r 4 s i d u s  de c y s t e i n e  ; 1 2  s o n t  

s i t u é s  dans  l a  moititi N-terminale e t  20 dans l a  mo i t i é  C-terminale.  Ces 32 

r é s i d u s  con t r ibuen t  ZI l a  formation de 16 ponts  d i s u l f u r e s  : 6 ponts  dans l a  

rnoiti4 N- t e rmina le  e t  10 pc)nts dans l a  moi t ié  C-terrninalii. La présence d 1  1.111 

nombre p l u s  important de pon t s  d i s u l f u r e s  dans l a  mo i t i e  C-terminale pour- 

r a i t  e::pliquer l a  p l u s  grande r é s i s t a i l ce  de ce fragment a l a  d&na.turatiori  

2% a l a  p ro t éo lyse .  Sur ces  lis pnnts  d i s u l f u r e s ,  8 o n t  vu l e u r  p o s i t i o n  

p r é c i s é e  !METZ-BOUTIGUE et al., 1 9 8 4 ) .  

Quant  au:< l a c t o t r a n s f e r r i n e s  de Vache e t  de S o u r i s ,  aucun r é s u l t a t  s u r  

l e  nombre e t  l a  p o s i t i o n  de pon t s  d i s u l f u r e s  n ' a  4 t é  r e l a t é  a ce j ou r .  



3 .  Homolwies & sëquences avec l e s  autres t ransferr ines  

La connaissance de  p l u s i e u r s  séquences de t r a n s f e r r i n e s  e t  l a  comparai- 

son de  c e l l e s - c i  avec l e s  séquences d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  connues f o n t  

a p p a r a î t r e  d e  nombreuses zones drhomologies (METZ-BOUTIGUE et u l . ,  1384) .  

Ces homologies sont  d e  l ' o r d r e  d e  59 % e n t r e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  l a  

s e r o t r a n s f e r r i n e  humaines, e t  de  49 % e n t r e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine e t  

l ' o v o t r a n s f e r r i n e  de Poule .  L a  s e r o t r a n s f e r r i n e  humaine e s t ,  quant  a e l l e ,  

à 51 % homologue à l r o v o t r a n s f e r r i n e  de  Poule (METZ-BOUTIGUE et u l . ,  1984) .  

Enf in ,  l a  p u b l i c a t i o n  r é c e n t e  de  l a  séquence de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d e  

S o u r i s  (PENTECOÇT et u l . ,  1987) f a i t  é t a t  de 70 %, 56 % e t  49 % drhomolo- 

g i e s  respect ivement  avec l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

humaine e t  1 ' ovotransf  e r r i n e  d e  Poule.  

Des homologies de  séquences i n t e r n e s  peuvent également ê t r e  mises en  

évidence en superposant  l e s  m o i t i é s  N- e t  C -  t e rmina le s  de chaque trai-isfer- 

r i n e .  Ces homologies i n t e r n e s  s o n t  respect ivement  de  37 %, 41 % e t  33  % 

pour l a  l a c t o t r a n s f  e r r i n e  humaine, l a  s é r o t r a n s f  e r r i n e  humaine e t  1 ' ovo- 

t r a n s f e r r i n e  d e  Poule (METZ-BOUTIGUE et u l . ,  19841. E l l e s  i n t é r e s s e n t  non 

seulement d e s  ac ides  amin4s impliqués d i rec tement  dans  l a  conformation d e  

l a  molecule f cys t é ine ,  p r o l i n e l ,  mais a u s s i  d e s  a c i d e s  aminés bas iques ,  

hydrophobes ou aromatiques dont  c e r t a i n s  son t  impliqués dans i a  f i x a t i o n  

d e s  métaux ( v o i r  paragraphe I I I ) .  La démonstrat ion de  ces  homologies 

i n t e r n e s  a  é t S  d é c r i t e  pour l a  premiPre f o i s  p a r  MAC G I L L I V R A Y  e t  BREW 

Cl9751 e t  p a r  WILLIAMS (1975) pour l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine e t  l r o v o -  

% r a n s f e r r i n e  de  Poule. Ces a u t e u r s  mettent  en evidence l a  présence de deux 

l o b e s  possedant chacun un s i t e  de  f i x a t i o n  du f e r .  Les t ravaux de  L I N E  et 

a l .  (1976) s u r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine a b o u t i s s e n t  a l a  même conclu- 

s i o n  en ce q u i  concerne l ' o r g a n i s a t i o n  de l a  molécule en deux lobes .  Depuis, 

c e s  obse rva t ions  ont  ( i t 4  confirmées pa r  d i v e r s  t ravaux : MAC G I L L I V R A Y  et 
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ul. (1977, 1382, 1983) pour la serotransferrine humaine ; WILLIAMS et al. 

(19821, JELTSCH et CHAMBON (1982) pour lTovotransferrine de Poule ; METZ- 

BOUTIGUE et ul. (1 978, 1981 , 1982, 1984) , MAZURIER et al. (1 983) pour la 

lactotransferrine humaine. Elles ont abouti à une hypothèse selon laquelle 

les transferrines proviendraient d'un gène precurseur unique dérivant lui- 

même de la duplication d'un gène ancestral (WILLIAMS, 1982). Cependant, MAC 

GILLIVRAY et al. (1982) et JELTSCH et CHAMBON (1982) ont mis en évidence 

quatre zones d'homologies internes dans la sérotransferrine humaine et 

l'ovotransferrine de Poule, et, sur cette base, ces auteurs ont émis lrhypo- 

thèse d'une éventuelle tétraplication d'un gène ancestral. Toutefois, METZ- 

BOUTIGUE et ul . ( 1 981 ) , MAZURIER et 01. ( 1 983 ) et METZ-BOUTIGUE et ul . 
(1984) sont plus en faveur d'une hexaplication en se fondant sur l'exis- 

tence de six domaines présentant des homologies de sequence. 

B. Structure de la fraction crlvcannisue 

Toutes les transferrines connues ,juçqura ce jour sont des glycopro- 

téines. Toutes possèdent un ou plusieurs glycannes conjugués par une 

liaison N-glycosidique a la chaîne peptidique au niveau d'une séquence code 

Asi-i-X-Thr (Seri . Cependant le nombre, la nature et la localisation de ces 

glycannes varient d'une transferrine à une autre (SPIK et ul., 1985 ; SPIK 

et al., 1988). 

1. Structure crIycannes de la lactotransferrine humaine 

La nature glycoprotéinique de la lactotransferrine humaine a Pté 

démontrge par MONTREUIL et MULLET, dès 1960. La présence de deux glycannes 

lies N-glycosidiquement à été mise en dvidence par SPIK et ul. (1973) et 

confirm4e par METZ-BOUTIGUE et 01. (1980). Un glycanne est situé dans la 



région N-terminale e t  e s t  p o r t é  par  l ' a spa rag ine  137 (METZ-BOUTIGUE et a l . ,  

1984). Le second e s t  s i t u é  dans l a  région C-terminale (asparagine 490) dans 

une pos i t ion  homologue à c e l l e  du glycanne de l ' o v o t r a n s f e r r i n e  de Poule 

(MAZURIER et u l . ,  1983 ; METZ-BOUTIGUE et a l . ,  1984 ; MONTREUIL et a l . ,  

1985). Ces glycannes son t  de type N-acétyllactosaminique, mono ou d i s i a l y l é ,  

fucosyle en 1 6 s u r  l a  N-acétylglucosamine du point  d ' a t t ache .  En o u t r e ,  

l a  s t r u c t u r e  monosialylée peut p o r t e r  un second rés idu  de fucose l i é  en 

a-1 ,3  à l a  N-acétylglucosamine-5 (SPIK et u l . ,  1982) (Voir Fig.  3 ,  p. 2 1 ) .  

D'autres s t r u c t u r e s  p lus  complexes, de na tu re  polyfucosylée ont  é t é  r e t rou-  

vées en t r è s  p e t i t e  q u a n t i t é  (MATSUMOTO et a l . ,  1982).  

Enfin,  DERISBOURG ( 1 9871 a montré qu'une l a c t o t r a n s f  e r r i n e  humaine 

i s o l é e  de leucocytes humains s e  d i s t i n g u a i t  de c e l l e  du l a i t  par  l ' absence  

de fucose l i e  en a-1,3. 

2. Structure &glvcanne de la lactotransferrine Souris 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Souris  possiide un glycanne de type N-acétyl- 

lactosaminique d i s i a l y l é ,  fucosylé en a-1 ,6  de l a  N-acetylglucosamine du 

point  d ' a t t ache  (LECLERCQ et u l . ,  1987). La p o s i t i o n  de ce glycanne n ' a  pas 

é t é  p rec i sée ,  mais on peut no te r  l a  présence de deux s i t e s  de g lycosyla t ion  

au niveau des  r é s idus  d 'asparagine 100 e t  475 (PENTECOST et a l . ,  1987). 

3. Structure d-glvcannes de la lactotransferrine de Vache 

Bien que p l u s i e u r s  s t r u c t u r e s  a i e n t  é t é  publ i4es1  l e  nombre e t  l a  loca-  

l i s a t i o n  des  glycannes de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache ne sont  pas connus 

avec c e r t i t u d e .  En e f f e t ,  l a  t r è s  grande micro-héterogénéite des  s t r u c t u r e s  

e t  l a  présence de glycannes de type oligomannosidique a rendu c e t t e  

approche d é l i c a t e .  



Gal(j31-4)GlcNAc(gl-2)Man(al-6) Puc (al-6) 
\ \ 
Man(f31-4)GlcHAc(f31-4)GlcNAc(f31-N)Asn 
/ 

NeuAc(a2-6)Gal(f31-4)GlcNAc(~31-2)Han(al-3) 

Fig. 3 : Structure des glycannes de la lactotransferrine humaine. 
(D'après SPIK et al.. 1982). 



La composition centésimale et molaire en glucides de la lactotransfer- 

rine de Vache a été déterminée par GROVES (19601, CASTELLINO et ul. (19701, 

CHERON (19751, HALIET et PLANTEY (1977) et CODDEVILLE (1986). Les résultats 

sont présentés dans le Tableau 1, p. 23. CODDEVILLE (1986) a montré que 

cette composition variait en fonction de la periode de lactation. En effet, 

les glycannes d'une lactotransferrine de Vache isolée d'un lait stabilisé 

renferment beaucoup plus d'hexosamines qu'une lactotransferrine de colos- 

trum ou de sécrétion sèche (Tableau II, p. 24) ; les glycannes de type 

oligomannosidique représenteraient, respectivement, 50 et 80 % de la frac- 

tion glycannique de la lactotransferrine de Vache isolée du lait stabilisé 

et du colostrum. 

Par ailleurs, CODDEVILLE (1986) a décrit l'existence de glycannes de 

type N-acétyllactosaminique biantennP, plus ou moins fucosylé, où un rësidu 

de galactose est remplacé par de la N-acétylgalactosamine. Ces glycannes, 

prgsents uniquement dans le lait stabilisé ne représenteraient que 3 % du 

mélange total des glycopeptides isolés (Fig. 4, p. 25). Les différentes 

structures des glycannes de type oligomannosidique décrits par VAN HALBEEK 

et u1.(1981), SPIK et ul. (1985) et SPIK et ul. (1988) sont données dans la 

Fig. 5, p. 26. 

En ce qui concerne la localisation de ces glycannes, seul CHERON 

(19751 a proposé un schéma preliminaire en déterminant la séquence pepti- 

dique au voisinage de deux glycannes présents sur deux glycopeptides 

obtenus après hydrolyse trypsique et pronasique (Fig. 6, p. 2 7 ) .  



- TABLEAU 1 - 

COHPOSITION CENTESIHALE ET MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES 
DE LA LACTOTRANSFERRINE DE VACHE 

a) GROVES (1 960) 
b )  CASTELLINO et al. (1970) 
C) CHERON (1975) 
dl MALIET et PLANTEY (1977) 

( * )  Rapport N-acétylglucosamine/N-acétylgalactosamine, déterminé par la 
méthode de GARDELL (19531, après six heures d'hydrolyse par l'acide 
chlorhydrique 4N. 
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.---------------------------.------.--------.-- 

Mannose 
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Fucose 

N-acétylglucosamine 

N-acétylgalactosamine 
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- TABLEAU II - 

COIPOSITION CENTESINALE ET HOLAIRE EN HONOSACCHARIDES 
DE LACTOTRANSFERRINES DE VACHE 

ISOLEES A DIFFERENTS STADES DE LA LACTATION 
(D'après CODDEVILLE, 1986) 

-A----- - 
Monosaccharides 

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

Oses neutres 

Osamines 

Acide sialique 

TOTAL 

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

Composition centésimale des lactotransferrines 
de Vache isolées à partir de 

--------- ------------a------ ---------- r colostrum T I 
Sécrétion C I - - - - -  ,------- -A  ait 1 
sèche laP' traite 6amœ traite 

Composition molaire en glucides des 
lactotransferrines de Vache 

'------------------.-----------r-r-r---r-r---- 

Fucose O 0,20 

Galactose O, 34 O, 60 

Mannose 4-90 3,50 

GalNac O O 

GlcNac * 2 2 

NeuAc 0.10 0,lO 

( * )  Les rapports molaires ont été calculés sur la base de deux rcsidus de 
N-acétylglucosamine. 



Fig. 4 : Structure des glycannes de type N-acétyllactosaminique 
içolés de la lactotransferrine de Vache. 
(SPIK et al., 1985 ; SPIK et al., 1 9 8 8 ) .  



Fig. 5 : Structure des glycannes de type oligomannosidique de la 
lactotransferrine de Vache. 
(D'après VAN HALBEEK et uJ., 1981 et CODDEVILLE, 1986) .  



Glycanne 1 

A s n  - Asn - Ser - Arg - T r p  

Glycanne 11 

I 
I l e u  - V a l  - Gln - Asn - G l n  - S e r  - G l y  - Val - T h r  

Glycanne 1 ( * )  

Ala  Asn - Asn - Ser - Arg - Trp 

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

I 
ï l e u  - V a l  - G l n  - ASn - G l n  - Ser - G l y  - V a l  - Tnr 

Fig. 6 : Structure de deux glycopeptides de la lactotransferrine de 
Vache ( A )  et position de ces glycopeptides dans la chaîne 
peptidique de la lactotransferrine de Vache. 
(D'après CHERON, 1975). 
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II.  STRUCTURE CONFORHATIONNELLE DEÇLACTOTRANSFERRINES 

A. Hise en évidence d~domaines structuraux 

Les hypothëses concernant  1 ' o r i g i n e  commune d e s  t r a n s f  e r r i n e s  e t  

l ' e x i s t e n c e  d'une du-,  t é t r a -  ou hexap l i ca t ion  d'un gène a n c e s t r a l  o n t  

ouver t  l a  voie  à t o u t e  une s é r i e  d ' é tudes  v i s a n t  a i s o l e r  l e s  domaines 

s t r u c t u r a u x  des t r a n s f e r r i n e s .  En e f f e t ,  l ' e x i s t e n c e  de  p l u s i e u r s  domaines 

a u t o r i s a i t  l a  recherche  de  s i t e s  de c l i v a g e  f a v o r i s é s  au niveau de r é g i o n s  

interdomaines moins s t r u c t u r é e s .  Concernant l e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s ,  l e s  

pr inc ipaux r é s u l t a t s  on t  é t é  obtenus g râce  a 1 ' é tude  d e  la  l a c t o t r a n s f  e r -  

r i n e  humaine. Les premiers  t r avaux  s u r  l ' i so l emen t  de  domaines de  l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  humaine remontent a 1976 quand LINE et ul. d é c r i v e n t  l a  prépa- 

r a t i o n  d ' u n  pep t ide  d'une masse molécula i re  de 39 ,5  kDa. Ce fragment a  é t é  

i d e n t i f i é  a l a  m o i t i é  C-terminale de  l a  molécule p a r  BLUARD-DECONINCK et u l .  

(1978).  

En 1984, LEGRAND et cil. on t  i s o l é ,  avec un bon rendement, a p a r t i r  

d ' hydro lysa t s  t ryps iques  de  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine s a t u r é e  en f e r ,  deux 

fragments d e  30 kDa e t  50 kDa q u i  o n t  é t é  i d e n t i f i é s ,  respect ivement ,  aux 

fragments N- e t  C- terminaux d e  l a  molécule.  Ils p o r t e n t  t o u s  deux un g ly -  

canne e t  conservent  l a  p r o p r i é t é  de f i x e r  révers ib lement  un ion Fez+. En 

soumettant l e  fragment N-trypsique (30 kDa) a une nouvel le  hydrolyse p a r  l a  

t ryps ine ,  LEGRAND et ul. ( 1 9 8 4 )  ont  obtenu un g lycopept ide  d e  18,5 kDa q u i  

f i x e  encore  l e  f e r ,  mais non d 'une  manière r é v e r s i b l e .  

Enf in ,  en 1986, LEGRAND et ul. o n t  dérnontrP qu '  il e t a i t  p o s s i b l e  de  

r g a s s o c i e r  l e s  deux fragments N- e t  C -  terminaux s a t u r é s  en f e r ,  en l e s  

mélangeant, dans d e s  p ropor t ions  équimola i res ,  dans une s o l u t i o n  de pH 

neut re .  L'isol2ment du complexe peut  d ' a i l l e u r s  ê t r e  obtenu lorsqu 'un  

hydro lysa t  t ryps ique  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine d i f e r r i q u e  e s t  chromato- 



graphie en conditions non dissociantes. Ces résultats montrent l'existence 

d'une forte interaction inter-domaines, non covalente et réversible. 

Enfin, BROCK et a l .  (1976) ont montré que l'hydrolyse de la lactotrans- 

ferrine de Vache par la trypsine génèrait cinq fragments de masses molécu- 

laires variant de 25 à 52,7 kDa. Cependant, aucun d'entre eux n'a été isolé. 

BRINEÇ 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 cristalloma~hicrues 

Les études cristallographiques des transferrines ont été entreprises 

par trois groupes : AL HILAL et u l .  (19761, GORINSKY et al .  (1979) et 

BAILEY et u l .  (1988) sur la sérotransferrine de Lapin ; ABOLA et u l .  (1979) 

sur l'ovotransferrine de Poule et BAKER et al. (19771, ANDERSON et u l .  

(1987) et BAKER et a l .  (1987) sur la lactotransferrine humaine. 

Le premier modPle moléculaire d'une transferrine decrit a Pt6 celui de 

la sérotransferrine de Lapin, propose par GORINSKY et a l .  (1979) et obtenu 

par diffraction d'un cristal de sérotransferrine de Lapin aux rayons X avec 

une résolution de 6 A .  Cette étude a montré que la sërotransferrine de 

Lapin se présentait sous la forme d'un ovoïde de 95x60~50 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 cavitë ouverte sur l'axe 

de symétrie. 

Ce sont cependant les résultats d'ANDERSON et u l .  (1987) et de BAKER 

et 01. (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 realisé à partir des donnëes recueillies par la Jiffrac- 

tion X et représentant le repliement dans l'espace de la chaîne peptidique 



de la lactotransferrine humaine a été proposé (Fig. 7, p. 31). Il montre 

que la lactotransferrine humaine possede une forme bilobée comprenant un 

lobe N-terminal (résidus 1 a 332) et un lobe C-terminal (résidus 344 a 7031 

relies entre eux par une hélice de trois tours (résidus 333 a 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 160 résidus d'acides 

aminés. Le site de fixation du fer est situé à l'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 ul., 1987) correspoid 

exactement au glycopeptide N-2 Irésidus 91 à 257) obtenu par LEGRAND et al. 

11984) 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 X de la 

lactotransferrine de Vache ont été signalés par NORRIS et ul. (1986). 

Cependant, l'absence de donnees de structure primaire ne leur ont pas per- 

mis de proposer un modèle tridimensionnel de la chaîne peptidique. 

Enfin, récemment, BAILEY et al. (19881 ont obtenu une résolution a 3,3 
O 

A par diffraction aux rayons X de la sérotransferrine de Lapin. Bien que la 

structure primaire de cette transferrine ne soit pas élucidée entièrement, 

ces auteurs montrent d'importantes similitudes avec la structure tridimen- 

sionnelle de la lactotransferrine humaine (ANDERSON et ul., 1387 ; BAKER et 

u l . ,  1387). 



H Zone d'  i n t e r a c t i o n s  hydrophobes 

Hklice a lpha  

,--, 
' a.-.' - Ion b i ca rbona te  F e u i l l e t  p l i s s g  be t a  

ou carbonate  
Pont S-s 

Fig.  7 : Schéma conformationnel de l a  cha îne  pept id ique  
de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine. 
(D'après  BAKER et u l . ,  1 9 8 7 ) .  



Domaine I 

Domaine II 

<i Hélice alpha 

Feuillet plissé 
béta 

Fig. 8 : Localisation des points de coupure trypsique au iobe 
N-terminal de la lactotransferrine humaine, conduisant 
à la libération du glycopeptide N-2. 
(D'après BAKER et al., 1987). 



III. LES SITES DE FIXATION DU FER 

Depuis l a  découverte  des  t r a n s f e r r i n e s  e t  de  l e u r s  f o n c t i o n s ,  de nom- 

breux t ravaux o n t  é t é  e n t r e p r i s  a f i n  d e  p r é c i s e r  l a  conformation e t  l e  

mécanisme d ' a c t i o n  des  s i t e s  de  f i x a t i o n  du f e r  e t  d ' i d e n t i f i e r  l e s  a c i d e s  

aminés impliqués comme l i g a n d s  du métal .  De nombreux modèles o n t  S t é  propo- 

s é s  à ce  jou r ,  a s sez  proches d e  l a  r é a l i t é  il e s t  v r a i ,  mais,  une f o i s  

encore,  ce  s o n t  l e s  données de  l a  c r i s t a l l o g r a p h i e  q u i  on t  donné l e  modèle 

exac t  de  l a  con f igu ra t ion  du s i t e  de f i x a t i o n  du f e r  des  t r a n s f e r r i n e s .  

Pour p l u s  de  d é t a i l s ,  nous renvoyons à l a  revue gén6ra l e  de LEGRAND et a l .  

(1988).  

A. Pro~riétés uénérales 

Les t r a n s f  e r r i n e s  f i x e n t  révers ib lement  deux atomes de f e r  par  mole- 

c u l e  en développant une c o l o r a t i o n  rose  saumon dont  l e  maximum d  ' abso rp t ion  

s e  s i t u e  à 465 nm (LAURELL e t  INGELMAN, 13473 . La f i x a t i o n  d e  chaque i o n  

mé ta l l i que  n é c e s s i t e  c e l l e  d 'un ion b icarbonate  e t  l a  l i b é r a t i o n  de t r o i s  

p ro tons  se lon  1 ' équat ion  : 

Apotransfer r ine  + 2 Fe"" + 2 HC0,- ---+ [Fe,-transferrine-(HCO3j21 + b H' 

Les t r a n s f e r r i n e s  f i x e n t  p r4 f6 ren t i e l l emen t  l e  f e r  mais a u s s i  ci' a u t r e s  

c a t i o n s ,  d i v a l e n t s  ou t r i v a l e n t s .  Cependant, c ' e s t  l e  f e r  sous forme Fe3' 

q u i  a l a  p l u s  f o r t e  a f f  i n i t e ,  a l o r s  que l e  Fe2+ n ' e s t  pas  f i x é .  Dans d e s  

cond i t i ons  physiologiques,  l a  cons tan te  d ' a s s o c i a t i o n  du complexe Fe,-sero- 

t r a n s f e r r i n e  e s t  de l ' o r d r e  de  3 -1  iAISEN e t  LEIBMAN, 1 3 S U ) .  A pH 6 , 4 ,  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine f i x e  l e  f e r  avec une cons t an te  d ' a s s o c i a t i o n  

apparente  de p r è s  de 300 Eois  p l u s  é l evse  que c e l l e  d e  l a  s j r o t r a n s f e r r i n e  

humaine (AZÇEN et 01. , 1971 1 . 



B .  Ladifférence entre l e s  deux s i tes  

P l u s i e u r s  études r é a l i s é e s  s u r  l e s  t r a n s f e r r i n e s  on t  montre que l e s  

deux s i t e s  d e  f i x a t i o n  du f e r  n ' é t a i e n t  pas  é q u i v a l e n t s  v i s - a - v i s  de  l a  pro-  

t ona t ion .  C e t t e  d i f f é r e n c e  d e  comportement a  é t e  é t u d i é e  pour l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  humaine par  MAZURIER et u l .  (1980) q u i  o n t  démontré l ' e x i s t e n c e  

d'un s i t e  "ac ido- lab i le rT,  s i t u é  dans l e  lobe  N- t e rmina l  abandonnant son f e r  

à pH 6 ,  e t  d'un s i t e  "acido-stable" ,  s i t u 6  dans l e  l obe  C-terminal e t  q u i  

l i b è r e  son f e r  à pH 4.  

En 1981 , MAZURIER et u l .  , p a r  des  expériertces d e  ca rbé thoxy la t io i~ ,  o n t  

m i s  en évidence des  d i f f é r e n c e s  d ' a c c e s s i b i l i t é  d e s  r é s i d u s  d ' h i s t i d i n e  a u  

d ié thylpyrocarbonate  pour  l e s  deux s i t e s  de  f i x a t i o n  d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  

humaine e t  bovine e t  d e s  s é r o t r a n s f e r r i n e s  humaine e t  de Lapin. Selon c e s  

a u t e u r s ,  l a  d i f f ë r e n c e  d e  s t a b i l i t é  e n t r e  l e s  deux s i t e s  de f i x a t i o n  de  f e r  

s e r a i t  due a l ' e x i s t e n c e  d 'un p l u s  grand nombre de  pon t s  d i s u l f u r e  dans l a  

p a r t i e  C-terminale d e  l a  molécule q u i  rend a i n s i  c e t t e  r eg ion  p l u s  com- 

p a c t e .  

C. modèle 

Des 1963, WINDLE et a l .  on t  proposé ui-i schéma du s i t e  de  f i x a t i o n  du  

f e r  d e s  t r a n s f e r ~ i n e s  s u r  l a  base d ' ana lyses  p a r  résonance paramagnetique 

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

humaine. Dans ce s i t e  hypothé t ique ,  l e  f e r  é t a i t  hexacoordonné 21 t r o i s  

i-4sidus de ty ros ine ,  a  deux atomes d ' azo te  e t  a  un ion  b icarbonate .  Depuis,  

de  nombreuses études chimiques e t  spectroçcopiques o n t  permis d ' a f f i n e r  c e  

schéma. Mais, une f o i s  encore,  ce  son t  l e s  r é s u l t a t s  de l a  d i f f r a c t i o n  X 

q u i  on t  pu donner l a  m e i l l e u r e  d é f i n i t i o n  des  s i t e s  de  f i x a t i o n  du f e r  d e s  

t r a n s f e r r i n e s  i F i g .  9 ,  p .  3 5 ) .  Ces t ravaux ont  é t é  r é a l i s é  pa r  ANDERSON et 



Fig. 9 : Représentation schématique du site de fixation 
du fer de la lactotransferrine humaine. 
(D'après BAKER et al., 1987). 



a1.(1987~ et BAKER et a l .  (1987) sur la lactotransferrine humaine et par 

BAILEY et a l .  (1988) sur la sérotransferrine de Lapin. 

Selon ces données, les sites de fixation du fer sont identiques dans 

chacun des lobes et sont situés à l'interface des domaines N-1 et N-II, C-1 

et C-II constituant les deux lobes N- et C- terminaux. Le fer semble enfoui 

à 10 A de la surface de la protéine, ce qui expliquerait, selon BAKER et a l .  

(19871, l a  grande stabilité du complexe lactotransferrine-Fe3'. Les ligands 

du fer sont identiques dans les 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-609 pour le site du lobe C- 

terminal. 'L 'analyse structurale n'a pas été suffisamment résolutive pour 

identifier avec certitude le dernier ligand du fer. Cependant, une tache 

peu définie sur la carte des densités électroniques pourrait correspondre à 

l'ion bicarbonate et/ou à une molécule d'eau. S'il s'agit de l'ion bicarbo- 

nate, il serait adjacent au résidu d'arginine 121 ou 477 selon le site, et 

ce résidu pourrait être impliqué dans la fixation de l'anion bicarbonate. 



E T U D E  S T R U C T U R A L E  D E S  G E N E S  

D E S  T R A N S F E R R I N E S  

L'importance du r ô l e  joué p a r  l e s  t r a n s f e r r i n e s  dans l 'o rganisme,  

a i n s i  que l7hypoth6se  d e  l ' o r i g i n e  commune e t  d e  l ' é v o l u t i o n  d e  c e s  glyco-  

p r o t é i n e s  o n t  rendu n é c e s s a i r e  l ' é t u d e  de  l e u r s  gènes e t  de  l e u r s  r égu la -  

t i o n s .  En e f f e t ,  l e  c lonage e t  l e  séquençage d'un g6ne s o n t  maintenant  l e  

p r e a l a b l e  n é c e s s a i r e  à l ' a n a l y s e  f i n e  de  l a  r é g u l a t i o n  e t  d e  l ' e x p r e s s i o n  

d e  c e l u i - c i .  Concernant l e s  t r a n s f e r r i n e s ,  c e t t e  é tude  d e v r a i t  pe rme t t r e ,  

non seulement de  comprendre l e s  mécanismes impliqués dans l a  r é g u l a t i o n  du 

métabolisme du f e r ,  mais a u s s i  d ' appor t e r  l e s  données nScessa i r e s  a l a  

con f ron ta t ion  des  d i f f  & r e n t e s  hypothèses avancées quant  a 1 ' évo lu t ion  d e s  

t r a n s f e r r i n e s .  Cet te  approche a  é t é  rendue p o s s i b l e  ce s  d e r n i è r e s  années 

g râce  5 l ' u t i l i s a t i o n  d e s  techniques i s s u e s  de  l a  géné t ique  molécula i re .  

1. ETUDE COMPAREE DES ARNm DE DIFFERENTES TRANSFERRINEÇ 

A. Etude d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  ARN messasers  e t r a n s f e r r i n e s  

La premiere approche de l ' é t u d e  des  genes d e s  t r a n s f e r r i n e s  a  é t é  

r é a l i s é e  p a r  l e  c lonage des  ADN complémentaires d e s  ARN messagers d e s  

t r a n s f e r r i n e s .  Cet te  é t a p e  e s t ,  en géné ra l ,  n é c e s s a i r e  a 1 ' fitude d 'un  gene 

c a r  e l l e  permet,  par  1 ' isolement de c lones  recombinants,  de confec t ionne r  

d e s  sondes s p é c i f i q u e s  . Le clonage d'un ADN complémentaire a u t o r i s e  en 

o u t r e  l a  dé te rmina t ion  de  l a  séquence pep t id ique  d'une p ro tg ine  q u i  s e  



t rouve,  dans bien des  cas ,  f a c i l i t é e .  De p lus ,  il s ' a g i t  d'une démarche 

relat ivement p lus  a i s é e  c a r ,  en généra l ,  l a  t a i l l e  du messager r e s t e  a s sez  

p e t i t e  comparée a c e l l e  du gène q u i ,  en ra i son  de l a  présence d ' i n t r o n s ,  

peut a t t e i n d r e  une t a i l l e  t r è s  importante compliquant a i n s i  l a  tâche du 

séquençage. 

7 .  Séquence de IrARN messacrer Irovotransferrine de Poule 

La première détermination de l a  séquence nucléotidique d 'une t r ans f  e r -  

r i n e  a é t é  c e l l e  de 1 'ovotransf e r r i n e  de Poule, d'abord pa r t i e l l ement  

(COCHET et u l . ,  19791, p u i s  enti6rement (JELTSCH e t  CHAMBON, 1382) .  L ' A R N  

messager de 1 'ovot ransfer r ine  de Poule e s t  cons t i tué  de 2.376 nucléot ides  

dont 182 représentent  l a  région 3'-OH non codante e t  75 son t  non t r a d u i t s  

dans l a  région 5'-P. L T A R N m  de l ' o v o t r a n s f e r r i n e  code donc pour une pré-  

proté ine  de 705 ac ides  aminés p u i s q u ' i l  e x i s t e  une sSquence "leader" de 13 

acides  aminés. Concernant l a  séquence codante, e l l e  e s t  en p a r f a i t  accord 

avec c e l l e  déterminSe par  l e s  méthodes c l a s s iques  de s4quençage de pro- 

t é i n e s  (WILLIAMS et u]., 1 9 8 2 ) .  On peut no te r  cependant quelques v a r i a t i o n s  

pouvant provenir ,  s o i t  d'un problème inhérent  à l a  technique de séquençage, 

s o i t  a 1 'exis tence  de v a r i a n t s  génétiques connus pour 1 'ovo t rans fe r r ine  

(OGDEN et u l . ,  1962).  

2. Séquence de IrARN messacrer de la sérotransferrine humaine 

La séquence de 1 ' A R N  messager de l a  sé ro t rans -e r r ine  humaine a é t é  

préc isée  par  c r i b l a g e  d'une l i b r a i r i e  dlADNc de f o i e  humain, a l ' a i d e  d 'une 

sonde 01 igonucléot id ique  synthét ique dédtri t e  de l a  sSque11ce pept idique de 

l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine (MAC GILLIVRAY et  a l .  , 1983 . Ce%te s6quence a 

4 t é  déterminée d'abord par t ie l lement  (un kb du cote  3 ' - O H  te rminal )  pa r  



UZAN et  u l .  (15841, p u i s  en t iè rement  p a r  YANG et u l .  (1984) .  L r A R N m  e s t  

c o n s t i t u é  d'une cha îne  de 2.324 bases  r e p r é s e n t a n t  une c o u r t e  séquence 5'-P 

non Cradu i t e  (30 bases )  s u i v i e  d'une séquence codant pour 19 r é s i d u s  

d ' ac ides  aminés correspondant  a un pep t ide  s i g n a l ,  généralement r encon t r é  

dans l e  c a s  d e s  p r o t é i n e s  e x c r é t é e s .  Enfin,  e l l e  e s t  terminée p a r  une 

séquence d e  1 71 nuc l6o t ides  non-sens, s u i v i e  d 'une  queue polyadénylée . 
Le p r o d u i t  de  l a  t r aduc t ion  d e  c e t t e  sSquence nuc léo t id ique  e s t  en 

accord avec l a  séquence d é c r i t e  p a r  MAC GILLIVRAY et u l .  (1383) a quelques 

r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés p r è s .  C e t t e  l é g è r e  divergence p e u t  ê t r e  imputée a 

l ' e x i s t e n c e  d'un polymorphisme génét ique  e x i s t a n t  pour l a  t r a n s f e r r i n e  

(WANG e t  u l . ,  1966) ou aux a l é a s  de l ' expér imenta t ion .  

3. Seuence de I 'ARN messager de la mélanotransferrine humaine 

La mé lano t r ans fe r r ine  humaine (WOODBURY et  a l . ,  1980 ; EROWN et u l . ,  

1982) découverte  r4cemment, a s u s c i t é  un grand i n t e r ê t  au p lan  s t r u c t u r a l  

puisque c e t t e  d e r n i è r e  p ré sen te  une séquence N-terminale for tement  homo- 

logue à l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine e t  f i x e  revers ib lement  l e  f e r  (BROWN et 

ul., 1982).  

La s t r u c t u r e  pr imai re  de  l a  mé lano t r ans fe r r ine  a é t 4  abordée p a r  ROSE 

et a l .  ( 1  986) p a r  l e  clonage dl? son ADN r:ornpltimentaire. Ces a u t e u r s  oi-it 

i s o l e  une f r a c t i o n  e n r i c h i e  en messagers sp4c i f iques  en i s o l a n t  l a  f r a c t i o n  

polysomique d'un e x t r a i t  c e l l u l a i r e  de  mélanome humain par  chromatographie 

d'immune-affinité. La sequence complete de l r A R N  messager d e  l a  mslanotrans-  

f e r r i n e  a pu ê t r e  déterminée grâce  au r~coupenient  de  p l u s i e u r s  c lones  

d'ADN(: recombinants.  Cet ARN messager p ré sen te  une t a i l l e  de  4 kb,  compre- 

nant  deux r4gions  non t r a d u i t e s  de 60 e t  1667 nuc l6ot ides  en 5'-P e t  3 '  -OH, 

~ e s p e c t i v e m e n t .  La p a r t i e  çodante,  r ep re sen tan t  un cadre de  l e c t u r e  ouver t  

de 2 . 2 2 4  n u c l é o t i d e s ,  e s t  c a r a c t P r i s é e  par  une région codant  pour un pep- 



t i d e  s i g n a l  de 19 r é s idus  d ' ac ides  aminés e t  d'une p a r t i e  codant l e s  25 

rés idus  C-terminaux, de na ture  hydrophobe, correspondant vraisemblablement 

5 un pept ide  d'ancrage. 

4. Séquence de I'ARN messaqer de la lactotransferrine & Souris 

La séquence de l r A R N  messager de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Sour is  a é té  

e n t r e p r i s e  par  TENG et a l .  (1986)  q u i  on t  montré que, lorsque  l ' o n  soumet- 

t a i t  un u t é r u s  de Sour is  a l ' a c t i o n  des  oestrogènes,  une glycoprotéine 

majeure d 'environ 70 kDa é t a i t  s é c r é t é e  par  c e l u i - c i .  Ces au teurs  ont  

essayé vainement de l a  c a r a c t é r i s e r  en comparant s a  séquence N-terminale 

avec l e s  banques de données de séquences de p ro té ines .  Ils s e  sont  a l o r s  

a t t achés  a produire  des an t i co rps  con t re  c e t t e  nouvelle  glycoprotéine a f i n  

d 'envisager l e  clonage de son ADN complémentaire. C 'es t  a i n s i  qu'en c r i -  

b lant  une l i b r a i r i e  d 'expression en X g t  1 1  c o n s t r u i t e  a p a r t i r  drARNm 

i s o l é s  de c e l l u l e s  u t é r i n e s  s t imulées  par  l e s  oestrogènes,  que PENTECOST et 

01. (19871 ont i s o l é  un ADNc complet codant pour c e t t e  glycoprotéine.  La 

séquence de c e t t e  de rn iè re  s e  r évé la  ê t r e ,  sans ambiyuité, l a  l ac to t rans -  

f e r r i n e  de Sour is .  

Le clone correspondant & t a i t  cons t i tué  de 2 .224 pb inc luan t  un cadre 

de l e c t u r e  ouvert  de 2.000 pb. Bien que l a  séquence codante s o i t  apparem- 

ment complète, ce clone ne renferme pas l a  t o t a l i t é  du message. Cependant, 

par  des expériences de t r a n s f e r t  par  c a p i l l a r i t é ,  PENTECOST et a 1 . ( 1 3 8 7 )  

estiment l a  t a i l l e  de c e t  ARNm a environ 2 , 6  kb e t  montrent q u ' i l  e s t  d 'une 

t a i l l e  supér ieure  a 1 ' A R N m  de l a  s e r o t r a n s f e r r i n e  de Sour is .  

5. a messaqers d'autres transferrines sëquencés partiellement 

D r  a u t r e s  ARN messagers codant pour une t r ans f  e r r i n e  sont  en cours  



d'étude. C'est le cas du messager de la lactotransferrine humaine, de la 

çérotransferrine de Rat et de la sérotransferrine de Souris. 

U J  LrARN messuqer de l u  luctotransferrine humaine 

Un ADNc partiel de 1.023 pb a été isolé par ir4quipe de RAD0 et  ul. 

(1987) d'une librairie dlADNc, préparée a partir dlARN messagers isolés de 

leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles obtenus chez des patients 

atteints de leucémie granulocytaire chronique. Cet ADNc couvre l'extrémité 

3'-OH terminale du messager de la lactotransferrine humaine et correspond a 

la région codante des 275 acides aminés C-terminaux de la molécule (résidus 

428 à 703). La région 3'-OH non traduite représente, quant a elle, 174 

nucléotides, hormis la queue poly-A. Cette séquence est, a deux résidus 

près, conforme a celle publiée en 1384, par METZ-BOUTIGUE et  u l .  

b )  LrARN messucrer de l u  s&rotrunsferrine de Rut  

Un ADNc codant pour la sérotransferrine de Rat a été isolé d'une 

librairie drADNc de foie de Rat (ALDRED et ul., 1984 ; HUGGENVICK et ul., 

1387). Celui-ci, d'une taille de 1.540 pb, correspond a la partie codante 

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

CI L 'ARN messucrer de l a  çér-otruns ferrine & aur is  

Un ADNc de 492 pb a 6té isole d'une librairie d'expression conçtruite 

a partir dlARNm de foie de Souris par l'équipe qui a clone 1'ADNc de la 

lactotransferrine de Souris (PENTECDST et ul., 1387). Cet ADNc code pour 

164 acides aminés s'alignant sur les ~ésidus 263 a 394 de la sérotransfer- 

rine humaine (MAC GILLIVRAY et u l .  , 1383) . 



Récemment, CHEN et BISSELL (1987) ont décrit l'isolement et la caracté- 

risation d'un clone dlADNc couvrant la quasi totalité du messager de la 

sérotransferrine de souris. Ce dernier a été isolé d'une librairie d'ADN 

compl&mentaires construite a partir dTARNm isolés de cellules Spitheliales 

de glande mammaire de Souris en lignée continue. Cet ADNc est homologue a 

100 % à la région correspondante du clone de PENTECOST et al. C19871, et 

respectivement, a 83 % et 81 % pour les séquences nucléotidiques et pepti- 

diques de la serotransferrine humaine (YANG et al., 1784 ; MAC GILLIVRAY et 

al., 1783). 

B. Homolosies deç sésuences 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 très proches, excepté pour la mélanotransferrine humaine. En 

effet, cette dernière présente une taille drARNm presque deux fois supé- 

rieure a celle des autres transferrines. Cette différence est due a la pré- 

sence d'une région 3 ' -OH non-traduite, exceptionnellement importante 

(1.667 bases) et correspondant a un exon entier (ROSE et ul., 1986). 

L'étude du gène de cet antigène membranaire de la classe des transferrines 

apportera certainement des renseignements int&ressants sur la particularite 

de cette "transferrine integreen et sur les modalités de son expression. 

Quant a l'hypothèse de l'origine commune de ces transferrines, celle- 

ci est nettement renforcée par la conservation des zones drhomologies déjà  

décrites au chapitre 1 (1'" partie) et que 1'011 retrouve au niveau nucléo- 

tidique. 

Concernant les thSories avancées sur l'évolution des transferrines, 

deux démonstrat ions ont été apportees. 



La première a  é t é  proposée pa r  JELTSCH e t  CHAMBON (1982) à p a r t i r  d e  

l a  séquence nuc léo t id ique  d e  1 ' A R N m  de  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  de  Poule.  Ces 

a u t e u r s  on t  montré que l 'homologie i n t é r e s s a n t  l e s  m o i t i é s  N- e t  C-termi- 

n a l e s  d e  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  d e  Poule s e  r e t r o u v a i t  au  niveau de l r A R N  mes- 

s a g e r  p u i s q u r i l  é t a i t  p o s s i b l e  de superposer  l e s  deux b l o c s  nuc léo t id iques  

cor respondants  ( n u c l é o t i d e s  134-934 e t  1134-19341. Par  a i l l e u r s ,  l e s  r é s u l -  

t a t s  d e  c e s  a u t e u r s  s o n t  en f aveu r  d'une t é t r a p l i c a t i o n  d 'un gène a n c e s t r a l  

p u i s q u ' i l ç  montrent l ' a l i gnemen t  p o s s i b l e  de  q u a t r e  b l o c s  d ' a c i d e s  aminés 

e t  de  nuc l4o t ides  cor respondants  (Voir  F ig .  10 ,  p. 44) p réçen tan t  d e s  

homologies. Ces zones d'homologies,  i n c l u e n t  l e s  r é s i d u s  d ' h i s t i d i n e  e t  

d ' a r g i n i n e  impliqués dans l e s  s i t e s  de  f i x a t i o n  du f e r .  

La seconde é tude  a é t é  e f f e c t u é e  pa r  YANG et ul. (1984) a p a r t i r  du 

messager de  l a  s e r o t r a n s f e r r i n e  humaine. Par  ana lyse  s t a t i ç t i q u e  déterminée 

p a r  SARGENT et ul. (1981 , YANG et al. ( 1  984) o n t  montré 1 ' ex i s t ence  d e  

t r o i s  b l o c s  d'homologies i n c l u a n t  l e s  r é s i d u s  d e  t y r o s i n e  e t  d ' h i s t i d i n e  

impliqués dans  l e s  s i t e s  d e  f i x a t i o n  du f e r  (MAC G I L L I V R A Y  et a l . ,  1983).  

Le taux  de  divergence des  nuc l4o t ides  c o n s t i t u a n t  l e s  codons d e  même 

r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés, r e t r o u v é s  dans l e s  m o i t i é s  N- e t  C-  t e rmina le s ,  

e s t  de  50 %. Ce taux e s t  t r è s  é l evé  s i  on l e  compare a c e l u i  de  1 % 

r encon t r é  pour l e  gène de  1 'haptoglobine humaine (YANG et ul. , 1983 1 q u i  

e s t  également l e  p rodu i t  d 'une d u p l i c a t i o n  in t ragénique .  Cependant, ce  taux 

de  divergence peut  s ' e x p l i q u e r  pa r  l e  f a i t  que l e s  t r a n s f e r r i n e s  s e r a i e n t  

l e  p r o d u i t  d 'une d u p l i c a t i o n  d 'un gène a n c e s t r a l  apparu il y a  qiielques 500 

m i l l i o n s  d rann4es  chez l e s  Prochordés (WILLIAMS, 1982) .  



A 1 116 
II 250 
III 455 
IV 597 

B 1 479 
II 881 
III 1496 
IV 1907 

COMPARAISON DES 
------ --- ------- 
1/11 7 ~ / I I I ~  I/IV 

Longueur en nucléotides 54/54 54/51 54/51 
Nombre de codons délétés -1- -/ 1 -/1 
Nombre de codons homologues 2 6 2 
Nombre de nucléotides homologues 2 4 3 6 3 4 
Pourcentage d'homologie 44 67 4 4 

QUATRE REGIONS - 1 ; ; ; ; ; ;  

Fig. 10 : Comparaison des séquences peptidiques et nucléotidiques suggérant 
la tétraplication du gène de l'ovotransferrine de Poule. 
(D'après JELTSCH et CHAMBON, 1982). 

A : Séquences peptidiques correspondant aux résidus 116-133, 250-267, 
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. 



II .  ETUDE COMPAREE DE LA STRUCTURE DES GENES DES TRANSFERRINES 

A. Localisation chromosornisue 

Les é tudes  r é a l i s é e s  s u r  l e  clonage d e s  t r a n s f e r r i n e s  on t  permis,  p a r  

l ' i s o l e m e n t  dlADNc s p é c i f i q u e s ,  d ' en t r ep rendre  l ' é t u d e  des  gènes e t  de  l e u r  

l o c a l i s a t i o n .  C 'es t  a i n s i  que, pa r  d e s  expér iences  d ' hybr ida t ion  i n  s i t u ,  

YANG et u l .  (1984),  SELIGMAN et a l .  (1986) e t  TENG et u l .  (1987) on t  l oca -  

l i s é  respect ivement  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e ,  l a  mé lano t r ans fe r r ine  e t  l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  grand b r a s  du chromosome 3 humain. Par  a i l l e u r s ,  TENG 

et u l .  (1987) on t  montré que,  chez l a  Sour i s ,  l e  gène de  l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  e s t  l o c a l i s é  s u r  l e  chromosome 9 q u i  s e r a i t  l ' é q u i v a l e n t  du chromosome 

3 humain (NAYLOR et al., 1986) .  

B. Structure des sènes la sérotransferrine humaine et de lrovo- 

transferrine de Poule 

Deux gènes de t r a n s f  e r r i n e  ont  é t é  séquencés intégralement  : il s ' a g i t  

du gène de  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine e t  de  c e l u i  de l ' o v o t r a n s f e r r i n e  d e  

Poule.  

La sequence du gène de  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  de  Poule a  é t é  déterminée p a r  

COCHET et u l .  (1379) e t  p a r  JELTSCH (1982).  Le gene e s t  c o n s t i t u e  de 10.567 

pb e t  e s t  o rganisé  en 17  exons sépa res  pa r  16 i n t r o n s .  Leurs t a i l l e s  e t  

l e u r s  p o s i t i o n s  r e s p e c t i v e s  s o n t  prSsentkes dans l a  f i g u r e  l i ,  p. 46 e t  

dans  l e  t ab l eau  I I I ,  p. 47. 

La s t r u c t u r e  du gène de  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine a  & t é  déterminée 

p a r t i e l l e m e n t  par  PARK et a l .  (1985) e t  achevée pa r  SCHAEFFER et u l .  

(1987 a ) .  Il correspond a une t a i l l e  t o t a l e  d e  33.500 pb e t  e s t  o rgan i sé ,  

comme c e l u i  de  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  de Poule,  en 17 exons sépa res  pa r  16 



Fig. 1 1  : Position des exons et des introns dans le gène de la sérotransferrine humaine ( A ) ,  le gène de 
l'ovotransferririe de Poule ( B I  et le segntent partiel du pseudogène de la sérotransferrine 
humaine (Cl. Les lettres correspondent aux introns et les chiffres et nombres aux exons. 
(D'après SCHAEFFER et al.. 1987). 



- TABLEAU III - 

REPARTITION DES INTRONS ET DES EXONS DANS LES GENES 
DE LA SERûTRANSFERRINE HüHAINE ET DE L'OVOTRANSFERRINE DE POULE 

(D'après SCHAEFFER et a l . ,  1987) 

S - Gène de l a  sé ro t rans fe r r ine  humaine. 
O - Gène de l ' ovo t rans fe r r ine  de Poule. 
a  - Déterminé par cartographie de r e s t r i c t i o n  e t  par des  séquences 

p a r t i e l l e s .  
b - déterminés par  séquençage (JELTSCH, 1 9 8 2 ) .  



introns. Leurs distributions respectives, comparativement à celles de 

l'ovotransferrine de Poule, sont rassemblées dans la figure 1 1 ,  p. 46 et 

dans le tableau III, p. 47. 

Enfin, SCHAEFFER et al. (1987 a), au cours de leur étude, ont défini 

la structure partielle d'un pseudogène apparenté au gène de la sérotransfer- 

rine. Ce dernier présente de très fortes homologies de séquence avec les 

exons 7, 8, 9, 10 et 12 du gëne de la sérotransferrine (65 % et 72 % au 

niveau des séquences peptidique et nucléotidique, respectivement). Par 

ailleurs, ce pseudogêne n'est pas apparenté au gène de la lactotransferrine 

humaine puisque le taux d'homologie avec la séquence peptidique correspon- 

dante n'est que de 35 %. Ce pseudogène, enfin, a été localisé sur le chro- 

mosome 3 comme le gène de la sérotransferrine (YANG et al., 1983). 

Afin de démontrer l'existence d'une origine commune des transferrines, 

SCHAEFFER et ul. (1987 a) ont comparé les structures des deux gènes de 

l'ovo- et de la sérotransferrine (Voir Tableau IV, p. 49). De toute évi- 

dence, ces deux gènes présentent une répartition introns - exons comparable, 

voire identique. Cependant, la taille des introns est très différente, 

expliquant ainsi la différence de taille de ces deux gènes (3 fois plus 

grand pour le gène de la sérotransferrine humaine). Des études en cours sur 

la détermination de la structure du gène de la sérotransferrine de Rat 

seraient en faveur d'une répartition similaire (LEVIN et ul., résultats non 

publiés) . 
Les résultats présentés dans le Tableau IV, p. 49 montrent sans ambi- 

guïté que ces deux gènes ont une origine commune. Ils proviendraient, comme 

l'ont montré PARK et ul. (19851, d'un gène ancestral provenant lui-même de 

la duplication interne d'un g6ne précurseur. Ces conclusions deviennent à 

présent évidentes compte tenu de la très forte homologie existant entre les 

paires d'exons comparés pour chacun des deux gènes. Elles confirment les 

hypothèses avancées par WILLIAMS et al. (1982) sur l'évolution des transfer- 



- TABLEAU IV - 

COIIPARAISON DES EXONS CORRESPONDANT AUX DEUX PARTIES DES GENES 
DE LA SEROTRANSFERRINE HUPIAINE ET DE L'OVOTRANSFERRINE DE POULE 

tDraprès SCHAEFFER et al., 1 9 8 7 )  

S = Gène de la sérotransferrine humaine. 
O = GGne de lrovotransferrine de Poule. 

* = Numérotation des séquences peptidiques selon YANG et al. ( 1 9 8 4 )  et 
JELTSCH ( 1 9 8 2 ) .  



r i n e s .  

Enf in ,  PARK et al. ( 1  985) o n t  proposé un schéma s e l o n  l eque l  a u r a i t  pu 

s ' o p é r e r  l a  d u p l i c a t i o n  d e  l ' a n c ê t r e  génique d e s  t r a n s f e r r i n e s .  Ce gène 

a n c e s t r a l  a u r a i t  contenu 10 exons ( l r e x o n  1 codant pour une séquence s i g n a l  

e t  l l e x o n  10 pour l a  r ég ion  3'-OH du gène) (F ig .  12,  p .  51) .  La d u p l i c a t i o n  

s e r a i t  intervenue pa r  un micanisme de  c ross ing-over  e n t r e  d e s  séquences 

p r é s e n t e s  au niveau des  i n t r o n s  l i m i t é s  p a r  l e s  exons 1-2 e t  7-10. Ce 

nouveau gène de  18  exons a u r a i t  évolué en perdant  l ' exon  4 dans l a  r ég ion  

5'-P. Une a u t r e  a l t e r n a t i v e  s e r a i t  l a  d u p l i c a t i o n  d 'un gène a n c e s t r a l  d e  9 

exons s u i v i  de  l ' i n s e r t i o n  d'un 17' exon dans  l a  mo i t i é  3'-OH. Ces d e u x *  

mécanismes abou t i s sen t  a l a  con f igu ra t ion  a c t u e l l e  de  17 exons, 16 i n t r o n s  

connue pour l r o v o t r a n s f e r r i n e  de  Poule e t  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  humaine. 

C. Structure d'un oncoqène apparenté au qène des transferrines : & 

gène Blm 1 

Un oncog&ne d e c r i t  en 1983 pa r  GOUBIN et a l .  a  é t é  i s o l e  a p a r t i r  d e  

c e l l u l e s  de  lymphomes obtenues pa r  t ransformat ion  de  lymphocytes E  par  un 

r 4 t r o v i r u s  : l e  LLV (Lymphoid Leukosis V i r u s ) .  Ce gène, a c t i f  dans l e s  

c e l l u l e s  t ransformées,  code pour une séquence de  58 a c i d e s  aminés dont 20 

p r é s e n t e n t  une p o s i t i o n  homologue avec des  r é s i d u s  p r é s e n t s  dans l r e x t r e -  

mité  N-terminale des  t r a n s f e r r i n e s .  La meme zone oncogène a  é t é  c a r a c t s -  

r i d e  sous forme a c t i v e  dans  des  l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  obtenues chez d e s  

malades a t t e i n t s  du lymphome de Burk i t t  (DIAMOND et al., 1383 ; DIAMOND et 

a l . ,  1 3 8 4 1 .  Ce gene Elym 1 humain code pour une séquence de 0 5  r é s i d u s  

d ' a c i d e s  amines p r ~ i s e n t a n t  33 % d'homologie av?c l e  p rodu i t  du gene Blym 1 

a v i a i r e .  Les zones d'homologies e n t r e  l e  p rodu i t  du yène Blym 1 de  Poule t  

e t  l a  séquence N- t e rmina le  d e s  t rnns f  e r r i n e s  s o n t  r e t rouvees  eqalernent dans 

l e  cas du gène Elym 1 humain. Néanmoins, l e s  séquences nuc leo t id iques  d e s  



1 2 3 4 5 6 7  8 9 1 0  

III::: 
5 6  7 8  9 1 0  

I I  I I  I I  I I  

F i g .  12 : [Iypothèse de l'origine du gène de la sérotransferrine par duplication d'un gène ancestral 
précursêur. (D'après PARK et al., 1 9 8 5 ) .  

A - Duplication du gène ancestral par crossing-over. 
B - Gène précurseur de la sérotransferrine. 
C - Gene de la sérotrançferrine actuelle. 

Les chiffres et nombres correspondent aux exons. 
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gènes Blym 1 s o n t  beaucoup t r o p  d i v e r g e n t e s  d e  c e l l e s  d e s  t r a n s f e r r i n e s  

pour que l ' o n  p u i s s e  en dédu i r e  une phylogenie commune. Cependant, l e s  

zones d'homologie conservées  d e s  p r o d u i t s  d e  c e s  deux gènes avec l e s  t r a n s -  

f e r r i n e s  suggerent  que c e s  p r o t é i n e s  p o u r r a i e n t  a v o i r  une fonc t ion  don t  l e  

mécanisme s e r a i t  apparenté  a c e l u i  d'une t r a n s f e r r i n e  (DIAMOND et uJ., 

1 9 8 4 ) .  



R E G U L A T I O N  DE L ' E X P R E S S I O N  

D E S  G E N E S  D E S  T R A N S F E R R X N E S  

L'importance e t  l a  d i v e r s i t é  des  r ô l e s  joués par  l e s  t r a n s f e r r i n e s  o n t  

s u s c i t é  un t r è s  grand i n t é r ê t  pour l 1 4 t u d e  de  l e u r s  gènes e t  de  l e u r s  régu- 

l a t i o n s .  Grace au  développement r é c e n t  des  techniques  du génie  géné t ique ,  

une approche molécula i re  d e  c e s  r é g u l a t i o n s  a  pu ê t r e  e n t r e p r i s e .  Ce t t e  

approche, a l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  a  s u r t o u t  concerné l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  q u i  

r e s t e  incontestablement  l a  p r o t e i n e  l a  p l u s  é t u d i é e  du groupe des  t rainsfer-  

riines. Néakimoins, l e  clonage réceint d  ' ADNc codant pour l e s  1ac to . t ransf  e r -  

r i n e s  humaine e t  murine (RADO et ul. , 1987 ; PENTECOST et ul. , 1987)  a 

permis l ' é t u d e  d e  l e u r s  gPnes e t  quelques r é s u l t a t s  o n t  d é j a  4tS obtenus 

s u r  l ' e x p r e s s i o n  d e  ceux-ci .  

1. REGULATION DE LrEXPRESSIOM DU GENE DE LA ÇEROTRANSFERRINE ET DE L'OVO- 

TRANSFERRINE 

Le taux  de synthèse  de  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  de  l rovo t r ans fe r r i i ne  en 

r e l a t i o n  avec l e u r  fonc t ion  au niveau de  d i f f é r e n t s  t i s s u s ,  a 4 t é  é t u d i é  

intensivement  [Voir  l e s  revues  géné ra l e s  de MORGAN (1983) e t  de  BROCK 

(198511. Cependant, " l 'approche nucléique" de l a  r é g u l a t i o n  de  l ' exp res s ion  

des gènes de ces  deux g lycopro té ines  n ' a  S t é  e n t r e p r i s e  que v e r s  l a  f i n  des 

années 70. Les premiers  r é s u l t a t s  remontent a  1380 avec l a  dérnonstratic~n de 

1 ' ex i s t ence  d'un gène unique çcdant  pour 13 sé ro t r a ins fe r r ine  e t  1 ' ovotrans-  

f e r r i n e  du Poule t  (LEE et u l . ,  1980) .  



Le clonage des ADNc spécifiques des séro- et ovotransferrine de Poulet 

et la détermination récente des structures completes des gènes de l'ovo- 

trançferrine de Poule et de la sérotransferrine humaine, ont ouvert la voie 

à l'étude de la régulation de ces gènes. Nous nous proposons, dans ce cha- 

pitre, de faire le point sur les nouveaux résultats acquis dans ce domaine 

grâce aux techniques dérivant du génie génétique. 

A. Spécificité tissulaire & l'ex~ression du sène des transferrines 

Les résultats obtenus sur la régulation de l'expression du gène de la 

sérotransferrine sous l'influence de divers facteurs laissaient supposer 

que l'expression de celui-ci était spécifique du tissu. Chez des souris, 

MAC KNIGHT et ul. (1383) ont introduit avec succès le gène de l'ovotrans- 

ferrine de Poule, par micro-injection, dans les noyaux d'ovules fécondés de 

Souris. Ces ovules ont ensuite éte réimplantes chez des souris en etat de 

gestation. 15 a 30 % des souriceaux nouveau-nés avaient, dans leurs chromo- 

somes, des séquences du gène de 1 'ovotransf errine. Sur 5 des 7 souris trans- 

géniques étudiées, le gène de l'ovotransferrine de Poule était exprimé pré- 

férentiellement dans le foie et de l'ovotransferrine était retrouvée dans 

le s4rum des souris. Ces expériences, bien que preliminaires,montrent qu'il 

existe certainement une région du gène de 1 ' ovo transf errine responsable de 

la spécificité tissulaire de l'expression de ce gène. 

B. Résulation d e  l'ex~ression duqène de la sérotransferrine en fonc- 

tion du taux de fer 

LAURELL (19471 a été le premier à observer que la capacité plasmatique 

de fixation du fer (ou plutôt la concentration en s4rotransferrine) 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 maintenant admis que le taux de fer disponible 

régule la synthèse de la sérotransferrine (Voir la revue générale de MORGAN, 

19831, ainsi que l'expression du récepteur membranaire de cette dernière 

(MULLER-EBERHARD et al., 1988). 

La première question posée était de savoir si la régulation de l'ex- 

pression du gène de la sérotransferrine faisait intervenir un mécanisme pré- 

ou post- transcriptionnel. Un problème identique avait déja été étudié a 

propos de la régulation du gène de la ferritine qui est la protéine respon- 

sable du stockage du fer dans les cellules. La synthèse de cette dernière, 

a la différence de la sérotransferrine, est augmentée en présence d'un taux 

elevé de fer. Un mécanisme de régulation avait été suggéré par ZAHRINGER et 

ul. ( 1  976) selon lequel un état de surcharge en fer provoquait le départ 

d'un répresseur présent au niveau du gène de la ferritine, augmentant ainsi 

l'efficacité de la transcription. Concernant la sérotransferrine, une étude 

sur l'activité transcriptionnelle a été entreprise par MAC KNIGHT et al. 

(1980 a) chez le Poulet. Ces auteurs ont constaté que, lorque l'on soumet- 

tait des Poulets à une alimentation carencée en fer, le taux de transfer- 

rine sérique augmentait ainsi que le taux de synthèse dans le foie. Par des 

expériences d'hybridation moléculaire avec un ADN complémentaire spécifique, 

MAC KNIGHT et u l .  (1780 a, 1780 b) ont montré que cette augmentation de la 

synthèse de sérotransferrine était associée a une augmentation proportion- 

nelle du taux d'ARN messagers codant pour la sérotransferrine. Cette acti- 

vité transcriptionnelle s'accroit d'environ 2,5 fois apres trois semaines 

d'alimentation sans fer (par rapport a un lot t6moin de Poulets nourris 

normalement). Une analyse de la répartition cellulaire des ARN messagers 

montrait que plus de 90 % de ceux-ci 6taient retrouves dans la fraction 

polysomique. Ces données ont conduit ces auteurs a la conclusion que la 

i6gulation de l'expression du gene de la s6rotransferrine, au niveau du 



foie, était fonction du taux d'ARNm et ne dépendait pas d'une stimulation 

de la traduction de messagers pré-existant3 dans la cellule. 

Par ailleurs, MAC KNIGHT et 01. (1380 b) ont montré que, comparative- 

ment, le taux dlARN messagers codant pour l'albumine était inchangé et 

qu'aucune modification de l'activité transcriptionnelle du gène de la séro- 

transferrine n'était observée au niveau d'autres organes, en particulier de 

l'oviducte (lieu de synthèse de l'ovotransferrine). Il apparaît donc que la 

chute du taux de fer a un effet direct sur la synthèse hépatique de séro- 

transferrine (par stimulation de la transcription) et que cet effet est a 

la fois spécifique du gène de la sérotransferrine et du tissu. 

Des études similaires entreprises par TUIL et 01. (1985) sont en con- 

tradict ion avec les résultats de MAC KNIGHT et 01. (1 980 a, 1980 b)  . En 
effet, après avoir soumis des Rats a une alimentation depourvue de fer, ces 

derniers ne constatent pas d'augmentation notoire du taux drARN messagers 

spicifiques de la sérotransferrine au niveau du foie. 

Enfin, par des recherches assistées par ordinateur, ADRIAN et ul. 

(1986) caractérisent 5 séquences consensus de 7 nucléotides ( 2  dans la 

région 5'- flanquante et 3 dans le premier intron) identiques a des régions 

promotrices du gène de la métallothionine (STUART et ul., 1985) répondant a 

une stimulation par le zinc. Dans le cas particulier du gène de la rnStallo- 

thionine, deux MRE lMetallothionein Regulatory Element) au moins sont néces- 

saires pour stimuler la transcription contrôlée par le zinc (SEARLE et ul., 

1985) alors que KARIN et ul. (1384) montrent qu'une seule copie suffit pour 

obtenir un effet avec le cadmium. Enfin, il f a u t  noter que, dans le cas de 

la métallothionine, le taux de métal influe positivement sur 1 'activi tS 

transcriptionnelle du gène alors que, dans le cas de la ~Srotransferrine, 

le fer aurait un effet inverse. Des études sont actuellement menées par 

SCHAEFFER et ul. (1987 b )  afin de démontrer l'intervention de ces s6quences 

consensus dans la régulation du gène de la sérotrançferrine. Ces auteurs 



on t  c o n s t r u i t  une s é r i e  de v e c t e u r s  d 'express ion  contenant  d i f f é r e n t e s  por-  

t i o n s  d e  l a  rég ion  5 ' -  promotr ice du gène d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e .  Ces 

séquences on t  é t é  i n s é r é e s  en amont de  l a  p a r t i e  codante du gène d e  l a  Chlo- 

ramphenicol Acyl Transferase  (CATI. Ces expér imenta t ions  o n t  pour bu t  d e  

dé te rminer  l ' a c t i o n  de  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  s u r  c e s  r ég ions  r é g u l a t r i c e s ,  

p a r  v i s u a l i s a t i o n  d i r e c t e  de  l ' e f f e t  du p rodu i t  d e  t r a d u c t i o n  du gène d e  l a  

CAT . 

Les recherches  q u i  on t  é t é  e n t r e p r i s e s  s u r  l a  r é g u l a t i o n  du gène de  l a  

s é r o t r a n ç f e r r i n e  en fonc t ion  du taux d e  f e r  o n t ,  comme nous venons d e  l e  

d é c r i r e ,  abou t i  à d e s  r é s u l t a t s  c o n t r a d i c t o i r e s  a propos d 'une simple s t imu- 

l a t i o n  d e  1 ' a c t i v i t é  t r a n s c r i p t i o n n e l l e  . Cependant, 1 'augmentation du taux  

de  synth6se  d e  s é r o t r a n s f e r r i n e  e x i s t e  b ien  e t  l e s  a u t e u r s  s o n t  unanimes a 

ce  s u j e t .  Bien qu'aucun mécanisme molécula i re  n ' a i t  encore é t é  proposé, l a  

connaissance r é c e n t e  de  l a  séquence t o t a l e  des  gènes de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

humaine e t  de  1 ' o v o t r a n s f e r r i n e  de  Poule d e v r a i t  permet t re  d ' en t r ep rendre  

c e t t e  é tude .  

C. Réqulat ion & l ' exp res s ion  du qène d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  d e  

l ' o v o t r a n s f e r r i n e  p a r  les oes t roqènes  

La synthèse  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e s t ,  comme dans l e  c a s  de  nombreu- 

s e s  a u t r e s  p r o t é i n e s  plasmatiques,  sous l a  dépendance des  hormones o e s t r o -  

gènes.  C e t t e  obse rva t ion ,  f a i t e  pour l a  première f o i s  en 1347 pa r  LAURELL, 

a é t é  confirmée pa r  de nombreuses expér iences  e t ,  pour p l u s  de d é t a i l s ,  

nous renvoyons l e  l e c t e u r  a l a  revue géné ra l e  de  MORGAN ( 1 9 8 3 ) .  

Le mécanisme molécula i re  de  l ' a c t i o n  des  oes t royenes  s u r  l a  synthèse  

de  s é r o t r a n s f e r r i n e  a é t é  act ivement  é t u d i é  chez l e  Poule t  où l e  produi t  d e  

l a  t r a d u c t i o n  du gène de l a  s e r o t r a n s f e r r i n e  donne na issance  4 l a  s e ro -  

t r a n s f e r r i n e  (dans l e  f o i e l  e t  a l ' o v o t r a n s f e r r i n e  (dans l r o v i d u c t e )  (LEE 



et u l . ,  1980) .  L ' admin i s t r a t i on  d 'oes t rogènes  a d e s  P o u l e t s  e n t r a î n e  une 

augmentation du taux  de  syn thèse  de  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  e t  d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  

d e  l ' o e u f  au  niveau des  c e l l u l e s  g l a n d u l a i r e s  d e  l ' o v i d u c t e  (PALMITER, 

1972).  C e t t e  synthiise accrue  e s t  due a une s t i m u l a t i o n  de  l ' a c t i v i t é  

t r a n s c r i p t i o n n e l l e  du gène d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  au  niveau de  l ' o v i d u c t e  

(PALMITER et a l . ,  1976) .  De même, il a  é t é  observ4, dans  de moindres propor-  

t i o n s ,  une augmentation c o n j o i n t e  du taux  d '  ARNm de s é r o t r a n s f  e r r i n e  au  

niveau du f o i e  (LEE et a l . ,  1778) .  L'augmentation d e  l ' a c t i v i t é  t r a n s c r i p -  

t i o n n e l l e  du gène d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  dans l e s  deux t i s s u s  a  é t é  es t imée  

à 1 , 5  - 2 f o i s  pour l e  f o i e  e t  a 6 - 8 f o i s  pour l ' o v i d u c t e .  

En 1975, MORGAN a v a i t  suggéré  que l e  gène d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  pou- 

v a i t  ê t r e  a c t i v é  ind i rec tement  en c r é a n t  un é t a t  d e  d é f i c i e n c e  en f e r  a i g u ë  

par  f u i t e  de  f e r  au niveau du f o i e .  Bien que l a  réponse  du f o i e  a une s t imu- 

l a t i o n  p a r  l e s  oes t rogènes  e n t r a î n e  e f fec t ivement  une chute du taux de f e r  

hepa t ique  (MORGAN, 1775 ; MAC KNIGHT et u l . ,  1980 b ) ,  l 'augmentat ion du 

%aux dlARN messagers codant pour  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  n ' e s t  pas  levée  t o t a l e -  

ment l o r sque  l e s  P o u l e t s ,  sous  t r a i t emen t  hormonal, s o n t  soumis à une a l i -  

mentation supplémentée en f e r  ou a une i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  de  f e r r i t i n e  . 
Par  a i l l e u r s ,  MAC KNIGHT et ul. (1980 b)  on t  c o n s t a t é ,  qu'en f a i t ,  l a  chu te  

du taux  de  f e r  e t  l a  s t i m u l a t i o n  p a r  l e s  oestrogSnes,  a v a i e n t  un e f f e t  

synergique s u r  l ' a c t i v i t é  t r a n s c r i p t i o n n e l l e  du gène de l a  s é r o t r a n s -  

f e r r i n e .  Ces observa t ions  s o n t  t r è s  cer tainement  en faveur  de  1 ' ex i s t ence  

de  deux mécanismes d i s t i n c t s  de  r é g u l a t i o n  de l ' e x p r e s s i o n  du gène par  c e s  

deux f a c t e u r s .  Un schema rSsurnant l e s  e f f e t s  du f e r  e t  des  oestrogSnes s u r  

l ' e x p r e s s i o n  du gSne de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  a é t é  proposé pa r  MORGAN (1783) 

IF ig .  13 ,  p .  5 9 ) .  

Enf in ,  t o u t  comme dans l e  c a s  de l a  r é g u l a t i o n  de  l ' exp res s ion  du gène 

en fonc t ion  du taux de  f e r ,  TUIL et u l .  (19851 a b o u t i s s e n t  a des  r e s u l t a t s  

c o n t r a d i c t o i r e s .  Ces a u t e u r s  montrent,  en  e f f e t ,  qu'aucune s t imu la t ion  d e  
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Fig .  13 : Repr6sentat ion schématique de l a  regulatio1-1 de 
1 ' express ion  du gène de l a  s e r o t r a n s f e r r i n e  au 
niveau du f o i e  e t  de l ' o v i d u c t e  de Pou le t .  
(D1aprSs HORGAN, 1983) .  



l'activité transcriptionnelle du gène de la sérotransferrine n'est consta- 

tée chez des rats soumis a un traitement par les oestrogènes. 

Récemment, par la recherche de séquences consensus dans la région 5'- 

promotrice du gène de la sérotransferrine humaine, ADRIAN et a l .  (1986) ont 

caractérisé 3 séquences présentant de très fortes homologies avec un site 

de fixation pour un récepteur d'hormones glucocorticoides. Ces séquences de 

12 pb sont de 75 a 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 gène de la métallothionine (KARIN et ul., 1984). VON DER AHE 

(1985) a montré que les récepteurs des hormones glucocorticoides, des 

oestrogènes et de la progestérone pourraient interagir au niveau de mêmes 

séquences d'ADN. 

D. Résulation & l'ex~ression du sène de la sérotransferrine par l'Am 

cyclique 

L'AMP cyclique (AMPc) est connu depuis longtemps comme second messa- 

ger de nombreuses hormones peptidiques. Son rôle dans la régulation de 

lrexpression du gène de la sérotransferrine a été étudié par TUIL et 01. 

(1985). Ces auteurs ont montré que l'injection drAMP cyclique a des Rats 

provoquait une inhibition quasi-totale, mais brève, de l1activit4 transcrip- 

tionnelle du gène de la sérotransferrine dans le foie du Rat. Cette inhibi- 

tion atteint 95 % de la valeur témoin 30 minutes après le traitement. Un 

effet analogue est obtenu lors de l'injection de glucagon a ces animaux, a 

la place de lTAMPc (rappelons que le ylucagon, comme l'adrénaline, stimule 

le systeme ad4iiylcyclasique). Drllll point de vue physiologique, une s6crG- 

tion normale de ylucagon peut être obtenue lorsqu'on soumet des animaux a 

une alimentation riche en protiines. Dans ce cas,la sécrétion est impor- 

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



nelle de certains gènes. Cette action n'est réversible que si la sécrétion 

du glucagon srarr4te. VAULONT et 01. (résultats non publiés) ont montré que 

le taux de transcription du gène de la sérotransferrine n'était pas affecté 

chez des animaux alimentés par un régime protéique très riche. L'effet du 

glucagon - et donc de 1'AMPc - sur l'activité transcriptionnelle du gène de 
la sérotransfer~ine n'est que transitoire et, en conséquence, peu important 

d'un point de vue physiologique, comparativement a la demi-vie de 1'ARNm et 

plus encore a la sérotransferrine elle-même. 

Enfin, au niveau moléculaire, LUCERO et al. ( 1  986) ont identifié un 

site potentiel de régulation du gène de la sérotransferrine humaine par 

1'AMP cyclique dans la région 5'- promotrice. 

II. REGULATION DE L'EXPRESSION DU GENE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

L'étude de la régulation de l'expression du gène de la lactotransfer- 

rine a pu être entreprise grâce au clonage récent de deux ADNc codant pour 

les lactotransferrines humaine et murine. 

L'équipe de RAD0 et ul. (1987) qui s'est intéressée au clonaqe de la 

lactotransferrine humaine, cherchait a mettre en évidence un marqueur de 

différenciation de la granulocytopoïèse. La lactotransferrine contenue dans 

les granules secondaires des leucocytes polymorphonucleaires neutrophiles 

(FMN) (MASSON et al., 1969) est, lors de pmcessus inflammatoires entrai- 

nant une hyposidérémie, liberSe par dSgranulation (VAN SNICK , 1977) . En 
1984 .  RADO et ul . avaient montré que la lactotransf errine etait présente 

dans les granulocytes neutrophiles et était absente au stade blastique ou 

promyélocytaire. La question que s'était posée cette équipe, 4tait de 

savoir si le mécanisme impliqué dans la régulation de la synthèse de lacto- 

transferrrine etait pré- ou post-transcriptionnel. Le clonage d'un ADNc 



codant pour la lactotransferrine humaine a permis, par hybridation molécu- 

laire, de relier le taux de synthèse de lactotransferrine au taux dlARN 

messager. Pour réaliser cette étude, la difficulté majeure était de pouvoir 

préparer des fractions dlARN messagers de ces différents types cellulaires 

qui existent en "mélange" dans la moelle osseuse. Pour se faire,RADO et ul. 

(19871 ont travaillé sur des prélèvements 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 parallèle a 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 d'inducteurs, respectivement selon la voie 

granulocytaire ou monocytaire. Les résultats de cette étude ont montré que 

la présence dlARN messagers de la lactotransferrine n'était détectable 

qu'au niveau de stades postérieurs au stade promyélocyte. La présence de 

lactotransferrine dans ces mêmes cellules indique que le mécanisme régulant 

la synthèse de lactotransferrine durant la granulocytopoïèse est vraisembla- 

blement d'ordre transcriptionnel. Enfin, ces auteurs n'ont pu caractériser 

dlARNm spécifiques après induction par le DMSO ou par l'acide cis-réti- 

noïque des lignées HL-60 ou PL-985 en culture, bien que d'autres marqueurs 

de différenciation soient présents. Ces résultats indiquent que l'absence 

de synth6se de lactotransferrine est vraisemblablement en relation avec 

l'arrêt de différenciation causé par le processus de transformation maligne. 

Les études récentes de PENTECOST et ul. ( 1 9 8 7 )  ont montré que la lacto- 

transferrine était la protéine majeure produite par les cellules utgrines 

de Souris soumises a un traitement par les oestrogGnes. Cette stimulation a 

un effet direct sur l'activité transcriptionnelle du gPne de la lactotrans- 

ferrine puisque lrARN messager de la lactotransferrine est représenté 

majoritairement dans ces cellules. Il s'agit du premier cas décrit de 

l'expresçion de la lactotransferrine par des cellules utérines stimulées 



par des hormones oestrogènes. En effet, les résultats de LEE et ul. (1978) 

et de MAC KNIGHT et ul. (1980 b )  font état d'une stimulation de l'activité 

transcriptionnelle du gène de la sérotransferrine chez le Poulet par les 

oestrogènes. Des études immunohistoloyiques (TOURVILLE et ul., 1970 ; 

MASSON, 1970) avaient déjà mis en évidence la lactotransferrine humaine au 

niveau des cellules glandulaires de l'endomètre humain, ce qui permet de 

penser qu'il puisse exister une stimulation de sécrétion de la lactotrans- 

ferrine humaine sous l'effet des oestrogènes. 

Les résultats obtenus sur la rëgulation des gènes des transferrines 

sont encore, aujourd'hui, trop restreints pour pouvoir proposer un méca- 

nisme. En effet, celui proposé par l'équipe de MAC KNIGHT (1980 b ) ,  fondé 

sur un processus simple de régulation pré-transcriptionnelle du gène de la 

sérotransferrine par le taux de fer, a été infirmé quelques années plus 

tard par les résultats de TUIL et ul. (1385). Cependant, le séquençage 

récent du gène de la sérotransferrine humaine (PARK et al., 1385; SCHAEFFER 

et al., 1387 a)  et plus particulièrement de la région 5'- promotrice du 

gPne (ADRIAN et ul., 1386) a permis une nouvelle étude par la recherche de 

séquences consensus assistée par ordinateur. C'est ainsi que ADRIAN et ul. 

(1386) et LUCERO et ul. (1?86) ont identifi4 des sites potentiels de régu- 

lation par divers facteurs. 

Des études sont actuellement en cours par SCHAEFFER et a l .  (1787 b )  

afin de démontrer l'intervention de ces séquenc~s ronsençus dans la régu- 

lation du gène de la serotransferrine. 
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D E T E R M I N A T I O N  D E  L A  S T R U C T U R E  P R I M A I R E  

P A R T I E L L E  DE L A  L f i C T O T R G N S F E R R I N E  B O V I N E  

P A R  L n f i P P L I C f i T I O N  DE M E T H O D E S  C H I M I Q U E S  

E T  E N Z Y M A T I Q U E S  

La dé termina t ion  de l a  s t r u c t u r e  pr imai re  d 'une  p r o t é i n e  n e c e s s i t e  l a  

p répa ra t ion  de pep t ides  d i rec tement  séquençables .  Toutefo is ,  dans l e  c a s  

d'une p r o t é i n e  de  masse molécula i re  a u s s i  impor tan te  que la  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  bovine (envi ron  80 kDa),  il e s t  p r é f é r a b l e ,  dans  un premier temps, d e  

chercher  a i s o l e r  l e s  domaines c o n s t i t u a n t  c e t t e  d e r n i è r e .  L '  isolement d e s  

domaines s t ruc tu raux  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine ,  e n t r e p r i s e  en 1976 p a r  

BROCK e t  u l .  par  hydrolyse t ryps ique  ménagée, a condui t  a l a  mise en é v i -  

dence de  5 fragments de  masse molécula i re  comprise e n t r e  25000 e t  52700. 

Aucun de  c e s  fragments n ' a v a i t  pu cependant ê t r e  i s o l é ,  en r a i s o n ,  vraisem- 

blablement ,  de  l ' e x i s t e n c e  d ' i n t e r a c t i o n s  non cova len te s  e n t r e  l e s  domaines 

(BRINES ET BROCK, 19831. Aussi avons-nous débuté n o t r e  e tude  s u r  l a  dé te rmi-  

n a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine en a p p l i -  

quant  l e  pro tocole  d 'hydro lyse  e t  de  d i s s o c i a t i o n  des  deux lobes m i s  au  

p o i n t  pa r  LEGRAND et u l .  (1  984, 19861 pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine. 

Enf in ,  114 tude  p a r t i c u l i è r e  des  deux lobes  N- e t  C-  terminaux de l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  bovine a  é t é  e n t r e p r i s e  en app l iquan t  d i f f é r e n t e s  méthodes 

d'approche (chimiques e t  enzymatiques) .  

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus o n t  é t é  regroupes dans l e s  

paragraphes s u i v a n t s  : 

1. Isolement des  fragments  N- e t  C- terminaux de l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  bovine e t  é tude  de  l e u r s  p r o p r i e t é s  . 
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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. 

1. ISOLEMENT ET ETUIIE DES FRAGi'iENTS K- ET C- TERHINAUX DE LA LACTOTRANSFER- 

RINE BOVINE 

La première 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 l'isolement des moitiés N- 

et C- terminales de la molécule. 

A. Isolement caractérisation d a  framents trmsisues de la lacto - 

transferrine bovine 

1 .  Mode opératoire 

La lactotransferrine bovine saturée en fer (voir p. A-1) est soumise a 

une hydrolyse trypsique ménagée dans les condi~tions définies p. A-3. 

Lrhydrolysat est ensuite chromatographié sur un support de tamisage 

moléculaire en conditions dissociantes et non dissociantes. Deux supports 

chromatographiques ont été utilisés : 

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

NH, HCO, 0,05 M pour la chrcmatographie non dissociante ; 

- une colonne de Bio-Gel P-60 équilibrée dans une solution d'acide 

acétique a 10 p 100 (v:v) pour la chromatographie réalisée en condi- 



tions dissociantes. 

Les protocoles expérimentaux sont détaillés dans l'Appendice technique 

p. A - 3 .  La séquence N-terminale de chaque fragment isolé a été déterminée 

par dégradation récurrente d'EDMAN. Ces travaux ont été réalisés au Labora- 

toire de Chimie des Biomolécules de l'Institut Pasteur de Lille (Directeur : 

Prof. André TARTAR). 

2. Résultats 

o.  Isolement fragments trvr>siques de lu luctorunsferrine 

bovine 

L'hydrolyse trypsique ménagée de la lactotrransferrine bovine, analy- 

sée en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et réductrices, 

révèle la présence de 4 fragments de masses moléculaires estimées a 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'aucun fragment ne dérive d'un polypeptide pluricaténaire (Fig. 

14, p. 67). 

L'hydrolysat, chomatographié sur colonne de Çephadex G - 7 5  équilibrée 

dans une solution de NH, HCO, :fournit une fraction majeure (BI et deux frac- 

tions mineures (A et C) (Fig. 15, p. 68). L'analyse par électrophorèse en 

gel de polyacrylamide du contenu de ces trois fractions révele 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 (BI repré- 

sente près de 80 % de la masse de lactotransferrine de départ hydrolysée. 

Le profil chromatographique de l'hydrolysat trypsique de la lactotrans- 

ferrine diferrique bovine sur Bio-Gel P-60 équilibrée dans une solution 

d'acide acétique a 10 % est présenté dans la Fig. 15, p. 68. Le chromato- 



Fig. 14 : Analyse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et 
reductrices 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- 

L ment de 45 kDa ; ( 5 )  Fragment de 30 kDa. 



'élution (1) 

Fig.  15 : Chromatographie de l ' h y d r o l y s a t  t ryps iqu2  de  l a  
l a c t o t r a n ç f e r r i n e  bovine. 

( 1 )  : Chromatographie s u r  colonne de Sephadex G-75 
i q u i l i b r 4 e  dans une s o l u t i o n  de NH, HCO, 0 , 0 5  14. 

! 2 1 : Chromatographie s u r  colonne de Bio-Gel P-O0 
4qu i l i b r4e  d a n s  une so1utio1-1 d ' a c i d e  ack.tic~ue a 10 % ( v : v ) .  



gramme montre l a  présence de 3 f r a c t i o n s  majeures notées 1 ,  I I ,  III. Ces 3 

f r a c t i o n s ,  analysées s u r  g e l  de polyacrylamide en condi t ions  dénaturantes  

e t  r éduc t r i ces  r é v è l e n t  que l a  f r a c t i o n  1 renferme un fragment de  80 kDa 

correspondant vraisemblablement à de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  non hydrolysée ; 

que l a  f r a c t i o n  I I  c o n t i e n t ,  en mélange, 2 fragments de 52 e t  45 kDa, e t  

que l a  f r a c t i o n  I I I  correspond à un fragment unique de masse moléculaire 

vo i s ine  de 30 kDa. Le pourcentage r e l a t i f  de chacune de ces  f r a c t i o n s  e s t  

d'environ 30, 40 e t  20 % - respectivement - de l a  q u a n t i t é  de l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  hydrolysée e t  chromatographiée. Les f r a c t i o n s  1 e t  I I I ,  rechroma- 

tographiées dans l e s  mêmes condi t ions  fourn i s sen t  des  fragments homogènes 

s u r  ge l  de polyacrylamide. Par  cont re ,  l e  recyclage du p i c  II ne permet pas 

une sépara t ion  e f f i c a c e  des  2 fragments de 52 e t  45 kDa ( é t a n t  données 

l e u r s  masses moléculaires v o i s i n e s ) .  L'analyse s u r  ge l  de polyacrylamide en 

condi t ions  d4naturantes e t  r éduc t r i ces  des  d i f f é r e n t s  fragments p u r i f i é s  

e s t  prései-ttee dans l a  F ig .  14,  p 67. 

Les s4quences N-terminales de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine e t  de s e s  

fragments t rypsiques (52 ,  45 e t  30 kDa) son t  présentées  dans l a  F ig .  16 ,  

p.70. 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  i n t a c t e ,  l e s  fragments 1 e t  III i s o l é s  s u r  

colonne de Bio-Gel P-60 possèdent une séquence N- terminale ident ique .  Par  

con t re ,  l e s  séquences N-terminales des fragments de 52 e t  45 kDa de l a  f r a c -  

t i o n  intermédiaire ( I I )  d i f f è r e n t  en t re  e l l e s  e t  de c e l l e  de l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e .  

3 .  Discussion 



1  s 1 0  1 s 

Lactotransferrine : A~a-Pro-Arg-Lys-Asn-Val-Arg-Trp-Cys-Thr-Ile-Ser-Gl~~-Pro-Glu- 
intacte et 1 6  2 O 2 5 

fraction 1 Trp-Phe-Lys-Cys-Arg-Arg- ? -Gln- ? -Arg- 

1 5 1 0  1 5  

Fraqment 30 kDa : Ala-Pro-Arg-Lys-Asn-Val-Arg-Trp-Cys-Thr-Ile-Ser-Gl~~-Pro-Glu- 
1 6  2 O 

Trp-Phe-Lys-Cys-Arg- 

1 5 1 0  1 5  

Fraqment 52 kDa : Ser-Phe-Gln-Le~-Phe-Gly-Se~-Pro-Pro-Gly-Gll~-Arg-Asp-Leu-Le~~- 

3 1 3 5  40 

Asp- ? -1le-Leu-Tyr-Leu-Gly-Ser-Thr-? - Ser-Asp-Thr- 

1  5 1 0  1 5  

Fraqment 45 kDa : Tyr-Thr-Arg-Val-Val-Trp-Cyç-Ala-Val-Gly-Pro-Glu-Glu-Gl~~- 

Fig. 16 : Détermination des séquences N-terminales de la lactotrans- 
Eerrine bovine et des fragments trypsiques de 52, 45 et 30 k ~ a  
présents dans les fractions II et III isolées par chromatographie 
de gel filtration sur colonne de Bio-Gel P-60. 



Le p ro toco le  d 'hydro lyse  p a r  l a  t r y p s i n e  m i s  au  p o i n t  pour l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  humaine (LEGRAND et u l . ,  1984) a  é t é  app l iqué  à l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  bovine e t  a  permis d ' i s o l e r  3  fragments d e  52 ,  45 e t  30 kDa. Ces 

fragments o n t  é t é  c a r a c t é r i s é s  p a r  l e u r  séquence N-terminale.  Quant a l a  

f r a c t i o n  1, e l l e  a  é t é  i d e n t i f i é e  à d e  l a  l a c t o t r a n ç f e r r i n e  non hydrolysée.  

Nous avons pu c o n s t a t e r  que, cont ra i rement  a l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine " t ryps inée"  n ' e s t  pas  amputée de s e s  3 premiers  

r é s i d u s  ( b i e n  que l ' a c i d e  aminé en p o s i t i o n  3 s o i t  une a r g i n i n e )  . 
Le fragment de 30 kDa p r é s e n t e  une séquence N-terminale ident ique  a 

c e l l e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  i n t a c t e .  Ce fragment correspond donc a l a  

p a r t i e  N-terminale de  l a  molécule e t  e s t  analogue au  fragment N-trypsique 

d e  la  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine d é c r i t  p a r  LEGRAND et u l .  (1984).  

En c e  q u i  concerne l e s  f ragments  de  52 e t  45 kDa, ils pour ra i en t  cor -  

respondre a deux formes p l u s  ou moins longues du fragment C-terminal.  En 

e f f e t ,  LEGRAND et a l .  (1987) on t  c a r a c t é r i s é  2 s i t e s  d e  c l i v a g e  f a v o r i s 4 s  

dans la  l a c t o t r a s n f  e r r i n e  humaine, 1 'un obtenu avec l a  t r y p s i n e  e t  1 ' a u t r e  

avec l a  peps ine .  On peut  donc supposer ,  dans l a  mesure où c e s  fragments 

d i f f S r e n t  p a r  l e u r  séquence N-terminale,  que, dans l e  c a s  de l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  bovine,  c e s  deux coupures s o i e n t  r é a l i s é e s  p a r  l a  t r y p s i n e .  Les 

fragments  de  52 e t  45  kDa s e r a i e n t  a l o r s  équ iva l en t s  aux fragments C-tryp- 

s i q u e  e t  C-pepsique d é c r i t s  p a r  LEGRAND (19871 pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

humaine. 

Enf in ,  si l l h y d r o l y s a t  t ryps ique  e s t  chromatographié dans d e s  conditons 

non d i s s o c i a n t e s ,  nous obtenons une f r a c t i o n  majeure ( B I  . Cet t e  d e r n i è r e  

renferme l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  non hydrolysée e t  l e s  f ragments  52 kDa e t  30 

kDa q u i  r e s t e n t  a s soc i é s .  Le fragment de  30 kDa S t a n t  la  p a r t i e  N-terminale 

de l a  molécule,  nous avons i c i  un r é s u l t a t  en faveur  d e  l ' i d e n t i t é  du f r ag -  

ment 52 kDa a l a  p a r t i e  C-terminale  de  l a  l a c t o t r a n ç f e r r i n e  bovine. La f r a c -  



tion A correspond, quant à elle, aux fragments polymérisés retrouvés sous 

forme d'un pic drexclusion lors de la chromatographie. En ce qui concerne 

la fraction C, elle contient majoritairement le fragment de 45 kDa.0n peut 

donc supposer que lorsque ce fragment est obtenu, il ne reste pas associé 

sous forme d'un complexe stable. LEGRAND et al. (1986) ont observé le même 

phénomène à 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 a 339 (numérotation des résidus selon 

METZ-BOUTIGUE et al., 1984). Cette zone correspond a la partie manquante du 

fragment C-pepsique de la lactotransferrine humaine (par rapport au frag- 

ment C-trypsique). 

B. Etude de la fixation du fer Par les frawents isolés 

1. Héthode 

Un essai de resaturation en fer a été effectué sur chaque fragment 

isolé, dans les conditions définies p. A-3. La quantite 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 3 fragments trypsiques de 52, 45 et 30 kDa isoles de la lactotrans- 

ferrine bovine se sont tous trois resaturés en fer: La quantite de métal 

fixé a été estimée, pour chaque fragment, a 1 atome de fer par mole de frag- 

ment. Cette resaturation en fer confere aux fragments de 52 et 45  kDa un 

maximum dlabsorbance dans le visible centré sur 450  nm, et, pour le fraq- 

ment 30 kDa, un maximum dlabsorbance centré sur 430 nm. 



LEGRAND et ul. ( 1 9 8 4 )  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 même 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 qlvcannicrue deçfracrments isolés 

1. Mode opératoire 

La présence de monosaccharides sur les fragments isolés a été visuali- 

sée par le réactif au phénol-sulfurique (DUBOIS et ul., 1 9 5 6 ) .  La détermi- 

nation des compositions centésimale et molaire a été effectuée par chroma- 

tographie en phase gazeuse apres méthanolyse et triméthylsilylation 

(KAMERLING et ul., 1975)  (voir Appendice technique, p. A - 1  1 1. 

2. Résultats &discussion 

La présence de monosaccharides ayant été révélée sur chaque fragment, 

nous avons determiné les compositions centésimale et molaire en rnonosac- 

charides de chacun d'entre eux. Les résultats sont rassemblés dans le 

tableau V, p. 74. Le nombre de glycannes porté par chaque fragment a et4 

estimé sur la base de la détermination de la composition centésimale en 

monosaccharides - en prenant 80.000 pour la masse moléculaire totale de la 

lactotransferrine bovine -. 



- TABLEAU V - 

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

( * )  Composition molaire  dPterrninPe s u r  l a  base de  2 r e s i d u s  de N-acPtyl- 
glucosamine. 



La présence d'une hétérogénéité glycannique démontrée pour la lacto- 

transferrine bovine (CHERON et ul., 1977 ; SPIK e t  ul., 1985 ; CODDEVILLE, 

1986 ; et SPIK et ul., 1988) n'a pas permis la détermination exacte du 

nombre de glycannes sur la molécule. En effet, les compositions centési- 

males variant de 9 à 12 5 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 

d'affirmer que ce fragment ne porte qu'un seul glycanne qui, en raison de 

sa composition molaire en monosaccharides, est de nature oligomannosidique. 

Quant aux 2 fragments de 52 et 45 kDa, identifiés a la partie C-terminale 

de la molPcule, 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 même composition étant retrouvée dans le fragment de 52 kDa, il 

semble donc que ce dernier ne porte pas de glycanne supplémentaire. Quant a 

la nature de ces glycannes, les compositions molaires montrent l'existence 

d'une importante hétérogénéité liée A la présence de glycannes de types 

oliyomannosidique et N-acétyllactosaminique. 

D. Conclusion 

L'hydrolyse trypsique ménagée de la lactotransferrine a conduit a 

l'isolement de 3 fragments de nature glycopeptidique fixant réversiblement 

un ion ferrique : 

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

partie N-terminale de la lactotransferrine. Ce fragment porte un 

glycanne unique de nature oligomannosidique et est analogue au frag- 

ment N-trypsique décrit par LEGRAND et ul. ( 1 9 8 4 )  pour la lactotrans- 



f  errii-ie humaine. 

- Un fragment de 52 kDa, s ' a s soc ian t  sous forme d'un complexe s t a b l e  

avec l e  fragment de 30 kDa, i d e n t i f i é  a l a  p a r t i e  C-terminale de l a  

molécule e t  analogue au fragment C-trypsique d é c r i t  par  LEGRAND et 

ul. ( 1 9 8 4 ) .  

- Un fragment de 45 kDa q u i  s e r a i t  analogue au fragment C-pepsique de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine (LEGRAND et a l . ,  1 3 8 4 ) .  Ce fragment 

p o r t e r a i t  l e s  3 ou 4 glycannes p résen t s  dans l a  p a r t i e  C-terminale 

de l a  l ac to t rans f  e r r i n e .  

II. ETUI)E DUFRAGMENT N-TERHINAL DE LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE - ISOLEHENT 

ET PROPRIETES D'UN GLYCOPEPTIDE DE 20 kDa OBTENU HYDROLYSE TRYP- - 

SIQUE MENAGEE 

L'hydrolyse t ryps ique  ménagée du fragment N-terminal s a t u r é  en f e r  de 

l a  lactotrai-isf e r r i n e  I~umaine a conduit a 1 ' obtei-i.tion dli_in glycopept ide  

(appelé glycopeptide M-2) de 18.5 kDa. Ce fragment correspond 5 l a  p l u s  

p e t i t e  p a r t i e  d'une l a c t o t r a n s f  e r r i n e  capable de f i x e r  , réversiblement,  un 

ion f e r r i q u e  (LEGRAND et ul., 1984 ; LEGRAND, 1 9 8 7 ) .  Le fragment N-termi- 

na1 de l a  l ac to t rans f  errii-ie bovine vei-iaiit d '  4 t r i  i s o l e  ex çarac . tér i s4 ,  il 

nous a semblé opportun d '  2ntreprendre 1 ' isolement d'un fragment analogue au 

g l  ycopept ide N - 2  i s o l é  de l a  l ac  to t rans fe r r i i i e  humaine. 

A. Isolement c a r a c t é r i s a t i o n  d'un q l ~ c o ~ e ~ t i d e  de 20 Ma par hvdro- 

l v s e  t r m s i s u e  ménaqée & fracmient N-terminal s a t u r é  en f e r  

1 .  Mode o~ératoire 



Le fragment N-terminal (30 kDa) provenant de l'hydrolyse trypsique 

ménagée de la lactotransferrine est resaturé en fer dans les conditions 

définies p. A-3. Il est ensuite soumis à 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 NHA HCO3 0,05 M 

(voir p. A-4). 

2. Résultuts e~discussion 

a. Isolement &qlvcopeptide de 20 kDu 

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. 7 8 ) .  La fraction 2 (majeure) renferme un composé 

de couleur jaune orangée. L'analyse de cette fraction en électrophorèse sur 

gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes et réductrices a permis de 

montrer qu'il s'agissait d'un fragment homogène, monocaténaire, de masse 

molSculaire apparente voisine de 20 kDa (Fig. 18 p. 7 9 ) .  Seule l'étude de 

ce fragment a éte poursuivie. Le rendement de la purification de ce dernier 

est de l'ordre de 25 % de la masse du fragment N-terminal (30 kDa) soumis a 

l'hydrolyse. 

h. Oétermii?ation de Ia séquence N-terminufe 

L'analyse de la séquence N-terminale du fragment de 20 kDa isolé a 

fourni le résultat suivant : 



Nombre de 
f r a c t i o n s  

Fig. 17 : Chromatographie sur colonne Bio-Gel P-30 de llhydrolysat 
trypsique du fragment N-terminal (30 kDa) saturé en fer 
de la lactotransferrine bovine. 



Fig. 18 : Electrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions 
dénaturantes et réductrices du fragment N-terminal de 
30 kDa ( 1 )  et du fragment de 20 kDa (2). 



Si nous comparons cette séquence N-terminale avec celle du fragment N- 

terminal ou de la lactotransferrine intacte, nous constatons que l'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 u l .  (1984) sur l'isolement du glycopeptide N-2 par hydrolyse trypsique 

du fragment N-terminal de la lactotransferrine humaine. En effet, notre 

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

isolé de la lactotransferrine humaine. 

B. Etude de l a  partie qlvcamisue 

1 .  Matériel et méthodes 

La nature glycopeptidique du fragment de 20 kDa a été déterminée par 

le réactif au phénol-sulfurique (DUBOIS et ul., 1956). Les compositions 

centésimale et molaire en monosaccharides ont été réalisées par chroma- 

tographie en phase gazeuse après methanolyse et trimethylsilylation 

(KAMERLING et u l . ,  1975) Ivoir p. A-11). La déglycosylation du fragment de 

20 kDa a été effectuée par l'endo-N-acétylglucuçaminidase H isolée de Çtrep- 

tomyces yriseus selon TARENTINO et MALEY (1974) (voir p. A-71. La sépara- 

tion des oligosaccharides libérés a été obtenue par chromatographie sur 

couche mince (PAL0 et SAVOLEINEN, 1972) (voir p. A-8). 

2. Résultats &discussion 

Les compositions centésimale et molaire en monosaccharides du fragment 

de 20 kDa sont prSsentés dans le tableau VI, p. 81 en comparaison de celles 

obtenues pour le fragment N-terminal de la lactotransferrine bovine (30 

kDa). Ces résultats montrent sans ambiguït4 que l'unique glycarine, de nature 



- TABLEAU VI - 

COWOSITIONÇ CENTESIMALE ET MOLAIRE DU GLYCOPEPTIDE DE 20 kûa 
ET DU FRAGMENT N-TERMINAL (30 ma) DE LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE 

Galactose 

Maiinose 

N-acetylgalactosamine 

N-ac4tylqlucosamiiie 

Acide N-ac4tylneuraminique 

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

oses  to taux  

Fragment N t  (30kDa) / Fragment 20 kDa 

( " 1  Composi.tioii mola i re  d6tcrminée silr l a  base de  2 r é s i d ~ j s  (-je i \~-acg.tyl- 
glucosamine. 



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. 

( 1 9 8 4 )  sur la 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 lrendo-N-acétyl- 

glucosaminidase H, suivie de la séparation des oligosaccharides libérés par 

chromatographie sur couche mince, révèle la présence d'oligosaccharides 

dont le nombre de résidus de mannose varie de 5 a 9 .  C; résultat indique 

qu'un glycanne présentant des structures variables peut être fixé sur un 

seul site de glycosylation. La figure 13, présentée p. 83 montre le résul- 

tat drune déglycosylation effectuée sur des glycopeptides de 20 kDa isolés 

de lactotransf errii~es provenant de lai t stabilisé et de colostrum. Les 

oligosaccharides séparés dans les deux cas par chromatographie sur couche 

mince montrent la même hétérogénéité et une prédominance des structures de 

8 a 3 résidus 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. 

C. Etude de la fixation du fer 

1 .  liatériel méthodes 

Le dosage du fer fixé sur le fragment de 20 kDa a été ef fec tue  par le 

réactif a la bathophénantroline en utilisant le kit de dosage Biopack - Fer 

(Biotrol). 

La stabilité du complexe glycopeptide - Fe3' vis-à-vis de la protona- 
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Fig. 19 : Chromatographie sur couche mince des oligosaccharides 
libérés par déglycosylation du glycopeptide de 20 kDa. 

a - témoin 
b - glycopeptide isolé de la lactotransferrine du lait stabilisé 
c - glycopeptide isolé de la lactotransferrine du colostrum. 



tion a été étudiée en incubant le fragment de 20 kDa dans des solutions 

tampon de pH variant de 5,6 à 7,8 (voir p. A-8). 

La réversibilité de la fixation du fer a été caractérisée en effec- 

tuant un cycle de désaturation - resaturation dans les conditons décrites 

p. A-8. 

L'influence de la présence du glycanne sur la saturation en fer a été 

déterminée en dosant le fer fixé au fragment avant et après déglycosylation. 

Le fragment est d'abord saturé en présence de fer radioactif (p. A - 9 1 ,  

déglycosylé (voir p. A-7) puis chromatographie sur colonne Çephadex 6-25 

(PD-10 de chez Pharmacial pour éliminer le fer libre. La quantité de fer 

restant fixée au fragment est déteFrninée par comptage de la radioactivité 

sur un compteur LKB (Wallac Compugamma). 

2. Résultats 

u. Dosuqe du fer 

Le dosage du fer par le réactif à la bathophénantroline révèle que le 

ylycopeptide de 20 kDa renferme une mole de fer par mole de protSine. Cette 

fixation de fer confère a ce fragment un maximum drabsorbance dans le 

visible centré sur 415 nm. Le coefficient d'extinction molaire, déterminé 

par spectrophotométrie sur une solution a 1 p. 100 (p:vj a pour valeur : 

E~~~ i~m = 1900 mol-'. cm-'. 

b .  Stabilité & cornplex@ vlvcopeptide - Fp3+ vis-+vis de l u  

pro? on ut ion  

La Fig. 20, p. 86, rend compte de la stabilité du complexe glycopep- 



Fig. 20 : Stabilité du complexe glycopeptide 20 kDa-Fe3' en fonction du pH. 



tide - Fe3' en fonction du pH. La courbe traduit la chute de la densité 

optique à 415 nm intervenant lors de la désaturation en fer. Nous consta- 

tons que le complexe métallique reste stable jusque pH 6,8 pour devenir 

complètement désaturé a pH 6. 

c. Réversibil i té de l u  f ixa t ion  du f e r  par le  glycopeptide & 

20 kDa -- 

Le dosage du fer sur le fragment de 20 kDa resaturé en fer après désa- 

turation a permis de montrer que ce fragment était capable de se resaturer 

en fer à 90 %: Cette resaturation se traduit par la restitution du maximum 

d'absorbante dans le visible a 415 nm. La fixation du fer par le glycopep- 

tide de 20 kDa est donc réversible. 

d .  Influence de l u  présence crlvcunne sur l u  suturution en fer  

Lorsque le fragment de 20 kDa saturS en fer est soumis a une déglyco- 

sylation par l'endo-N-acétylglucosaminidase H, la perte du glycanne s'accom- 

pagne d'une chute simultanée du fer fixé a la mol4cule. En effet, après 

chromatographie sur colonne de Çephadex G - 2 5 ,  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 

à la fisation du métal. Des résultats analogues ont 6tS obtenus en déglyco- 

sylant le ylycopeptide N-2 de la lactotransferrrine humaine (LEGRAND, commu- 

nication personnelle). 



III. ETUDES REALISEES LE FRAGIENT C-TERHINAL DE LA LACTOTRANSFERRINE 

BOVINE 

Les é tudes  q u i  on t  4 t é  e n t r e p r i s e s  s u r  l e  fragment C-terminal d e  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine v i s a i e n t  a a t t e i n d r e  2 o b j e c t i f s  : 

- Obteni r  l e  maximum d e  données s u r  l a  séquence pept id ique .  En p l u s  d e  

l ' a p p o r t  de  r é s u l t a t s  nouveaux, l e  séquençage du fragment C-terminal  

e s t  s u r t o u t  i n t é r e s s a n t  pour l a  synthèse  de  sondes o l i g o n u c l é o t i d i -  

ques e t  l a  v é r i f i c a t i o n  des  séquences dlADNc q u i  s e r o n t  obtenues 

l o r s  du clonage de la l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine. 

- P r é c i s e r  l a  l o c a l i s a t i o n  d e s  glycannes,  q u i  s e r a i e n t  au nombre d e  

t r o i s  ou q u a t r e  dans  l e  fragment C- te rmina l ,  pa r  l a  recherche d e s  

s i t e s  de  g lycosy la t ion .  

Afin d 'aborder  c e s  deux themes, il é t a i t  n é c e s s a i r e  de p répa re r  d e  

p l u s  p e t i t s  fragments du fragment C-terminal . Nous avons donc, dans un 

premier  temps, v é r i f i é  1 1 i d e n t i t 4  des  deux fragments  de  52 e t  45 kDa a l a  

p a r t i e  C- t e rmina le  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  e t  t e n t e  une hydrolyse de  ce 

même fragment C-terminal p a r  l e  brornure de cyanogène. 

Enf in ,  dans un second temps, nous avons e n t r e p r i s  l a  recherche des 

ç i . t e s  de  glycosylatiol-i en e f f e c t u a n t  des  hydro lyses  ' t o t a l e s  des  d i f f 4 r e i i t ç  

fragmen-ts l o c a l i s é s  dans l a  p a r t i e  C-terminale de  l a  rnol4cule. 

A.  H ~ d r o l y s e  t r v ~ s i s u e  ménaqée du frasment C-terminal  de l a  l a c t o t r a n s -  

fe r r ine  bovine 

Comme nous l ' avons  d i t  dans l e  paragraphe 1, l ' hyd ro lyse  t ryps ique  

mgnagée de l a  l a c t o t r a n s f  e r r i i ~ e  bovine sati-lrée e1-i f e r  < ~ & P r e  3 f ragroel~ts  

dont  2 ,  52 e t  4 5  kDa, o n t  e t 4  i i ? e n t i f i & s  l a  p a r t i e  C-terminale de l a  

molécule.  C2s deux formes du fragment (2-terminal r é ç u l t e r a i e n t  de l r e x i s -  



tence de deux points de clivage particulièrement sensibles comme l'ont 

montré LEGRAND et al. (1986)  pour la lactotransferrine humaine. Afin de 

vérifier cette hypothèse, nous avons soumis le fragment de 52 kDa resaturé 

en fer (voir p. A - 3 )  à 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 

l'existence d'une séquence N-terminale identique. 

Par contre, ce fragment C-terminal de 45 kDa est particulièrement 

insensible à une nouvelle hydrolyse par la trypsine. Nous obtenons le même 

résultat, que le fragment soit saturé ou non en fer. Par ailleurs, l'ana- 

lyse en gel de polyacrylamide - en conditions dénaturantes et réductrices - 

ne révèle qu'une seule bande montrant ainsi qu'il n'y a aucune coupure a 

l'intérieur du fragment. Cette remarquable insensibilité a l'hydrolyse tryp- 

sique est sûrement le résultat de la présence d'un nombre important de 

ponts disulfures rendant ainsi ce fragment très compact. 

Dans la mesure où ce fragment de 45 kDa pouvait être obtenu en grande 

quantité par une seconde hydrolyse du mélange 52 kDa et 45 kDa resaturé en 

fer (pic II du chromatogramme présenté a la p. 681, nous avons mené 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 4tude sur le 

fragment de 52 kDa puisque nous avons montré (voir p. 7 3 )  que les 3 ou 4 

qlycannes présents sur le fragment C-terminal étaient portes par le frag- 

ment de 45 kDa. 

B. Hvdrolvse &I fraanent C-terminal de la lactotransferrine bovine 

par le bromure & cvanoqène 



La remarquable i n s e n s i b i l i t é  du fragment C-terminal de  l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  a une nouvel le  hydro lyse  t ryps ique  nous a amené a rechercher  un 

a u t r e  moyen permettant  de  couper ce  fragment. Nous avons, de  ce  f a i t ,  t e n t é  

une hydrolyse chimique du fragment C-terminal de 45 kDa p a r  l e  bromure d e  

cyaiiog+ne. 

1 .  flatériel & méthodes 

Le fragment C-terminal d e  45 kDa a é t é  r é d u i t  e t  a l k y l e  s e l o n  l e  pro-  

t o c o l e  d é c r i t  p .  A-4 e t  soumis à une hydrolyse pa r  l e  bromure d e  cyanogène 

(p.  A-5). L 'hydrolysat  e s t  concent ré  a l ' évapora t eu r  r o t a t i f  (pour  é l i m i n e r  

l ' e x c è s  de  B r C N  n 'ayant  p a s  r é a g i )  p u i s  chromatoyraphié d i rec tement  s u r  une 

colonne de  Bio-Gel P-60 (4x150 cm) é q u i l i b r é e  dans de  l ' a c i d e  acé t ique  a 10 

2 .  Résultats 

Le p r o f i l  d rGlu t ion  de  l ' h y d r o l y s a t  B r C N  chromatographie s u r  Bio-Gel P- 

60 e s t  prései-itG dai-is l e  F ig .  21, p. 90. 5 .fractioi-tç, no t ées  de I 2 V ,  o n t  

é t é  obtenues e t  ana lysées  en ge l  d e  polyacrylamide en cond i t i ons  dénatu-  

r a n t e s  e t  r é d u c t r i c e s .  

- La fraction 1 c o n t i e n t  un fragment d'une masse mol4culaire  apparente  

d e  45 kDa correspondant au iragrnent C-terminal i-i'ayant pas  é%P I?yciro- 

l y s e .  

- Les fractions II e t  III renferment ,  respec t ivement ,  un fragment maju- 

r i t a i r e  de  30 kDa e t  25 kDa (1-io.tés i34 et, B3i.  

- Les fractions I V  e t  V conticiinei-it, quant e l l e s ,  1-111 fragment pur  de 

1 8  kDa ( f r a c t i o n  I V )  12 t un fragment pur de 5 kDa ( . f r ac t ion  V I  notes 

respect ivement  BI  e t  32.  



N o m b r e  
130 de Fractions 

Fig. 21 : Chromatographie sur colonne de Bio-Gel P-60 d'un 
hydrolysat BrCN du fragment C-terminal de 45 kDa. 



Les 4 fragments BI à B4 ont  é t é  p u r i f i é s  par  une nouvelle  chromatogra- 

phie r é a l i s é e  dans des  condi t ions  s i m i l a i r e s  e t  l e s  séquences N-terminales 

de ces  fragments ont  é t é  déterminées. Les r é s u l t a t s  sont  p résen tés  dans l a  

Fig. 22,  p. 9 2 .  

La f r a c t i o n  I V ,  renfermant l e  fragment BI, possède une séquence N- 

terminale ident ique  à c e l l e  du fragment C-terminal de 45 kDa i n t a c t .  Ce 

fragment correspond donc à l a  p a r t i e  N-terminale du fragment C-terminal de 

45 kDa. 

Les f r a c t i o n s  II e t  I I I ,  refermant respectivement l e s  fragments B4 e t  

B3 présentent  des  séquences N-terminales d i f f é r a n t  e n t r e  e l l e s  e t  d i f f é -  

r e n t e s  de c e l l e  obtenue pour l e  fragment B I .  Cependant, l a  séquence N-ter- 

minale du fragment B3 s ' a l i g n e  s u r  l a  séquence N-terminale du fragment B4, 

à p a r t i r  du rés idu  n025. 

Quant au fragment B2, il e s t  c o n s t i t u é  d'une séquence de 25 ac ides  

aminés s ' a l i g n a n t  s u r  l a  séquence N-terminale du fragment B4 .  

Tous ces fragments ont  présenté  une réac t ion  p o s i t i v e  avec l e  r é a c t i f  

au phénol su l fu r ique  (DUBOIS et ul., 1956) montrant a i n s i  que tous  l e s  f r ag -  

ments obtenus son t  de nature  glycopept id ique  . 

3. Discussion 

La détermination des  séquences N-terminales des  fragments BrCN a per-  

m i s  de c a r a c t é r i s e r  2 coupures r é a l i s é e s  par  l e  bromure de cyanoyGne a 

l ' i n t é r i e u r  du fragment C-terminal ( 4 5  kDa)\de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine. 

Une coupure semble avo i r  é t é  obtenue de facon sp4ci f ique  (ap rès  un 

rés idu  de méthionine) ,  sans  t o u t e f o i s  que c e l a  s o i t  v é r i f i a b l e .  Ce t t e  

coupure l i b P r e r a i t ,  en ava l  du rPsidu de méthionine, un fragment d'une 

masse moléculaire apparente de 30 kDa (fragment B 4 ) .  

Une deuxième coupure a é t é  obtenue, l o r s  de 1 'hydrolyse,  mais n ' e s t  



1  s 1 0  1 s  

Fracrment B2 : Gly-Leu-Ile-Val- ? -Gln-Thr-Gly-Ser-Cys-Ala-Phe-Asp-Glu-Phe- 

1  5 1 0  1  S 

Frasment B3 : Pro-Lys-Ser-Val-Leu-Cys-Ala-Leu-Cys-Ala-Gly-Phe-Asp-Gln-Gly- 

1  5 1 0  1 s  

Frasment B4 : Gly-Leu-Ile-Val- ? -Gln-Thr-Gly-Ser-Cys-Ala-Phe-Asp-Glu-Phe- 
1 6  20 2 5 10 

(30 M a )  Phe-Ser-Gln-Çer-Cys-Ala-Pro-Gly-Ala-Asp-Pro-Lys-Ser-Val-Leu- 

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



pas spécifique du BrCN, puisqu'elle intervient entre un résidu d'aspartique 

et un résidu de proline. Ce type de coupure est dû aux coi-iditioiis d'hydro- 

lyse menée dans l'acide formique à 70 %. Cette dkduction a et4 faite grâce 

à l'alignement de la séquence N-terminale du fragment B3 sur la sequence du 

fragment B4 (voir ci-dessus). 

En ce qui concerne le fragment BI, sa séquence N-terminale s'aligne 

sur celle du fragment C-terminal intact. Enfin, le fragment B2 correspond à 

un enchaînement de 25 résidus s'alignant sur la sequence N-terminale du 

fragment B4. La masse apparente de 5 kDa constatée pour ce fragment est due 

a la préçence d'un glycanne caractérisé par le réactif au phenol sulfurique 

(DUBOIS et u l  . , 1956 1 . 
Ainsi, globalement, l'hydrolyse par le bromure de cyanogène du frag- 

ment C-terminal de 45 kDa génèrerait 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 les 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- 

na1 de la lactotransferrine bovine, nous pouvons constater que l'hydrolyse 

réalisée par le bromure de cyanogène constitue la méthode de choix pour 

aborder cette étude. En effet, les fragments El, E2 et B3, constituant le 

fragment de 45 kDa sont tous trois glycosylés. Dans le chapitre 1, nous 

avons montré que le fragment C-terminal - et plus précisSnlent le fragment 

de 45 kDa - portait 3 ou 4 glycannes. Les compositions en monosaccharides 

effectuées sur chaque fragment BrCN ont permis de montrer que chacun d'eux 

ne portait qu'un seul glycanne. L'hydrolyse par le bromure de cyanogène 

permet donc de couper le fragment de 45 kDa en 3 glycopeptides porteurs 

chacun d'un glycanne unique. Enfin, les résidus n027 du fragment B1 et n05 

du fragment E2 non caractérises lors du séquen~age, pourraient tous deux 



I Fragment C-terminal (45 kDa1 

1 Coupure Met-Gly 

Coupure Açp-Pro 

Fig. 2 3  : Schéma hypothd t ique  du  r e s u l t a t  de l ' h y d r o l y s e  du fragment 
C-terminal  ( 4 5  kDa) par l e  bromure de çyanogPne. 



correspondre à un résidu d'asparagine et figurer un site de glycosylation. 

En effet, ces derniers sont situés à deux résidus d'une thréonine (voir Fig. 

22, p. 921. Pour le fragment B2 en particulier, il ne peut s'agir que du 

site de glycosylation puisqu'il n'y a aucune autre séquence code Asn-X-Thr 

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

C. Localisation deç qlvcannes portés par le fracment C-terminal de la 

lactotransferrrine bovine 

La localisation des glycannes dans le fragment C-terminal de 45 kDa a 

été réalisée par l'isolement des glycopeptides et la détermination de la 

séquence en acides aminés au voisinage du point d'attache du glycanne. 

Cette étude a et4 menée sur les 3 fragments BrCN précédemment décrits, por- 

teurs chacun d'un glycanne unique. 

1 .  Pîatériel méthodes 

Les glycopeptides BrCN BI, B2 et B3 ont été soumis à une hydrolyse par 

la trypsine dans les conditions définies p. A-6. Les hydrolysats sont 

d'abord chromatographies 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 incomplète. Les fractions incluses 

sur la colonne de Eio-Gel P-6 sont ensuite chromatographi4es sur une 

colonne de concanavaline-A immobilisée (10 x 1,5 cm) selon la méthode 

décrite p. - 6  Les glycopeptides fixés sur la colonne sont ensuite récu- 

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

2. Résul tats 



Trois fractions ont été obtenues après chromatographie sur colonne de 

concanavaline-A immobilisée : 

- Une fraction A non retenue sur la colonne cor.respondant aux peptides 

(non glycosylés). L'absence de monosaccharides a été vérifiée par 

rgaction 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 Cl retenue sur la colonne et éluée par une solution dfa- 

D-méthyl-glucoside 0,2 M. 

Les pourcentages relatifs des fractions B et C, obtenues après chroma- 

tographie sur concanavaline-A immobilisée des 3 hydrolysats des fragment B I ,  

B2 et B3, ont été 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 mêmes fractions glycopep- 

tidiques a 4té réalisée afin de déterminer le point d'attache du glycanne. 

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

3. Discussion 

Les résultats que nous avons obtenus sur la localisation des 3 glycan- 

nes portés par le fragment C-terminal de la lactotransferrine bovine nous 

amènent a tirer plusieurs conclusions. 

te premier 'glycanne du fragment C-terminal est porté par le résidu 

d'Am situé à 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 oligomannosidique et N- acétyllactosami- 

nique. Les glycannes de type oligomannosidique renf erment un nombre moyen 

de résidus de mannose voisin de 5. Ces glycannes, pouvant etre qualifiés de 



- TABLEAU VI1 - 

COMPOSITION RELATIVE DES FRACTIONS GLYCOPEPTIDIQUES 
OBTENUES APRES CHROHATOGRAPHIE DES HYDROLYSATS 

DES FRAGMENTS BI, B2 ET B3 SUR CONCANAVALINE-A I~OBILISEE 

(1) Fraction éluée par l'a-D-méthylglucoside 0.02 M renfermant des 
glycopeptides de type N-acétyllactosaminique. 

r 

Fraction 
B (1) 

Fraction 
C (2) 

(2) Fraction éluGe par l'a-D-méthylglucoside 0.2 M renfermant des 
glycopeptides de type oligomannosidique. 

Fragment 
B 1 

25 X 

75 X 

Fragment 
B2 

100 X 

- 

Fragment 
B3 

- 

100 % 



- TABLEAU V I 1 1  - 

COWOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES DES GLYCOPEPTIDES 
OBTENUS PAR CHROPlATOGRAPHIE SUR CONCANAVALIE-A IHMOBILISEE 

DES HMROLYSATS DES F R A G E N T S  B I ,  B2 ET B3  

( 1 )  Fraction Con A (B) éluGe par une solution d'a-D-méthylglucoside 
0,02  M. Les rapports molaires ont Pté determinés sur la base de 
3 résidus de mannose. 

( 2 )  Fractioi-i Coli A ( C  1 Gluée par une solutiol-i d'cc-D-n~lithylglucoside 
0 , 2  M. Les rapports molaires ont été détermin& sur la base de 
2 résidus de N-ac6tylglucosarnine. 



Site de qlvcosvlation : Ser-Gln-Gln-Çer-Gly-Gln-Asn-Val-Thr-Cys- -- 
& fracrment B 1  

î n x )  

* 
Site de slvcos~lation : Ile-Val-Asn-Gln-Thr-Gly-Ser- 

& frawent B 2  
( n x )  

Site de qlvcosvlation : Asn-Asp-Thr-Val-Trp-Glu-Asn- 
du f rament B 3  

î n x )  

î * )  : Point d'attache du glycanne. 

Fig. 24 : Détermination de la séquence en acides amines au voisinage 
du point d'attache des glycannes présents sur les 3 sites 
de glycosylation du lobe C-terminal. 



glycannes "01 igomannosidiques 14gers" s o n t  donc en cour s  de  maturat ion.  

Concernant l e s  glycannes de  type  N-acétyl lactosaminique,  nous pouvons s igna -  

l e r  l a  présence de  r é s i d u s  de N-acétylgalactosamine. 

Le second glycanne, c a r a c t é r i s é  s u r  l e  fragment B r C N  B 2 ,  e s t  p o r t 4  p a r  

l e  r é s i d u  dlAsn n05 de ce  fragment.  La chromatographie s u r  Con-A n ' ayan t  

f o u r n i  qu'une s e u l e  f r a c t i o n  g luée  p a r  de  l 'u-D-méthyl-glucoside 0,02 M ,  

nous pouvons conclure  que c e  s i t e  de  g lycosy la t ion  ne p o r t e  que des  glycan- 

nes de  type  N-acétyl lactosaminique.  11 e s t  i n t é r e s s a n t  de  n o t e r  l a  v a l e u r  

non n4g l igeab le  des  r é s i d u s  de  GalNAC. Des s t r u c t u r e s  d e  type  N-ac4tyl lacto-  

saminique contenant  de l a  N-ac4tylgalactosamine o n t  é t e  d 4 c r i t e s  pa r  SPIK 

et a l .  11385) e t  SPIK et a l .  (1988) t v o i r  p .  2 5 ) .  

Enf in ,  l a  s4quence détermin& au  vois inage  du t ro is iPme ylycanne ne 

permet pas ,  pa r  c e s  s e u l e s  données, de  r e p l a c e r  l e  glycanne au s e i n  du f r a g -  

ment B 3 .  Cornnie l e  moi-itrent l e s  r 4 s u l t a t s  du t ab l eau  VIII, p.  98, ce  t r o i -  

s. .-. aL-me 7 a s i t e  de g lycosy la t ion  ne p o r t e  que des  glycannes de type  oligcmanno- 

s id ique .  Le nombre moyen de  r é s i d u s  de  mannosi 4 t a n t  de 7-8, nous pouvons 

donc cons idé re r  que l e s  glycannes p o r t é s  pa r  ce  si t e  renferment un 

pourcentage important de s t r u c t u r e s  en début de maturatioi-i ( c ' e s t - a - d i r e  

avec u n  nombre é l eve  de r4s idus  de  mannose). 

Les r P s u l t a t s  que nous avons obtenus s u r  l a  de te rmina t ion  des  s i t e s  de  

g lycosy la t ion  e t  s u r  l a  na tu re  d e s  glycai-ii-ies p o r t e s  p a r  c e s  s i t e s ,  nous pe r -  

mettent  de  conclure que l a  microhet6rogénPit4 glycannique de  l a  l a c t o t r a n s -  

f errii-ie bovine 11 ' e s t  pas  l e  r k u l  t a t  d 'une c i i s t r i b i ~ t i o n  idei i t ique des  d i f f  4- 

r e n t e s  s t r u c t u r e s  au niveau de  chaque s i t e .  E n  e f f e t ,  il çêrnble e x i s t e r  une 

c e r t a i n e  spScif  i c i  t é  de s t r u c t u r e  au niveau de chaque s i c e .  Ces s t r u c t u r e s  

' ' ~ 1 ~ s  OU moins" matures s o n t  certaii-iement l e  r c s u l  t a t  d 'i~i-ie a c c i ç ç i b i l i - t é  

de.; d i f f g r e n t s  ,si t e s  aux enzymes, p l u s  o : ~  moins . fac i l iL( ie  par l a  (;onf orma- 

t i o n .  A i n s i ?  l e  s i t e  no? renfermaiit er<c!usivcmen't des  s t r u c t u r e s  d i  type N- 

3c4tyl lactosarninique s i r a i t  l e  p lus  a c c e s s i b l e  aux ei-izymes e.t doric, po r t e -  

r a i t  l e s  s t r u c t u r - s  l e s  p l u s  matures de  la  molécule. 



D. Hydrolvse trwsisue totale du fracmient C-terminal de 45 kDa 

La dé termina t ion  d e  l a  séquence en a c i d e s  aminés du lobe  C-terminal de  

l a  1 a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine a également é t é  e n t r e p r i s e  pa r  1 ' isolement  e t  

l e  séquençage d e  p e p t i d e s  obtenus a p r è s  hydro lyse  t o t a l e  du fragment p a r  l a  

t ryps ine .  Ces pep t ides ,  obtenus p a r  l a  méthode d é c r i t e  p. A - 6 ,  o n t  é t é  

prépa- r é s  e t  séquencés dans  l e  Labora to i re  du P r .  TARTAR. 

Deux pep t ides  t r y p s i q u e s  on t  é t é  i s o l é s  p a r  H.P.L.C. e t  séquencés.  La 

séquence en a c i d e s  aminés de  ces  p i c s ,  no t4s  A e t  B ,  e s t  donnée dans l a  Fig .  

25, p. 102. Nous pouvons remarquer çu r  l e  p e p t i d e  A l a  présence d e  2 a c i d e s  

aminés c a r a c t é r i s é s  simultanément en p o s i t i o n s  7 e t  8 .  Ces r 4 s u l t a t s  s o n t  

t r è s  cer tainement  en f a v e u r  J e  l ' e x i s t e n c e  d e  v a r i a n t s  géné t iques  d é j a  

d d c r i t s  pour c e r t a i n e s  t r a n s f e r r i n e s  t v o i r  l e  c h a p i t r e  "G4n4ralit4s") . 

- CONCLUSION - 

ALIGNEHENT DES ÇEQUENCES PEPTIDIQUES DETERMINEES DE LA LACTOTRANSFER- 

RINE BOVINE AVEC LA SEQUENCE DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE 

Le taux d r  homologie important e x i s t a n t  e n t r e  l e s  s6quences des  d i f  f  é- 

r e n t e s  t rançferr i i - ies  nous a men6  à conf ron te r  nos s4c1i~ei-ices pept id iqueç  de 

l a  l a c t o t r a n s f  e r r i n e  bovine avec l a  sequence de 13 l a c t o t r a n s f  e r r i n e  

I~urilaine . 

Le r é s u l t a t  de  c e t t e  con f ron ta t ion  e s t  p ré sen t4  dans l a  F ig .  2 6 ,  p. 104. 

Le taux ilrhomologie e x i s t a n t  e n t r e  c e s  deux lac, . tc>.transferrii~es a permis d e  

r e s i  t u e r ,  sans  ambiguï té ,  l e s  s4quences que nous avons d4terniinees.  Nous 



1 e 10 1s 

Peptide & : Lys-Pro-Val-Thr-Glu-Ala-Gln-Ser-Cys-His-Leu-Ala-Val-Ala-Pro- 

1 S 10 15 

Peptide g : Leu-Gly-Gly-Arg-Pro-Thr-Tyr-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gly-Thr-Glu-Tyr- 

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



1 
LTFh : Gly-Arg-Arg 
LTFb : Ala-Pro 

A 

9-10- 
Thr-His-Tyr-Tyr-Ala-Val-Ala-Val-Val-Lys-Lys 
Thr-His-Tyr-Tyr-Ala-Val-Ala-Val-Val-Lys-Lys 

B 

LTFh : Lys Phe-Gln-Leu-Phe-Gly-Ser-Pro Ser Gly-Gln Lys Asp-Leu-Leu 
LTFb : Ser 1'" Phe-Gln-Leu-Phe-Gly-Ser-Pro Pro " 9 2 9 5 i  Gly-Gln Arg Asp-Leu-Leu 

LTFh 
LTFb 

D LTFh 
LTFb 

LTFh 
LTFb 

: Arg-Ala Arg-Val-Val-Trp-Cys-Ala-Val-Gly Glu-Gln Glu Leu-Arg- 
: Tyr-Thr Arg-Val-Val-Trp-Cys-Ala-Val-Gly Pro-Glu Glu Gln-Lys- i O "' 

540--------54 
Tyr-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Gly-Ala-Phe-Ar 
Tyr-Tyr-Gly-Tyr-Thr-Gly-Ala-Phe-Ar 

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

A - Lactotransferrine intacte et fragment N-terminal (30 kDal. E - Fragments BrCM B2 et B3. 
B - Glycopeptide N-2 (20 kDa). F & G - Peptides trypsiques du fragment 
C - Fragment C-terminal (52 kna). C-terminal de 45 kDa. 
D - Fragment C-terminal (45 kDa) et fragment BrCN BI. 
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avons a i n s i  pu montrer que : 

- Les fragments de  52 kDa e t  45 kDa correspondent  a deux formes p l u s  

ou moins impor tan tes  du fragment C-  t e rmina l  d e  l a  l a c t o t r a n s f  e r r i n e  

bovine. Les fragments  d e  52 kDa e t  45 kDa s o n t  analogues,  r e s p e c t i -  

vement, aux fragments C- t ryps ique  e t  C-pepsique d é c r i t s  pa r  LEGRAND 

et a l .  (1784, 1787) a p a r t i r  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine. 

- Le fragment d e  20 kDa provenant de  l ' hyd ro lyse  t ryps ique  du fragment 

N-terminal ( 3 0  kDa) e s t  analogue au g lycopept ide  N-2 de  l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  humaine obtenu pa r  LEGRAND et u l .  (1784) dans l e s  memes 

cond i t i ons .  

- Le schéma proposé pour l e  replacement d e s  fragments  BrCN dans  l e  

fragment C-terminal s' e s t  avé ré  exac t .  Ains i ,  comme nous 1 'avons pré-  

d i t ,  il e x i s t e  vraisemblablement un r é s i d u  de  méthionine avant  l a  

g l y c i n e  N-terminale du fragment B2. Cet t e  méthionine p ré sen te  dans 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine ( p o s i t i o n  485) l ' e s t  également dans l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  murine (PENTECOÇT e t  u l . ,  17871, dans l a  s k r o t r a n s -  

f e r r i n e  humaine (MAC G I L L I V R A Y  et  u l . ,  1983) e t  l ' o v o t r a n s f e r r i n e  de 

poule  (WILLIAM et u l . ,  1982) . 
- Les t r o i s  s i t e s  de  g lycosy la t ion  c a r a c t é r i s é s  dans l e  lobe  C-  termi-  

n a l  s ' a l i g n e n t  respect ivement  s u r  lès a c i d e s  aminés no 367, 490, e t  

557 de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine. Seul  l e  s i t e  nOL, s ' a l i g n a n t  

s u r  l ' A s 1 1  n0470 e t  p o r t a n t  des  ylycannes de type N-acêtyl lactosami-  

n ique ,  e s t  commun avec l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine. Des t r o i s  s i t e s  

p r e s e n t s  dans l e  lobe C-terminal de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, 

s e u l  ce  s i t e  e s t  g lycosylé .  I l  e s t  également in te i ressant  de n o t e r  

que l e s  deux a u t r e s  s i t e s  de g lycosy la t ion  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

bovine ne s o n t  r e t rouv4s  -dans des  p o s i t i o n s  analogues - chez aucune 

t r a n s f  e r r i n e .  



Toutes ces données de structure primaire ont été regroupées dans un 

schéma final, figurant dans la molécule totale de la lactotransf errine 

bovine, toutes les séquences déterminées 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.1071. 
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Fig. 28 : Schéma r é c a p i t u l a t i f  de l a  prépara t ion  des  fragments 
analysés ,  i s o l é s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine. 



CLONAGE ET SEQUENCRGE D'UN ADN 

COMPLEMENTAIRE CODANT POUR L A  

LACTOTRANSFERRXNE BOUINE 

L'apport cons idé rab le  d e s  techniques  d é r i v a n t  de  l a  géné t ique  molécu- 

l a i r e  a cpéé un v é r i t a b l e  bouleversement dans l e s  méthodes de  dé te rmina t ion  

de  l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  d e s  p r o t é i n e s .  En p a r t i c u l i e r ,  l e  temps n é c e s s a i r e  

a l a  dé te rmina t ion  de  c e t t e  s t r u c t u r e  e s t  net tement  diminué. S i  l ' o n  s e  

r S f è r e  a l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine (METZ-BOUTIGUE et u l . ,  19841, s a  

s t r u c t u r e  a é t é  e n t r e p r i s e  en 1974 dans n o t r e  Labora to i re  e t  c e l u i  du P r .  P. 

JOLLES e t  s ' e s t  achevée en 1984. C ' e s t  pourquoi nous avons e n t r e p r i s ,  p a r a l -  

lè lement  a nos t ravaux s u r  l a  p a r t i e  p ro t é ique ,  l a  de te rmina t ion  de  l a  

s t r u c t u r e  pr imai re  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine v i a  l e  c lonage de  son ADN 

compl4mentaire. 

1. ÇTRATEGIE GENERALE DE CLONAGE 

Les p r i n c i p e s  genSraux de  clonage s e r o n t  r appe lé s  de façon breve e t  

po r t e ron t  s u r t o u t  s u r  l e s  p o i n t s  s p é c i f i q u e s  de n o t r e  é tude  s u r  l e  c lonage 

de llADNc de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine. Pour une é tude  p l u s  d é t a i l l é e  s u r  

l e s  pr inc ipes  e t  l e s  techniques  de clonage,  nous renvoyons l e  l e c t e u r  aux 

revues gén4ra les  s u i v a n t e s  : cDNA Cloning, Vol. 1 ,  Vol. I I  e t  Vol. III 

(GLOVER D .  M., 1985) ; Transcr ip t ion  and t r a n s l a t i o n  (HAMES B .  D .  e t  

H I G G I N Ç  S. J . ,  1986) ; Molecular c lon ing  (MANIATIS et ul., 1382) ; Nucleic 

a c i d  h y b r i d i s a t i o n  (HAMES B .  D .  e t  HIGGINS S.  J . ,  1985) .  



Le clonage d'un ADNc codant pour  une p r o t é i n e  donnée c o n s i s t e  en l a  

cons t ruc t ion  d 'une l i b r a i r i e  de c lones  drADNc s y n t h é t i s é s  5 p a r t i r  d e s  ARN 

messagers i s o l é s  de  c e l l u l e s  p r o d u c t r i c e s  de  c e t t e  p r o t é i n e ,  p u i s  en l a  

s é l e c t i o n ,  dans c e t t e  l i b r a i r i e ,  d e s  c lones  recherchés .  Lorsque l ' o n  déc ide  

de  "c lonern ,  il e s t  néces sa i r e  de m e t t r e  au p o i n t  une s t r a t é g i e  d e  clonage 

adaptée ZI l a  p r o t a i n e  dont  on veut  c l o n e r  lrADNc. 

Ce t t e  s t r a t 6 g i e  d o i t  d e f i n i r  : 

- l a  c e l l u l e  de départ pour l ' i so l emen t  d e s  ARN messagers ; 

- l a  sonde q u i  s e r v i r a  a ç 6 l e c t i o n n e r  l e s  c lones  recombinants pour l a  

p r o t é i n e  recherchée ; 

- l e  vecteur q u i  s e r a  l e  mieux auapte .  

A .  Choix du matériel dedépart  

La c o n s t r u c t i o n  d'une l i b r a i r i e  d'ADN complPmentaires n g c e s s i t e ,  dans 

?.III premier temps, l a  pr4paratioi-i d e  l a  f ractioi-i ARNril polyadéiiylée J e  

c e l l u l e s  exprimant l a  p r o t é i n e  a c l o n e r .  Pour p u r i f i e r  c e s  ARNm poly A+, 

t r o i s  c o n t r a i n t e s  vont gu ider  l e  choix du m a t e r i e l  c e l l u l a i r e  : 

- c e l u i - c i  d o i t  exprimer au p l u s  haut  niveau c e t t e  p ro tk ine  de  s o r t e  

que,  dans l a  popula t ion  d '  ARNm, c e l u i  codant l a  p r o t é i n e  recherchée 

s o i t  r e p r é s e n t e  dans une p ropor t ion  t r è s  importante ; 

- l e  rnatPriel  c h o i s i  d o i t  e t r e  suffisamment abondant pour que l a  

p ropa ra t ion  des  ARNm s o i t  techniquement p o s s i b l e  ; 

- l e  rendement de l a  p répa ra t ion  des  ARNm poly A+ d o i t  ê t r e  no11 

seulement ?uan t i t a t i vemen t  mais a u s s i  qua1 i t a t i vemen t  é l evé  . 

Enf in ,  en fonc t ion  du type de  sonde u t i l i s é  ( a c i d e s  nuclPiques ou 

a n t i c o r p s )  , il s e r a  p o s s i b l e  de r eche rche r  l a  présence d 'un  messager 

spéc i f ique  pa r  d e s  expér iences  d ' hybr ida t ion  moléculaire  ou de  t r a d u c t i o n  

i n  v i t r ~ .  
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B. Choix de la sonde 

Afin de rechercher, parmi les clones recombinants, ceux qui ont inséré 

une séquence drADNc codant pour la protéine à cloner, il est nécessaire de 

disposer de sondes qui serviront au criblage des librairies. En fonction 

des disponibilités mdtérielles au début de l'expérience, il est possible 

d'envisager deux types de clonage : 

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

Xgt 1 1  ) et sélectionner les clones recombinants à l'aide d'anticorps 

spécifiques de la protéine a étudier (HUYNH et ul., 1985) ; 

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

sélectionner les clones recombinants par hybridation avec des sondes 

d'acides nucléiques (HUYNH et al., 1985). 

1 .  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 WAHL (1384) et a l'ouvrage de HAMES et 

HIGGINS (1 985 . 
Les sondes d'acides nucléiques utilisées pour le criblage des librai- 

ries dlADNc sont en général de deux types : 

- il peut s'agir d'un ADNc provenant du clonage de la même protéine 

mais à partir dfARNm proveriant d'une espSce animale différente ; 

- il peut s'agir d'oligonucléotides de synthèse déduits de séquences 

peptidiques connues de la protéine a étudier. 

Dans les deux cas, la recherche d'un ADNc codant pour la protéine a 

Studier s'effectuera par une réaction d'hybridation de séquences d'ADN com- 

pl6mentaires. Ces sondes pourront également servir pour la détection de la 



présence d 'un ARN messager s p é c i f i q u e  dans  l a  f r a c t i o n  ARNm po ly  A p réparée .  

2. Les sondes anticorps 

L ' u t i l i s a t i o n  d e s  sondes a n t i c o r p s  11' e s t  envisageable  que dans l e  c a s  

de  clonages dans d e s  vec t eu r s  d '  express ion  ( t y p e  Xgt 1 1 1 . Dans l e  Xgt 1 1  , 

l e s  ADNc c lonés  s o n t  t r a n s c r i t s  p u i s  t r a d u i t s  sous  forme d 'une  p r o t é i n e  

hybr ide  avec l a  R-galactosidase (HUYNH et u l . ,  1985) .  Ils peuvent a l o r s  

ê t r e  d é t e c t 6 s  p a r  une r é a c t i o n  immunologique s p é c i f i q u e .  

Lorsque ce  mode d e  c r i b l a g e  e s t  c h o i s i ,  il e s t  n e c e s s a i r e  de  d i s p o s e r  

de  t r è s  bons a n t i c o r p s .  L ' u t i l i s a t i o n  d e s  a n t i c o r p s  polyclonaux e s t  p ré fk -  

r a b l e  aux a n t i c o r p s  monoclonaux. Tou te fo i s ,  il f audra  s ' a s s u r e r  d e  l a  mono- 

s p é c i f i c i t é  des  a n t i c o r p s  pa r  l a  recherche  du nombre de molécules reconnues 

p a r  c e s  a n t i c o r p s  dans  un l y s a t  c e l l u l a i r e  t o t a l .  

Enfin,  si l e s  a n t i c o r p s  s o n t  s a t i s f a i s a n t s ,  il s e r a  a l o r s  p o s s i b l e  d e  

r eche rche r  l a  présence  de  1 ' A R N  messager à é t u d i e r  par  des  expér iences  d e  

t r a d u c t i o n  in v i t r o  dans des  systèmes a c e l l u l a i r e s  ( r é t i c u l o c y t e s  de Lapin)  

( MANIATIÇ et u l . ,  1 9 8 2 )  ou c e l l u l a i r e s  (oocytes  de  Xenopes) (MANIATIÇ et 

u l . ,  1382 ; COLMAN, 1 9 8 4 ) .  

C. Choix du vecteur 

Le choix du vec t eu r  e s t  en f a i t  condi t ionné  p a r  l e  type de  sonde u t i -  

l i s é .  En p a r t i c u l i e r ,  s ' i l  s ' a g i t  de sondes a n t i c o r p s ,  il f audra  f a i r e  

appel  a un vec t eu r  d 'express ion .  

Les vec t eu r s  l e s  p l u s  u t i l i s é s  pour l a  cons t ruc t ion  de  l i b r a i r i e s  

drADNc peuvent ê t r e  d ' o r i g i n e  phayique ou plasmidique.  Les bac tér iophages  

p ré sen ten t  1' i n t d r ê t  de  f o u r n i r  un grand nombre de  recombinants e t  donc 

d'augmenter l a  chance de c lone r  1'ADNc s p é c i f i q u e  de  l a  p r o t é i n e  a 6 t u d i e r .  



Ils o f f r e n t ,  p a r  a i l l e u r s ,  l ' avantage  d 'une u t i l i s a t i o n  t r è s  soup le  permet- 

t a n t  l e  c r i b l a g e  d'un grand nombre de  c l o n e s  a l a  f o i s .  

Les plasmides o n t ,  quant à eux, une e f f i c a c i t é  de  clonage moindre mais 

p ré sen ten t  l ' avan tage  d ' é v i t e r  l e s  é t a p e s  de sous-clonage pour p rodu i r e  

1 ' i n s e r t .  

II. PREPARATION DES ARN CELLULAIRES TOTAUX DE DIFFERENTS TISSUS BOVINS - 
RECHERCHE D'ARN ESSAGERS CODANT POUR LA LACTOTRANÇFERRINE BOVINE 

A. Principe 

1 .  Choix des tissus 

Le choix des  t i s s u s  a  é t é  e f f e c t u é  en fonc t ion  de l a  c a p a c i t é  d e  c e s  

d e r n i e r s  5 s y n t h é t i s e r  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ( v o i r  l a  p a r t i e  "Génerali-  

t é s " ) .  Nous avons a i n s i  s é l e c t i o n n é  q u a t r e  t i s s u s  : 

- - La qlande mammaire : 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  p ré sen te  dans  l e  l a i t  de  Vache (GROVES, 1960) 

e s t  s y n t h é t i s é e  pa r  l e s  c e l l u l e s  ac ineuses  de  l a  glande mammaire. 

- - La qlande sous -max i l l a i r e  : 

La pr4sence d e  l a c t o t r a n s f  e r r i n e  dans l a  s a l i v e  humaine (MASSON, 

1970) e t  dans l a  s a l i v e  bovine (MORRISON e t  ALLEN, 1975) suggère que 

s a  synthèse  e s t  r é a l i s é e  par  l e s  glandes s a l i v a i r e s .  Notre choix 

s ' e s t  po r t4  p l u s  pa r t i cu l i è r emen t  s u r  l a  glande sous -max i l l a i r e  

puisque c e t t e  d e r n i è r e  p rodu i t  chez l'Homme l a  q u a n t i t é  l a  p l u s  

importante de  l a c t o t r a n s f e r r i n e  (MASSON, 1370) .  



- - Les cellules endométriales delrutérus : 

La présence de lactotransferrine humaine a 4té signalée au niveau de 

l'endomètre de la Femme (TOURVILLE, 1970 ; MASSON, 1970). Par ail- 

leurs, c'est a partir de ce tissu que PENTECOST et al. (19871 ont 

cloné 1'ADNc de la lactotransferrine de Souris après stimulation 

préalable de ces cellules par les oestrogènes. L'obtention de ce 

tissu chez la Vache, dans les memes conditions de stimulation hormo- 

nale, est envisageable auprès d'équipes de recherche travaillant sur 

la fécondation in vitro. 

- Les leucocytes : 

La lactotransferrine a ét6 mise ei-i évidei-ice dans les leucocytes poly- 

morphonucleaires neutrophiles (MASSON et ol., 1969). Il s'agit de 

cellules qui peuvent être facilement obtenues en grande quantitié. 

2. Choix de la sonde : 

Lorsque nous avons entrepris le clonage de la lactotrat-isferrine bovine, 

nous disposions de deux types d'informations fondamentales : 

- plusieurs séquences d'ADNc de transferrine étaient connues, en par- 

ticulier celles des lactotransferrines humaine et murine ; 

- quelques séquences peptidiques de la lactotransferrine bovine 

avaient &té determinées lors de notre 4tude sur la structure de la 

protéine (voir lapa partie des R6sultats). 

La connaissance de ces deux informations ilou5 a Lait opter pour 1 '~ti- 

lisation de sondes d'acides nucl4iques - plutôt que de sondes ànticorps - 

pour l e  detection ci' ARNm i ou d' ADNc 1 codant pour la lac to transf errine 

b(livine. 

Les deux types de sondis d'acides nucl4iques qui o n t  S t 6  employés sont: 

- deux sondes oligonucl4otidiques synth6tiqucs ; 



- deux sondes d1ADNc codant pour la lactotransferrine et la 

sérotransferrine humaines. 

Leur description est détaillée dans le paragraphe suivant. 

B. Materiels & méthodes 

u )  Prélèvemelit d a  t i s sus  

Les tissus nous ont été fournis par l'abattoir du Centre National de 

Recherches en Zootechnologie (CNRZ) de l'INRA de Jouy-en-Josasc"'. 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'endomètre a été prélevé sur une Vache se trouvant sous stimulation par 

les oestrogiines. La date d'abattage correspond a la date d'ovulation de 

cette dernière. Les quantites prélev4es sont de l'ordre de 100-200 g pour 

le pis et la glande salivaire. Par contre, nous ne pouvons estimer la 

quantité de cellules ondométriales prelevées car ces dernieres ont été 

obtenues par "grattage" au scalpel de la partie du tissu se trouvant a la 

face luminale. 

Les tissus ont 4té immédiatement plongés dans une solution d'extrac- 

tion dlARN renfermant des inhibiteurs de RNases, a + 4 O C .  

( * j  NOUS remercio/?s vivement l e  personnel de l rubut to ir  e t  en purticulier 

MR. FEVRE pour l ru ide  qu ' i l s  /?ou5 ont apportée e t  l u  possibi l i té  qui 

nous u Eité o f f e r t e  de pouvoir munipuler l e s  t i ssus  sur pluce. 



- - - - - - - - 

- 115 - 

b )  Pré~~ration leucocytes 

Les leucocytes bovins totaux ont été obtenus a partir de 10  1 de sang 

de Boeuf prélevé aux abattoirs de Lille. Le sang est centrifugé a 5000 g 

pendant 5 mn à 4 O C  et les cellules sont prélevées a la pipette a 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 deç cellules dans 

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

C) Prépar~tion sondes 

a-Synthèse de sondes oligonucléotidiques 

Lorsque nous nous sommes intéressés a la synthèse de sondes oligo- 

nucléotidiques, nous avions deux possibilit4s pour les définir : 

- choisir une séquence nucléotidique au niveau de zones trèç 

conservées des ARNm des transferrines et synthétiser la séquence 

complémentaire exacte ; 

- définir des séquences nucléotidiques par déduction de séquences pep- 

tidiques de la lactotrançferrine bovine. 

Les séquences peptidiques de la lactotransferrine bovine qui avaient 

é t é  déterminées au moment de la synthèse des sondes ne nous permettaient 

pas d'obtenir des oligonucléotides faiblement dégénérés. Aussi, nous sommes- 

nous orientés vers la premier@ alternative. Nous avons donc recherche des 

zones d'homologie en comparant les séquences de la lactotransferrine 

humaine, de la lactotransferrine murine et de la serotransferrine humaine. 

Deux sondes de 35 et 23 nucléotides (sondes 35-mer et 23-mer) ont Pté 

d4duites. Elles sont pr4sentées dans la Fiy. 29, p. 116. 

La sonde 35-mer est située dans la partie la plus eloignée de la 



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

B : TGG AAT ATC CCC ATG GGC CTG CTC 

C : TGG AAC ATC CCC ATG GGC CTG CTC 

D : TGG AAC ATC CCC ATG GGC CTG CTC 

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 CTT CTG TTC AAT GAC AAC ACT GAG TGT CTG GCC 

C : AAC CTT CTG TTC AAT GAC AAC ACT GAG TGT CTG GCC 

D : GAC CTT CTG TTC AGA GAT GAC ACA GTA TGT TTG GCC 

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

A : Séquence peptidique de la lactotransferrine humaine (HETZ-BOUTIGUE et al., 1984 ) .  
B : Séquence nucléotidique de lrARNm de la LTF humaine (RADO et al., 19871. 
C : Séquence nucléotidique de llARNm de la LTF murine (PENTECOÇT et al., 1987 ) .  
D : Séquence nucléotidique de lrARNm de la STF humaine (YANG et al., 1984) .  

Fig. 29 : Déduction de sondes oligonucléotidiques complémentaires à des zones d'homologie déterminées 
par comparaison des ARNm des LTF humaine et murine et de la STF humaine. 



région codante en 3'-OH (correspondant  aux a c i d e s  aminés 652 a 663 de  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine).  E l l e  e s t  100 % homologue aux deux séquences d e  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine e t  murine e t  75 % homologue a c e l l e  de  l a  s é r o -  

t r a n s f e r r i n e  humaine. 

La sonde de 23-mer e s t ,  a un n u c l é o t i d e  p r è s ,  100 % homologue aux 

séquences des  t r o i s  t r a n s f e r r i n e s  précédemment c i t é e s .  E l l e  correspond a l a  

p a r t i e  codante des  a c i d e s  aminés 481 a 488 d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine. 

Ces sondes o n t  é t é  s y n t h é t i s é e s  au Cent re  de Recherches en B io log ie  e t  

Génétique C e l l u l a i r e s  du CNRS de  Toulouse. 

R-Prépurution d r u n e  sonde drADffc de l u  luc to t ru r7s fe r r ine  humuine 

Le taux d'homologie important (envi ron  70 %) e x i s t a n t  e n t r e  l e s  séquen- 

ce s  nuc léo t id iques  d e s  ARNm d e s  l a c t o t r a n s f e r r i n e s  humaine e t  murine (RAD0 

et a l . ,  1986 ; PENTECOÇT e t  u l . ,  1987) nous a amenés a penser  que 1 ' A R N m  de  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine d e v a i t  également a v o i r  une s t r u c t u r e  proche de  

c e s  deux séquences. Nous avons a i n s i  obtenu,  aupres  du D r .  RADO'"' un ADNc 

d e  0 , 9  Kb codant pour  l a  p a r t i e  C-terminale d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine 

( a c i d e s  aminés 433-7031. Ce d e r n i e r  e s t  i n s é r é  au s i t e  P s t  1 d'un plasmide 

de  type pUC 18 ( v o i r  p .  A-31 1.  

Ce plasmide a é t é  préparé  a p a r t i r  d 'une  c u l t u r 2  de l a  b a c t é r i e  compé- 

t e n t e  (TG 1 )  e t  lrADNc a é t é  récupéré a p r è s  hydrolyse pa r  l'enzyme P s t  1 

( v o i r  p. A-31). 

Y -Prépuru t ion  d 'une sonde drADNc de l a  s&rot ransfer r i i i . e  humaine 

Comme nous 1 'avons s i g n a l é  un peu p l u s  hau t ,  1 ' esis.tel-ice d ' une homolo- 

g i e  re la t ivement  importante  e n t r e  l e s  séquences nuc lSot id iques  de l a  l a c t o -  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

(*) NOUS remercions vivement l e  D r .  RADO pour l u  f o u r n i t u r e  d e  cet ADNc. 



transferrine et de la sérotransferrine humaines nous exposait au risque de 

sélectionner un ADNc codant pour la sérotransferrine - si cette dernière 

était exprimée par la cellule de départ -. 
En effet, l'utilisation d'une sonde dTADNc de lactotransferrine en sys- 

tème hétérologue (humain-bovin) nous obligeait à l'utiliser dans des condi- 

tions de stringence d'hybridation pas trop élevées, augmentant ainsi le 

risque d'une réaction "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 drADNc 

codant pour la sérotransferrine humaine. Cette dernière nous a été fournie 

par le Dr A. KAHNc*'. Il s'agit d'un ADNc de 1 Kb codant pour la région C- 

terminale de la sérotransferrine humaine (acides aminés 402-6791. Cet ADNc 

nous a été fourni inséré au site Pst 1 d'un plasmide de type pBR 322. La 

préparation de cet ADNc est comparable à celle de lrADNc de la lactotrans- 

ferrine humaine (voir p. A-31 1 .  

d )  flurquaqe sondes 

Le marquage des sondes a été effectué à l'aide de précurseurs radio- 

actifs. Il s'agit du Y-32P-ATP pour les sondes oligonucléotidiques et de 

~ ' u ~ ~ P - ~ C T P  pour les sondes dTADNc. Les protocoles de marquage sont décrits 

p. A-18 et A-19. 

........................................................................... 

(*) NOUS udresso17s nus vifs remerciements uu Dr. KAHN pour le don de cette 

sonde. 



U) Pré~arations des ARïY totaux 

Les prélèvements de tissus a partir de pis et de glande salivaire ont 

été d'abord decoupés en cubes d'environ 2 cm d'épaisseur puis introduits 

dans une solution d'isothiocyanate de guanidine. Les morceaux ont été 

broyés au Polytron et l'extraction des ARN totaux a été réalisée selon la 

technique décrite par MANIATIS et 01. (1982) (voir p. A-16). 

Les cellules prelevées par "grattagen de l'endomètre de Vache et les 

leucocytes obtenus à partir de 10 1 de sang selon le protocole décrit 

p. 115 sont introduits dans une solution drisothiocyanate de guanidine puis 

broyés au Polytron. L'extraction des ARN est réalisée comme décrit ci-des- 

SUS. 

h l  Analyse des ARN prépurés 

Les ARN totaux préparés selon les méthodes décrites ci-dessus sont ana- 

lysés quantitativement et qualitativement. 

La quantité drARN obtenue est estimée par une mesure de l'absorbante à 

260 nm et le degré de pureté appréci4 par la determination du rapport des 

densites optiques a 260 et 280 nm. 

La qualité des préparations est ensuite déterminee par electrophorèse 

en présence d'hydroxyméthyl mercure (voir p. A - 2 7 ) .  Cette qualité est consi- 

dérée comme satisfaisante quand les échantillons présentent deux bandes 

intenses dTARN ribosomiques 182 et 2 8 5 .  



Recherche d ' ARNm codant pour la lactotransferrine bovine 

1 j ~ g  des fractions ARNm poly A sont soumis à une électrophoriise en gel 

dlagarose en présence d'hydroxym&thyl mercure (voir p. A-27) puis transfé- 

rés sur membrane de nitrocellulose par capillarité (MANIATIÇ et ul., 1982)  

(voir p. A-29). 

Les ARN ainsi transférés sont soumis à une hybridation en présence des 

sondes oligonucléotidiques ou des ADNc de la lactotransferrine et de la 

serotransferrine humaines marqués au 32P (voir p. A-29 et A-30). 

C. Résultats &discussion 

1 .  Préparation d e s  ARN cellulaires totaux 

Les résultats des préparations d'ARN totaux a partir des différents 

tissus bovins étudiés sont rassembl6s dans le tableau IX, p. 121 . Le pis, 
la glande salivaire et ller\domètre ont fourni une quantité drARN variant de 

8 a 70 mg. Cette quantite est largement suffisante pour envisager le clo- 

nage. Par contre, dans le cas des leucocytes, la quantité de 0 , 5  mg est 

extrêmement faible. Ceci peut s'expliquer par l'existence d'une degradation 

importante résultant du temps trop long écoule entre la mort de l'animal et 

l'introduction des cellules dans le milieu inhibiteur de RNases. 

Concernant la qualité des ARN obtenus, elle a S t 4  eçtim6e satisfai- 

sante pour les différentes préparations, exception faite pour celle des ARN 

isolés du pis. En effet, dans ce cas, il y a absence totale des deux bandes 

d'ARN ribosomiques suggérant que les ARN messagers ont ét4 fort probable- 

ment d4gradés. 



- TABLEAU IX - 

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

p----- ---- - ------- 
Tissus 

Glai-tde 
sous-maxillaire 

Leucocytes 

Quantité drARN 1 Qualite des ARN 
estimée sur gel 

d'agarose . 

----------------- 
absei-ice 

cl ' ARN 
1 85/28S 

----------------- 

bonne 



2. Isolement des ARNm P O ~ Y  A - Recherche d'AR& messacrer codant pour 

la Iactotransferrine - 

Le rendement de l a  p u r i f i c a t i o n  des  ARNm poly A+ p a r  2 chromatogra- 

p h i e s  s u r  colone d ' o l i g o  (dT) c e l l u l o s e  a é t é  de  l ' o r d r e  de  1 %. 

Nous n 'avons c o n s t a t é ,  en é l ec t rophorèse ,  aucune bande r é s i d u e l l e  

drARN ribosomique, montrant a i n s i  l ' e f f i c a c i t é  d e  l a  p u r i f i c a t i o n .  

U) Recherche drARtV messager & lactotr unsferrine & lruide 

sondes olicmnucléotidiques 

Le r é ç u l t a t  de  l ' h y b r i d a t i o n  de  nos p répa ra t ions  drARN avec lés sondes 

o l igonuc l4o t id iques  e s t  p r é s e n t é  dans l a  Fig .  30, p. 123. 

Nous cons t a tons  que l e s  f r a c t i o n s  ARNm poly A+ i s o l é e s  d e  l a  glande 

s a l i v a i r e ,  de  l 'endomètre  e t  du p i s  s ' hyb r iden t  avec c e s  sondes o l igonucléo-  

t i d i q u e s  . 
La f r a c t i o n  ARNm poly  A i s o l é e  de  l a  glande s a l i v a i r e  e s t  c e l l e  q u i  

f o u r n i t  l e  s i g n a l  l e  p l u s  i n t ense .  Ce s i g n a l  s e  p ré sen te  sous forme de deux 

bandes de t a i l l e s  v o i s i n e s  d e  2500 e t  2300 pb - l a  bande de  2500 pb 4 t a n t  

i-iettcmei-it p l u s  importante .  Ces deux bai-ides pour ra i en t  correspoi-idre a deux 

t a i l l e s  d i f f é r e n t e s  d'un même ARN messager ou encore aux ARN messagers 

r e s p e c t i f s  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  d e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e .  En e f f e t ,  c e s  

sondes ont  é t 6  é t a b l i e s  a p a r t i r  de séquences communes a l e u r s  deux ARNm, 

il e s t  donc p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  une hybr ida t ion  avec c e s  deux ARN messagers 

s ' i l s  son t  exprimés tous  deux dans l a  c e l l u l e .  

La f r a c t i o n  ARNm poly  A i so lSe  d e  lTendomStre ne donne qu'une s e u l e  

bande ap rès  hybr ida t ion  avec l e s  sondes o l igonuc léo t id iques .  C e t t e  bande, 

d'une t a i l l e  approchant 2500 pb, migre l a  même hauteur  que c e l l e  de 2500 

pb d é c r i t e  prGc6demment pour l a  glande s a l i v a i r e .  Tou te fo i s ,  l e  s i g n a l  e s t  



Fig. 30 : Recherche de la présence d'un ARNm codant pour la 
lactotransferrine bovine dans différents tissus. 
Hybridation en présence de sondes oligonucléotidiques 
marquées auY -32P. 

1 - ARNm poly A isolés de la glande salivaire. 
2 - ARNm poly A isolés de l'endomètre. 
3 - ARNm poly A isolés du pis. 
4 - ARNm poly A isolés des leucocytes. 

Harqueurs 28 S : 4713 nucléotides. 
18 S : 1879 nucléotides. 



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 d'hybridation sous forme d'une "trainée" de masse 

moléculaire inférieure aux bandes caractérisées précédemment. Ce résultat 

traduit, comme nous l'avions prédit plus haut, la présence d'une dégrada- 

tion importante des ARN isolés de ce tissu. 

Enfin, nous n'avons caractérisé aucun signal d'hybridation avec les 

ARNm poly A isolés des leucocytes. Nous pouvons, à cet égard, rappeler la 

très 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 temps nécessaire a l'isole- 

ment des cellules ou simplement par l'absence de 1'ARN messager de la lacto- 

transferrine 2 ce stade de maturation des cellules. 

h l  Hvbridution d e s  ARHm polv A en présence des ADNc de ICI lucto- 

truns ferrine et  de J r l  sérotruns f errine humuines 

Des résultats identiques a ceux décrits par les sondes oligonucléoti- 

diques ont été obtenus avec 1'ADNc de la lactotransferrine humaine. La 

seule remarque que nous puissions faire est la disparition du signal 

d'hybridation a 2300 pb rencontré avec les ARNm poly A de la glande sali- 

vaire. En effet, 1'ADNc de la lactotransferrine humaine, utilisé dans des 

conditions de stringence plus 6lev6es que celles employées avec les oligo- 

nucléotides (voir p. A-301, ne révèle qu'une seule bande a 2500 pb. Par 

contre, dans les mêmes conditions de stringence, nous 11 'avons obtenu aucun 

signal d'hybridation avec la sonde dTADNc de la çérotransferrine humaine. 



-- -- 

D. Conclusion 

Notre étude sur la recherche dlARNm codant pour la lactotransferrine 

bovine nous a amené a sélectionner la glande sous-maxillaire et l'endomètre 

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 la lactotransferrine humaine est en effet en 

faveur de la 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'Xgt 10 à partir des ARNm poly A+ isolés de la 

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

III. CONSTRUCTION D a  LIBRAIRIES DTADN CORPLEMENTAIRES 

La construction d'une librairie d'ADN complémentaires peut aujourd'hui 

être considérée comme une technique bien éprouvée. Le nombre impressionnant 

de molécules clonées à ce jour et l'intervention de sociétés spécialisées 

commercialisant des kits de clonage font que la construction d'une librai- 

rie d'ADN complémentaires ne représente plus une étape limitante. 

A. Svnthèse  molécules dTADNc double brin 

1 .  Principe 

Afin de pouvoir manipuler les séquences drARN messagers, les rendre 

détectables, les cloner , il est nécessaire de convertir ces séquences 

dTARNm en ADN double brin. Cette conversion s'effectue en deux étapes. La 



première étape consiste a synthétiser une molécule d'ADN simple brin 

complémentaire de 1'ARNm par action d'une transcriptase reverse. Dans un 

second temps, la mol~cule drARNm hybridée à lrADNc monobrin est hydrolysée 

par l'action d'une endonucléase, puis remplacée par une molécule ~'ADN 

identique. Cette technique, décrite par GUBLER et HOFFMAN (1983) fait suite 

aux travaux d'OKAYAMA et BERG (1982 ) .  

Pour la synthèse de nos molécules drADNc, il nous a semblé opportun de 

faire appel a un' kit de syi-ithèse drADNc vendu dans le commerce. L'utilisa- 

tion de tels kits, grâce a des contrôles rigoureux réalisés avant commer- 

cialisation, permet une minimisation des risques d'échecs. En plus, de nom- 

breuses étapes se trouvent standardisées et les problèmes éventuels peuvent 

être appréhendés plus facilement . 
Le kit de synthèse que nous avons utilisé est commercialisé par la 

Société Amersham. Ce dernier correspond a une application directe de la 

technique décrite par GUBLER et HOFFMAN ( 1 9 8 3 ) .  Il présente l'avantage de 

r4aliser toutes les étapes de synthèse dans un meme tube, minimisant ainsi 

les pertes. Les conditions expérimentales utilisées sont celles indiquées 

par le fournisseur. Elles Sont résumées p. A-13. 

3 .  Résultats discussion 

Les résultats de la synthèse de mol4cules drADNc double brin 21 partir 

de 5 ~4 drARNm poly A isoles de la glande sous-maxillaire et de lTendoni+tre 

ont été rassemblés dans le tableau X ,  p. 127. Les rendements de r6trotrans- 

cription de 25 % et 23 % obtenus respectivement avec les ARNm de glande 

salivaire et d'endomètre peuvent être estimés très satisfaisants (le four- 



- TABLEAU X - 

RENDEENTS DE SYNTHESE DrADN COMPLEMENTAIRES OBTEMUS 
APRES RETROTRANSCRIPTION DrARNm POLY A ISOLES DE GLANDE 

SOUS-HAXILLAIRE ET DrENJIOMETRE BOVINS 

Glaiîde 5 
s a1  i v a i r e  

T i s su  

Endome t r e  5 

Q u a n t i t é  
drARN 

d e  dépa r t  

Q u a n t i t é  
cl ' ADNc 
simple 

b r i n  
(ug) 

Quai î t i t é  
d ' ADNç 
double 

b r i n  
(ug) 

Rendement 
de  r e t r o -  
trai-iscri-  

.t ion  
( %  

Rendement 
d e  conver- 

sioiî  
1 -/2- brii î  

( %  



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 dragarose en présence, comme marqueurs de masses moléculaires, 

de l'ADN de X digéré par l'enzyme Hind III. L'autoradiographie de ce gel, 

présentée Fig. 31, p. 129 montre que la taille des ADNc synthétisés est 

très élevée et que la moyenne des tailles est centrée sur 1-1,5 kb. Nous 

pouvons également remarquer que les ADNc synthétisés à partir des ARNm de 

l'endomètre possèdent une taille supérieure à ceux provenant de la 

rétrotranscription des ARNm de la glande salivaire. 

Ces résultats montrent que la qualité de nos préparations drARN semble 

correcte. D'autre part, nous pouvons considérer que le kit de synthèse 

drADNc que nous avons utilisé est un excellent outil. En effet, nous avons 

obtenu, sur plusieurs essais, des résultats reproductibles. 

B. Genèse deç extrémités Eco RI - Fractionnement entaille des ADNc 

1 .  Principe 

Afin de pouvoir cloner les ADNc néosynthétisés au niveau du site 

Eco RI du bactériophage Xgt 10, il est nécessaire de générer des bouts 

collants Eco RI à chaque extrémité des molécules drADNc. Cette étape a lieu 

après la méthylation des molécules drADNc par l'enzyme Eco RI méthylase 

(qui vise à- protéger d'éventuels sites Eco RI internes). Elle s'effectue 

par une simple ligation de molécules adaptatrices ("linkersnl renfermant un 

site Eco RI. La genèse des bouts collants Eco RI est alors obtenue par une 

hydrolyse consécutive par l'enzyme de restriction Eco RI. Cependant, afin 

d'éviter la formation de faux recombinants, il convient de séparer les 



Fig. 31 : Analyse sur gel dragarose des ADNc synthétises a partir drARNm 
poly A isolés de la glande salivaire et de l'endomètre. 

E,, EÎ : Endomètre. 
G,, G, : Glande salivaire. 
T : Marqueur de masses moléculaires X'fiind III. 



molécules dlADNc à bouts collants Eco RI des monomères 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 l'élimination des monomères d'adaptateurs, d'obtenir 

une séparation en taille des molécules dlADNc. Nous pouvons donc, à ce 

niveau, éliminer les molécules dlADNc de faible masse moléculaire ou ne 

cloner qu'une fraction particulière dlADNc. 

2. Platériels méthodes 

a)  BPthvlation des s i t e s  Eco RI internes & I fcration des adapta- 

teurs Eco RI 

Les ADNc précipités et séchés sont repris par de l'eau et soumis à 

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

b )  Dicrestiun pur Eco fi - Eiimination g&molécules drudup- 

tateurs 

Le ligat précédemment obtenu est hydrolysé par l'enzyme Eco RI dans 

les conditions décrites p. A-21. L'hydrolysat est dénaturé (10 min. a 65OC) 

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 l'éthanol en présence de la quantité d'ADN de Xgt 10 nécessaire pour 

le clonage (voir p. A-22). 



3. Résultat 

Les fractions obtenues après chromatographie de nos molécules drADNc 

sur colone de Bio-Gel A-50m ont été analysées sur gel d'agarose a 0,7 % 

puis autoradiographiées (Fig. 32, p. 132). Les ADNc collectés dans les 

tubes 1 à 7 ont été rassemblés. Les quantités drADNc correspondants ont été 

estimées par un comptage par effet Cerenkov. Elles représentent respective- 

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

C. Clonacre dans le bactériophacre b t  10 

1 .  Principe 

Le vecteur de clonage que nous avons choisi est le bactériophage Xgt 

10 (voir revue générale de HUYNH et al., 1985).  il s'agit d'un vecteur qui 

a été spécialement mis au point pour la construction et le criblage de 

librairies d'ADN complémentaires. Il présente l'avantage de posséder un 

site unique de clonage Eco RI situé dans un gène particulier : le gène CI. 

Ce dernier code pour un répresseur du cycle lytique du bactériophage. Le 

clonage d'un ADNc à l'intérieur de ce gène a pour conséquence d'inhiber la 

synthèse d'un répresseur actif et donc, d'induire un cycle de lyse obliga- 

toire de la bactérie. Par contre, les bactériophages n'ayant pas inséré des 

molécules drADNc étrangers provoqueront l'induction d'un cycle lysogène 

avec insertion de l'ADN phagique dans le génôme bactérien. L'utilisation 

d'une souche drEscherichiu coli portant la mutation hfl (haute fréquence de 

lysogénisation) renforce le caractère discriminant entre les clones 

recombinants et les bactériophages sauvages. 



Fig. 32 : Fractionnement en taille des molécules d'ADNc synthétisés 
à partir des ARNm poly A isolés de la glande salivaire et 
de lrendom&tre. (Harqueurs de masses moléculaires : XHind III). 



L'ADN de XgtlO que nous avons utilisé pour le clonage de nos ADNc est 

commercialisé par la Société Promega Biotech. Il présente l'avantage d'être 

proposé "prêt à l'emploi", c'est-à-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 dTADNc qui sont, elles, phosphorylées). 

Pour le clonage des molécules dlADNc issus de la glande salivaire et 

de l'endomètre bovins, nous avons incorporé 1 pg d'ADN de Xgt 10. Les condi- 

tions de ligation pour la ligase du bactériophage T4 sont celles définies 

p. A-22. 

3. Résultat 

Après 16 heures d'incubation pour effectuer la ligation, nous avons 

contrôlé, avant l'étape ultime de l'encapsidation, l'efficacité de la liga- 

tion. Nous avons ainsi déposé une fraction aliqote ( 1  ~ 1 )  du ligat sur un 

gel d'agarose très peu réticulé (0,3 % ) .  Nous avons observé, dans le cas de 

la glande salivaire et de l'endomètre, que la migration dans le gel était 

diminuée pap rapport à celle d'un témoin correspondant aux bras de Xgt 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 d'ADN phagiques peuvent donc être 

encapsidées. 



D. Encapsidation - Titration deçlibrairies 

1 .  Principe 

La phase terminale de la construction d'une librairie drADNc corres- 

pond à l'encapsidation des molécules d'ADN phagiques. Elle correspond a la 

synthèse in vitro de la capside virale réalisée par des enzymes et des 

précurseurs présents dans des extraits d'encapsidation. Ces extraits peu- 

vent être prkparés au Laboratoire, mais sont aussi commercialisés par plu- 

sieurs sociétés. Dans ce dernier cas, ils offrent en général une efficacité 

dTencapsidati'on élevée et standard, et ne risquent pas de compromettre la 

suite des expérimentations. 

Une fois llencapsidation réalisée, le titre est déterminé par un éta- 

lement sur boîte et le pourcentage de recombinants vrais (c'est-a-dire le 

pourcentage de bactériophages ayant inseré effectivement une séquence 

drADNc) est estimé par une expérience d'hybridation. 

2. f fa t é r i e l s  et méthodes 

Les extraits dTencapsidation que nous avons utilises sont les extraits 

"Gigapack Gold" commercialis~s par la Çociéte "Çtratagene". Leur efficacité 

maximale d'encapsidation est donnée pour 2.109 p.f.u. (plaque form unit) 

par ug d'ADN. 

Les réactions d'encapsidation sont réalisées sur 4 ~1 du ligat pr4cé- 

demment obtenu, dans les conditions indiquces par le fournisseur. 

Le titre des librairies ainsi confectionnees est déterminé par des 

dilutions séri@es des librairies puis transfection de la souche hote CG00 

hf 1 (voir p. A-23 1 . Cependant, afin d'estimer le pourcentage de recombi- 

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



200 plages de lyse environ. Cette dernière est soumise a une hybridation en 

présence de sondes dlADNc simple brin "très fortement marquéesn. Ces sondes 

drADNc monobrin "très chaudesn sont obtenues dans les mêmes conditions que 

celles utilisées pour la synthèse des ADNc simple brin par la reverse trans- 

criptase. Cependant, le dCTP n'est ajouté cette fois que sous sa forme 

radiomarquée tvoir p. A-19). L'hybridation et les lavages sont effectués 

dans les conditions définies p. A-30. 

3. Résultats 

Les titres des librairies dlADNc issus de la glande salivaire et de 

l'endomètre sont donnés dans le tableau XI, p. 136. 

Le pourcentage de recombinants vrais déterminé par hybridation a été 

estimé a 30 % dans les deux cas. Cette valeur correspond bien évidemment a 

une valeur par defaut. Elle peut être considérée comme satisfaisante et 

témoigne du succès de notre clonage. 

IV. CRIBLAGE DE LA LIBRAIRIE "GLANDE SALIVAIREn - ANALYSE DEÇ CLONES 

RECOMBINANTS SELECTIONNES 

A. Criblaqe de la librairie "Glande Salivaire" 

La première librairie que nous avons décidé de cribler est celle cons- 

truite a partir des ARNm poly A isolSs de la glande salivaire bovine. La 

mise en évidence d'un signal nettement plus marqué, par la sonde drADNc de 

la lactotransferrine humaine, qu? dans le cas des ARNm poly A isolés de 

l'endomètre nous a fait opter pour ce choix. 



- TABLEAU XI - 

TITRATIOM DES LIBRAIRIES DrADNc CONSTRUITES A PARTIR 
DrARN ISOLES DE LA GLANDE SALIVAIRE ET DE LrENDOMETRE DE BOVINS 

(1) Titration effectuée sur C600 hfl. 

(21 Déterminée par une sonde ADNc simple brin marquée au 32P. 

Librairie 

Glande 
salivaire 

Endomètre 

Nombre de 
recombinants 
par pg d'ADN 

6,6.1OS 

1 ,6.1OS 

Nombre total 
de recombi- 
nants de la 
1 ibrairie 

( 1  1 

5. IO5 

1 ,25.1OS 

Nombre de 
recombinants 

Par I-ig 
d insert 

3,5.106 

1 O* 

Pourcentage 
de 

recombinants 
vrais 
(2 1 

30 % 

30 % 



1 .  Criblaqe par la sonde dr#tïc de la lactotransferrine bovine 

La comparaison de la séquence nucléotidique de 1'ADNc partiel de la 

lactotransferrine humaine avec celle de 1'ADNc de la lactotransferrine 

murine et de la sérotransferrine humaine a montré que la séquence de la 

lactotransferrine humaine presentait une homologie de l'ordre de 70 % et 50 

% 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 plutôt qu'avec les oligonucléotides de synthèse. 

En effet, cet ADNc sera tres certainement plus spécifique d'un ADNc de la 

lactotransferrine bovine et permettra de travailler avec des stringences 

d'hybridation beaucoup plus élevées. 

a)  Méthode 

Des étalements de I O 4  bactériophages par boîte de Pétri (diamètre 15 

cm) sont réalisés dans les conditions définies p. '4-23. AprGs une culture 

de 18 heures a 3 7 * C ,  deux empreintes de chaque boîte sont effectuées sur 

des filtres de nitrocellulose. Les filtres sont traités dans les conditions 

décrites p. A-24, puis, soumis a une hybridation en présence de la sonde 

drADNc de la lactotransferrine humaine marquée au 32P (voir p. A-301. 

Les plages de lyse correspondant à des signaux positifs retrouvés aux 

memes endroits sur les deux empreintes sont preleveeç puis mises A diffuser 

dans les conditions définies p. A-24. Les clones positifs sont purifies par 

trois criblages successifs realisés dans les mêmes conditions isur bolte de 

PStri de diamètre 3 cm). 



Nous avons effectué un criblage de la librairie "Glande Salivairerr sur 

2,5.1OS recombinants (soit environ la moitié du nombre total de recombi- 

nants de la librairie). Ce criblage nous a permis d'isoler douze clones 

positifs présentant une forte hybridation avec la sonde drADNc de la lacto- 

transferrine humaine. Apres trois criblages successifs, nous avons obtenus 

des clones purs. 

2. Criblaqe différentiel par les sondes drAONc 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 la sérotransferrine humaine, nous avons soumis, dans les condi- 

tions définies précédemment, nos clones purifiés a une hybridation en pré- 

sence des deux sondes drADNc de la lactotransferrine et de la serotransfer- 

rine humaines. 

Le résultat que nous avons obtenu est identique pour tous les clones 

isoles. L'hybridation, en presence de 1'ADNc de la laçtotransferrine 

humaine, donne un signal d'hybridation treç 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 l'hybridation de l'un des 

clones est présenté Fig. 33, p. 139. 

Il n'est pas possible, a ce stade, de tirer des conclusions mais nous 

pouvons affirmer, d' ores et déja, que les clones sélectioi1n6.ç ont inseré un 

ADNc dont la séquelnce nucléotidique est vraisemblableniei-it plus proche drui-i 

ADNc de lactotrai-isf :?rrine que de s4rotransf errine humaines. 



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



B. Analyse deçc lones  recombinants 

Afin de déterminer la taille des ADNc clonés, il est n6cessaire de 

préparer une quanti té importante d 'ADN phagique de chaque clone. Le bacté- 

riophage est donc cultivé en quantité importante et son ADN isole. LrADNc 

inséré est, quant a lui, obtenu apres une simple hydrolyse par l'enzyme 

Eco RI. Lrhydrolysat peut alors être analysé en électrophorèse sur gel 

d'agarose et la taille de lrADNc est déterminée. Par ailleurs, apr6s trans- 

fert par capillarité sur membrane de nitrocellulose, il sera possible de 

s'assurer de la spécificité de l'hybridation avec 1'ADNc de la lactotrans- 

ferrine humaine. 

Les clones a 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 l'ADN phagique préparé selon la technique décrite par MANIATIS et 

ul. (1382) (voir p. A-24). La quantité d'ADN est estimée par une mesure de 

1 ' absorbance à 260 nm. Les ADNc sont ensuite produits en hydrolysant 1 ' ADN 

phagique par l'enzyme Eco RI dans les conditions décrites p. A-31. Les 

hydrolysats sont alors soumis 5 une Plec trophor@se sur gel d'agarose a 

0,7 % (voir p. A-28) afin d'estimer la taille des ADNc. Le gel est colore 

au Bromure d7Ethidium, transf4rP sur membrane de nitrocellulose selon la 

technique de SOUTHERN (1975) (décrite p .  A-29) puis soumis a une hybrida- 

tion avec l'ADN(: de la lactotransferrine humaine [voir p. A - 3 0 ) .  





- TABLEAU XII - 

DETERHINATION DE LA TAILLE DES ADNc DES CLONES SELECTIONNEÇ 

(1)  Tailles déterminées avant hybridation. 

Clone 

1-2 

3-3 

3-4 

4-3 

6-1 

6-2 

B- 1 

C-1 

C-2 

F-1 

H- 1 

l H-2 

(2) Tailles déterminées après hybridation avec llADNc de la lactotransferrine 
humaine. 

Taille des 
ADNcC1' (pb) 

860 

960 
1 1  50 

660 
780 

1100 

Taille des 
ADNc révélés 
par l'hybrida- 
tionczJ (pb) 

860 

960 
1 1  50 

660 
780 
1440 

1100 

Taille totale 
estimée de 
lrADNc (pbl 

860 

1 1  50 

1440 

1100 

41 0 

640 

1100 

2060 

1000 

720 

1100 

i 

41 0 

540 

1100 

860 

1100 

1 O00 

660 
720 

1100 

41 0 

540 
640 

1100 
690 

860 
960 

1 200 
2060 

1 O00 
950 

660 
720 

1100 

I 1100 1100 1100 



Fig. 34 : Caractérisation du clone C - 1  par électrophorèse sur gel 
dTagarose avant hybridation ( A )  et après hybridation en 
présence de 1'ADNc de la lactotransferrine humaine i B ) .  



Fig. 35, p. 145. Ainsi, la bande de 860 pb serait située du côté de la 

queue poly A puisquTelle est révélée par la sonde. Par contre, la bande de 

1100 pb ne serait pas révélée puisque non couverte (ou pas suffisamment) 

par lrADNc de la lactotransferrine humaine. 

C. Conclusion 

Les résultats du criblage de la moitie des recombinants de la librai- 

rie "Glande Salivaire" peuvent être résumés comme suit : 

- Nous avons obtenu 12 clones présentant une forte hybridation avec la 

sonde drADNc de la lactotransferrine humaine. 

- Ces 1 2  clones oi-it préserité une hybridation de l'ordre du bruit de 

fond en présence d'un ADNc codant pour la sérotransferrine humaine. 

- La taille des ADNc clonés varie de 0,4 a 2 kb. Autrement dit, nous 

n'avons pas encore sklectionné un ADNc complet. 

- Les ADNc clonis présentent 0,l ou 2 sites Eco RI internes selon le 

clone et la taille. 

V. ÇQUENCAGE DES ADN COHPLEHENTAIRES - DETERMINATION DE LA SEQUENCE 

PEPTIDIQUE DE LA LACTOTRANÇFERRINE BOVINE 

Le but poursuivi étant la détermination de la structure primaire de la 

lactotransferrine bovine, les ADNc clones caract6ris4s pr4cédemment ont &té 

s4quencés. La technique de sPquençage d'ADN que nous avons utilisee est 

celle roise au poirit: en 1977 par SANGER et (11.. Il sraqit d'une me-thode de 

synthgçe r.ialis4e par une ADN polÿmérase en présence de terminateurs 

dr410ngation de chaînes : les didesoxynucléosides triphosphates rddNTP). 





A. Principe 

La détermination de la séquence de l'ADN par la technique utilisant 

les didéoxynucléosides peut être divisée en deux étapes : 

- une étape de sous-clonage dans un vecteur approprié : le bactério- 

phage Ml3 ; 

- une étape de séquençage proprement dite. 

1. Clonaqe dans le bactériophqe M x  

Le bactériophage Ml3 (MESSING, 1977) est un bactériophage filamenteux 

ayant la particularité de presenter 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 dlEschericiu coli 

"mâles" possédant un facteur F codant pour le pilus qui est le récepteur du 

phage. Uns fois dans la bactérie, le génome phagique est rèpliqué et con- 

verti en un interm4diaire double brin (appelé forme replicative RF). C'est 

cette forme qui est isol6e pour les sous-clonages. Il eçt possible, a ce 

stade du cycle infectieux (forme RF) d'introduire une molècule d'ADN étran- 

gere au niveau d'un site de clonage multiple jénSré dans l'ADN du phage M13. 

La molécule d'ADN de Ml3 recombinée pourra alors être introduite par trans- 

formation dans une bactérie compétente et propager le message sous forme 

d'ADN monocatSnaire une fois le cycle de propagation du phaqe induit. 

2. D6termination de la séquence d'un ADN cloné 

Le %ait de disposer d'une molecule d'ADN simple brin renfermant 1'ADNc 

% sequencer peut être mis a profit en utilisant cette dernière comme 

matrice pour la çynthGse d'un brin complémentaire. La synthèse de ce brin 



d'ADN complémentaire commence a p a r t i r  d 'une c o u r t e  amorce (ou "primer 

M13") qu i  e s t  préalablement  hydridée en amont de  1'ADNc à séquencer.  E l l e  

e s t  r é a l i s é e  pa r  a c t i o n  d 'une ADN polymérase. Les enzymes l e s  p l u s  u t i l i -  

s é s  sont  l e  fragment d e  Klenow de  l ' A D N  polymerase 1 d r E .  c o l i ,  l a  r e v e r s e  

t r a n s c r i p t a s e  e t  l a  T 7  ADN polym4rase (Sequenase) .  

L ' idée d e  SANGER et a l .  (1977) a  é t é  d ' a j o u t e r  l o r s  de  l ' é l o n g a t i o n  

d e s  chaînes d'ADN, d e s  analogues de  n u c l é o t i d e s  : l e s  d idésoxynucléo t ides .  

Ces d e r n i e r s  on t  pour e f f e t ,  a chaque f o i s  q u ' i l s  s o n t  incorporés ,  d ' a r r ê -  

t e r  l a  synthèse .  L ' u t i l i s a t i o n  d'un r appor t  b i en  déterminé dNTP/ddNTP pe r -  

met d ' a r r ê t e r  l a  syn thèse  à t o u s  l e s  s t a d e s  de  l ' é l o n g a t i o n .  Les fragments  

d'ADN obtenus sont  a l o r s  s é p a r é s  s u r  g e l  d lacry lamide  d4naturant  permet tan t  

une r é s o l u t i o n  au n u c l é o t i d e  p r e s .  La séquence e s t  a l o r s  l u e ,  ap rè s  a u t o r a -  

d iog raph ie ,  de  bas en hau t  du g e l .  

B. Matériel méthodes 

1 .  Clonage dans le bacté~io~haqe /L113 

Pour l e  clonage d e  nos molécules drADNc dans l e  bactér iophage M13, 

nous avons f a i t  appel  au  k i t  de  clonage Ml3 commercialis4 par  l a  S o c i 4 t é  

Amersham. 

Les ADNc a séquencer  s o n t  preparés  dans l e s  condi . t ions d e c r i t e s  

p .  A-24. Ils son t  a l o r s  pu r i f i (5 s  pa r  é l ec t rophorèse  s u r  g e l  d 'agarose  ( v o i r  

p .  A-29). Les bandes correspondant  aux ACNc s o n t  découpées e t  l e  m a t é r i e l  

e s t  r6cuperé ap re s  d i s s o l u t i o n  de l ' a y a r o s e  s e l o n  ?a méthode du k i t  "Gene- 

c l ean"  (Bio 101 1 ( v o i r  p. A-28). 

Toutes l e s  ; tapes de  clonage dans l e  bac tér iophage  Ml3 e t  de  prépara-  

,tien des ma t r i ce s  on t  S t4  r é a l i s é e s  s e lon  l e s  i n d i c a t i o n s  fou rn ie s  p a r  l e  

revendeur ( v o i r  p.  A-31 a A-34 e t  p.  A-26). 



-- - 

- 148 - 
2. Détermination de la s&uence d'ADN 

L a  séquence d e s  ADNc a é t é  déterminée en u t i l i s a n t  un k i t  d e  séquen- 

sage ( k i t  "Sequenasel') commercialisé p a r  l a  S o c i é t é  U.Ç.B. Le mode opéra-  

t o i r e  e s t  c e l u i  donné p a r  l e  f o u r n i s s e u r  ( v o i r  p. A-35). 

C .  Résultats : Çésuencaqe du clone C-1 

Le c lone  que nous avons c h o i s i  de  séquencer  en premier l i e u  e s t  l e  

c lone  C - 1 .  Ce c lone  possède 1'ADNc de  l a  p l u s  grande t a i l l e  - parmi l e s  

c lones  i s o l é s  - e t  p ré sen te  l ' avantage  d e  géné re r  - pa r  l a  présence de deux 

s i t e s  Eco R I  i n t e r n e s  - t r o i s  fragments de  100, 860 e t  1100 pb ( v o i r  F ig .  

35, p .  1 4 5 ) .  Ces fragments  peuvent f ac i l emen t  ê t r e  c lonés  a l ' i n t é r i e u r  du 

bactér iophage Ml3 e t  n ' o b l i g e n t  pas  d ' é t a b l i r  préalablement  une ca r tog ra -  

phie  de r e s t r i c t i o n  du c lone  C - 1 .  

Le fragment d e  860 pb, f o u r n i s s a n t  une hybr ida t ion  avec lrADNc de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, a é t é  séquencé in tégra lement .  La séquence de  c e  

fragment e t  sa t r a d u c t i o n  en ac ides  aminés s o n t  p ré sen té s  dans l a  F ig .  36, 

p.  750. La s t r a t é g i e  ayant  permis l a  dé te rmina t ion  de l a  sequence complète 

de ce fragment e s t  donnée dans l a  F ig .  37, p .  151 . 
La mise et1 évidence d'une queue poly A a l ' u n e  des  ex t rén i i t4s  nous a 

rense igné  s u r  l ' o r i e n t a t i o n  du c lone  e t  s u r  l a  p o s i t i o n  du fragment 860 pb 

5 l ' i n t é r i e u r  de  C - 1 .  Les d i f f é r e n t e s  p o s s i b i l i t 4 s  de t r a d u c t i o n  ( t r o i s  

phases de l e c t u r e  du b r i n  sens  e t  du b r i n  complémentaire1 ont  é t 4  ana ly-  

s ées .  La séquence pr4sentée  dans l a  F ig .  3 6 ,  p. 150, possede l e  cadre  d e  

l e c t u r e  ouver t  l e  p l u s  long. 

La t r aduc t ion  en a c i d e s  aminés de  c e t t e  s4quence a 4 t é  confrontée  avec 

l e s  sequences de l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine que nous avons obtenues p a r  

l ' a p p l i c a t i o n  des  méthodes chimiques e t  enzymatiques. La F ig .  38 p re sen tée  



p. 152, rend compte de cette comparaison et de l'alignement de cette 

séquence avec la sequence totale de la lactotransferrine humaine. Comme 

nous pouvons le constater, la séquence peptidique déterminée par le clonage 

est a deux résidus près (résidus 509 et 678 selon la numerotation de la 

lactotransferrine humaine) 100 % homologue avec les séquences de la lacto- 

transf err ii-ie bovine. déterminées chimiquement. Quant a 1 ' hoinologie avec la 

séquence de la lactotransferrine humaine, elle est de l'ordre de 75 %. Ces 

résultats montrent donc sans ambiguïté, que le fragment 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. 

CONCLUSION 

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

nous pouvons tirer les conclusions suivantes : 

- Parmi les tissus qui ont été étudies, trois ont fourni un signal 

d'hybridation en presence d'une sonde dlADNc de la lactotransferrine 

humaine. Il s'agit de la glande sous-maxillaire, du pis et de l'endo- 

m+tre. 

- Deux librairies dlADNc ont été construites 5 partir des ARNm poly A 

isol4s de la glande sous-maxillaire et de llendoriiè.tre. 

- La librairie d'ADNc de la glande sous-maxillaire a ét4 cribl4e a 

l'aide de la sonde dlADNc de la lactotransferrine huctlaine t et ce 

pour la moitié des recombinants). Ce criblage nous a permis d'isoler 

12 clones positifs renfermant des ADNc de tailles variant de 0 , 4  a 2 

kb. 





Eco RI Bal 1 Eco RI 

Bal 1 

-----, : Zones couvertes par la s4quence. 

Fig. 57 : Stratégie de séquençage du fragment 860 ph du c lone  C - 1 .  
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Fig .  j f j  : Alignement des  skquences pep t id iques  p a r t i e l l e s  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine determinees 
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- Le c lone  l e  p l u s  important  en t a i l l e  ( c lone  C - 1 1  a  é t é  séquenc& s u r  

860 pb. La t r a d u c t i o n  en a c i d e s  amines de  c e t t e  séquence n u c l é o t i -  

d ique ,  confrontée  avec nos séquences pep t id iques  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  bovine e t  avec la  séquence de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, a  

permis de  montrer q u ' i l  s ' a g i s s a i t  bien de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

bovine. 

Nous avons donc a t t e i n t  n o t r e  bu t  q u i  é t a i t  d e  c lone r  1' ADNc de  l a  l a c -  

t o t r a n s f e r r i n e  bovine. L 'é tude n ' e s t  cependant pas  termin& p u i s q u r i l  r e s t e  

p l u s  des  2 / 3  d e  l a  molécule a s6quencer.  

Par  a i l l e u r s ,  l a  çequence que nous avons obtenue correspond a c e l l e  de  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s y n t h é t i s S e  p a r  l a  glande sous -max i l l a i r e .  Nous devons 

donc maintenant  a p p o r t e r  l a  preuve que l a  l a c t o t r a n s f  e r r i n e  e s t  l e  p r o d u i t  

de 1 ' a~pres s io i - i  d'il11 ARN messager unique pour que la  sequei-ice que nous 

avons obtenue s o i t  conforme a c e l l e  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  i s o l é e  du l a i t  

de Vache. 



Conclusion Générale 



CONCLUÇIOM G E M E R A L E  

Les conclus ions  que nous pouvons t i r e r  de  n o t r e  t r a v a i l ,  q u i  a 

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

f e r r i n e  de  Vache, peuvent 4 t r e  résumées d e  l a  maniere s u i v a n t e  : 

1 .  L'hydrolyse t r y p s i q u e  ménagée. de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en 

f e r  a permis l ' i s o l e m e n t  de  3 fragments  de  na tu re  g lycopept id ique  

d e  52, 45 e t  30 kDa. La dé termina t ion  d e s  s4quences N-terminales  

d e  ces  fragments e t  l e u r  alignement avec l a  s t r u c t u r e  p r ima i r e  de  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine a montré que l e s  frayments 52 e t  45 

kDa cor respondaien t  a deux formes p l u s  ou moins importantes  du f r a g -  

ment C -  t e rmina l  de  l a  lac- totrai- isferr ine.  Ces d e r n i e r s  s o n t  ai-ialo- 

gues,  respec t ivement ,  aux fragments C-  t r y s i q u e  e t  C-pepsique d e  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, c a r a c t é r i s é s  p a r  LEGRAND et a l .  (1984, 

1387). Quant  au fragment de 30 kDa, il correspond au fragment N- 

t e rmina l  e t  e s t  analogue au fragment N- t ryps ique  d e  l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  humaine. 

2 .  Une seconde hydro lyse  t ryps ique  du fragment N-terminal (30  kDa) 

r e s a t u r é  eii f e r  a coi-idi~it à l l isolemei-it  d 'un  glycopept ide de  20 kDa 

dont  l a  séquence N-terminale s ' a l i g n e  s u r  c e l l e  du g lycopept ide  N-2  

d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, c a r a c t é r i s é e  pa r  LEGRAND et ul. 

(1984).  L 'é tude p a r t i c u l i è r e  d e  ce  fragment a permis de montrer  

qu ' il p o r t a i t  1 ' unique glycanne de  n a t u r e  o l  igomannosidique du 

fragment N-terminal d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine. Par  a i l l e u r s ,  

ce  glycopept ide d e  20 kDa e s t  capable ,  t o u t  comme l e  y lycopept ide  N- 

2 de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine, de  f i x e r  réversiblement  un atome 



de fer par molécule. La présence du glycanne est, de plus, neces- 

saire a la fixation du métal. 

3. L'hydrolyse chimique du fragment C-terminal (45 kDa) par le bromure 

de cyanogène génère deux coupures : une coupure spécifique après un 

r4sidu de méthionine (position 485 selon la numérotation de la lac- 

totransferrine humaine) et une coupure non-spécifique au niveau 

d'une sequence Asp-Pro (positions 510-511). Ces deux coupures ont 

permis d'isoler 3 fragments porteurs chacun d'un glycanne. 

4. 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 nTStait pas identique sur chaque site 

de glycosylation. Ainsi, un premier glycanne, porté par le résidu 

d 'Asn no 467 (selon la numérotation de la lactotrai-isferrine 

humaine) renferme dans un rapport 3:l des structures de type oligo- 

mannosidique et N-acétyllactosaminique, alors que le second et le 

troisième sites de glycosylation, correspondant aux résidus d'Asn 

no  490 et 559 portent, respectivement, des glycannes de types N- 

acétyllactosaminique et oligomannosidique. 

5. La détermination de la séquence N- terminale des d i f  f érents frag- 

ments et peptides que nous avons isol4s, a ét4 a l'origine de la 

connaissance de la séquence de 229 acides amin4s de la chaîne poly- 

peptidique de la lactotransferrine de Vache. 

6. La poursuite de la détermination de la séquence peptidique de la 

lactotransferrine bovine a ét6 réalisée par le clonage et le 

séquençage d 'un ADN compl2mentaire. Lss résul tats que nous avons 

ob.tei-ius sci-it les suivants : 

- Plusieurs tissus ont é t 6  testés pour leur capacité a produire un 

ARN aessager sp4cifique de la lactotransferrine bovine. Deux tis- 

sus ont présentés un siynal d'hybridation positive en presence 



d'une sonde drADNc de la lactotransferrine humaine : il s'agit de 

la glande sous-maxillaire et de 1'endomGtre de Vache soumis a une 

stimulation par les oestrogènes. Deux librairies drADNc ont été 

conçtruites à partir d'ARNm poly A+ isolés de ces tissus. 

- Le criblage de la librairie drADNc de la glande sous-maxillaire a 

fourni 12 clones positifs renfermant des ADNc de tailles variant 

de 0 ,4  à 2 kb. 

- Le séquençage 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 a une séquence de la lactotrans- 

ferrine bovine. La séquence nucléotidique represente une partie 

non codante de 192 nucl&otides, et une partie codante de 606 

nucl4otides correspondant aux 202 acides amines C-terminaux de la 

lactotransferrine bovine. Cette sequence peptidique est conforme 

aux séquences partielles d6terminSes chimiquement et presente une 

homologie de 75 % avec la sequence peptidique de la lactotrans- 

ferrine humaine. 

- En résumé, l'application conjointe des deux methodes utilisSeç 

pour la détermination de la structure primaire de la lactotrans- 

ferrine bovine porte donc, a ce jour, a 338 le nombre d'acides 

amii-iés coi-ii-ius de la molecule - soit environ la moi.tié -. Ces 
résultats ont été récapitules dans la Figure 3 9 ,  p. 157. 

Les travaux que nous avcns réal is6s j usqu ' alors 11 'ont malheureusement 

pas conduit 3 l'ilucidation complète de la structure primaire de la lacto- 

transferrine bovii~e . Toutefois, les rn4thodes d ' içoleniei-i t des di.f f 4rei-its 

fragments que nous posskdons et le clonage d'un ADNc de la lactotransfer- 

rine bovine devrait, dans un avenir proche, permettre de determiner la 

structure primaire entigre de la lactotransferrine de Vache. 
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Fig. 39 : Récapitulatif des séquences peptidiqués déterwinées par clonage CLTB ( 1 1 1  et chimiquement 
[I.TB (211 - Alignement avec la séquence totale de la iactotransferrine humaine CLTH). 
(HETZ-BOUTIGUE et u l . ,  1 9 8 4 ) .  



A p l u s  long terme, il s e r a i t  i n t é r e s s a n t  de poursuivre l ' é t u d e  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache p a r  l a  d S f i n i t i o n  de s a  s t r u c t u r e  tridimension- 

n e l l e .  En e f f e t ,  c e t t e  de rn ie re  s e r a i t  peu t -ê t r e  en mesure d 'expl iquer  pour- 

quoi l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  de Vache semble glycosyl4e s u r  tous s e s  s i t e s  de 

y lycosyla t ion  a l o r s  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine ne possede que 2 gly- 

cannes bien que 4 s i t e s  s o i e n t  p résen t s  s u r  l a  molSçule. Enfin,  l e  clonage 

d'un ADNc codant pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  bovine ouvre l a  por t e  au clonage 

du gène, e t  a l ' é tude  des  mécanismes impliqués dans l a  régula t ion  de son 

expression au niveau des d i f f 4 r e n t s  t i s s u s  renfermant l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  
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- P A R T I E  I - 

P R E P e R A T I O N  E T  E T U D E  D E S  FRAGI*TENTS 

DE LA LACTOTRANSFERRINE eouriw 

1. PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE BOVINE 

La méthode que nous avons utilisée est dérivée de celle décrite par 

CHERON et . Cette technique a été modifiée en 1984 au cours de 
.J -:;y 2. ;.>;; ,*' .?, .$ . . 

h-b,;-.rmFF rS,i.dvTnT TwFai9 m. p., L. notre D.E.A. % ~ c i $ & & + A  7 ,  aq&l;~F;c , . . ,.!g.;--iL: ,&;&,$:t >,,A, $.girp;;$Tt:p:F . ,:& y:,. ? ,y+$,% :,$!. fi 7. 

A. Prg~aration de labactotransferrine saturée fer 

Le lactosérum que nous avons utilisé est un lactosérum obtenu après 

précipitation de la caséine par l'acide chlorhydrique. Ce lactosérum nous a 

été fourni par les fromageries BEL (Vendorne). Le lactosérum est additionné 

de 16 g d'acétate de sodium (pour ajuster la force ionique a celle du gel) 
q y ; = L T !  
i#*& 

et est ahene a' pH 7,5 par OH 1M. La lactotransferrine conte- 

nue dans le lactosérum est alors saturée en fer par addition de 1 ml d'une 

solution de sel ferrique, obtenue en dissolvant 232 mg de chlorure ferrique, 

6 HÎO dans 100 ml drune solution O,1 !Y en citrate de sodium et 0,1 M en 
@#&?; 
:fJ&:.hAy, .... LA 1 

bicarbonate de sodium (pH 8 , 2 )  par 1. de lactosérum (AZARI et BAUGH, 1 9 6 7 ) .  



Le lactosérum est chromatographié par un procédé de "batch absorptionn. 

Un échangeur de cations, le SP-Sephadex (Pharmacial, préalablement gonflé 

dans une solution d'acétate de sodium 0,22 M, 

raison de 50 ml de gel par 1. Le mélange es 

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 la lactotransferrine est obtenue par une nouvelle 

chromatographie d'échange d'ions. Le même support (SP-Sephadex équilibré 

dans de l'acétate de sodium 0,22 Ml est utilisé mais la chromatographie 

est réalisée sur une colonne (10 x 30 cm). Lrélution 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 Ml. La lactotransferrine est éluée a partir de 0.5 M. Les frac- 

tions contenant la lactotransferrine sont dialysées 2 jours contre de l'eau 
" 1 6  . . -- < 

.tu'$!+*':J,,t. f ' , . . ' ' " * .  ,, 
8 % -  . - - +;:: 1 " j:$;,, 

puir4~lyophll'isées. 
i Pte .r. ;; ?$,W 
La lactotraiisf errine est, à ce stade, électrophorétiquemeiit et irnrnurp~d$~& 

électrophorétiquement pure. 

Le rendement pondéral varie de 20 à 80 mg/l de lactosérum. 

L1apolactotransferrine (lactotransferrine sans fer) peut être obtenue 



à partir de la lactotransferrine native ou saturee 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 Ml phosphate de sodium 0.2 Ml EDTA 0,04 H, pH 

4,O à une concentration maximale de 0,5 % (p:v). La solution est laissée 

une nuit à température ambiante, dialysée 2 jours contre de l'eau (a + 4OC) 

puis lyophilisée. 

11. PREPARATION m F R A G H E N T S  TRYPSIQUES DE LA LACTûTRANSFERRINEBOVINE 

A. Préparation be,S framents x- et C- teminaux 

Le protocole que nous avons utilisé est dérivé de celui mis au point 

en 1984 par LEGRAND et ul. 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-HG1 0.1 M (pH 8 , 2 ) ,  acétate de calcium 0,025 M. 20 mg de 

trypsine (Sigma) sont ajoutés au milieu avant incubation à 37OC pendant 4 h. 

L1hydrolysat est alors chromatographié pour séparer les fragments géndrés. 

Deux types de chromatographies sont utilisés : 

1. Une chromatographie en conditions non dissociantes sur une colonne 

(10 x 150 cm) de Sephadex 6-75 fine (Pharmacial équilibrée dans une 

solution de bicarbonate d'ammonium 0,05 M. Dails ce cas l'hydrolysat 

est déposé tel quel sur la colonne et le d&veloppement de la chroma- 

tographie s'effectue a 40 ml/h. 

2. Une chromatographie en conditions dissociantes sur une colonne (10 

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



phie, est d'abord ajusté à 10 p 100 en acide acétique. Le débit de 

ii : .-, '. : 

,q$;~~.~,.> la colonne est également de 40 ml/h. Dans ce cas, les fragments 
a: ,,.\A. p. ; 
, , ,,, . 

hi..d.:,!; .:: sont obtenus sous forme apo (sans fer). Si la resaturation en fer 
>.,.. > .,.~, ,:;.., :: " .-. 

des fragments est souhaitée, la fraction contenant le fragment à 

resaturer est dialysée une nuit contre de l'eau puis ajustée à pH 

8.2 par une solution de bicarbonate de sodium à 1 M. La resatura- 

tion est obtenue en ajoutant une quantité adéquate de la solution 

dr AZARI et BAUGH (1967). 

B. Préparation qlucove~tide N A  

La méthode que nous avons utilisée dérive de celle décrite par LEGRAND 

et ul. (19841. 

Le fragment N-terminal (fraction III) resaturé comme il est décrit ci- 

dessus est concentre à 2 p 100 (p:v) sur une cellule à concentration sous 

pression Amicon (membranes Diaflo). Il est ensuite soumis à une nouvelle 

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

3 h à 37°C.L1hydrolysat est ensuite directement chromatographie 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 

inf4rieur à 5 ml. 

III. HYDROLYSE FRAG?ENT C-TERHINAL PAR LE BROllURE DE CYANOGENE 

A. Réduction & alkvlation 

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



réduire les ponts disulfures par un agent réducteur et de bloquer les 

fonctions thiols libérées par un réactif alkylant, tels que le dithio. 

thréitol IDTT) et l'iodoacétamide. Le protocole de réduction et dlalkyla. 

tion est le suivant : 

La protéine (ou le polypeptide) est dissoute (à  5 p 100) dans un 

tampon Tris-HC1 (pH 8,2), urée 8 M, EDTA 0.03 M. Le DTT est ajouté à raison 

de 100 exces molaire. La solution est laissée sous azote pendant 15 min., 

puis incubée 16 h B température ambiante à l'obscurité. L'alkylation est 

obtenue par addition de l'iodoacétamide recristallisé qui est ajouté grain 

par grain à la solution. Le pH de cette dernière est ajusté tau cours de 

l'alkylation) à 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) équilibrée 

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

B. Hvdroluse par le bromure decvanocrène 

L'hydrolyse du fragment C-terminal réduit et alkylé a été effectuée l 
selon GROSS et WITKOP ( 1 961 1 . 

Le fragment réduit et alkylé est dissous dans une solution d'acide 

formique à 70 p 100. Le bromure de cyanogène (BrCN) est ajouté à la 

solution à raison de 200 excès molaire. Le mélange est laissé 48 h. a 

température ambiante sous agitation douce. A la fin de la réaction, 10 

volumes d'eau refroidie à +4*C sont ajoutés au mélange. L'excès de BrCN 

n'ayant pas réagi est éliminé à l'évaporateur rotatif et les fragments BrCN 

sont lyophilisés, repris par une solution d'acide acétique a 10 p 100, puis 

chromatographiés sur une colonne de Bio-Gel P-60 ( 2 , 5  x 150 cm) équilibrée 

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



~a détermination des sites de glycosylation et de la nature des gly- 

cannes présents sur ces sites nécessite la préparation de glycopeptidesr: -3.e 

:leg>+:+$$ 

Ces préparations ont été effectuées à partir de fragments BrCN. Ces frag- 
~ ~ ~ p d , ~ : i p ~ ~ +  - j J~$!~~Y+$L~ 
JW { -#\% 9: t ments, qui sont déjà réduits et alkyles; peuven'c être hydrolysés complete- 

ment par la trypsine. Les fractions glycopeptidiqes s 
> J 4%%~s*w 'k$Te"j die. " i?f - i & b s b f  ' 79 ' '' < A  , y?L>qfi@ 
<=j?&&t$k &f &, , $ -. 5 : 7-3 q,$:%gi,y$: ;>;!%;:5$-.Y;2x + 

chromatographie sur colonne de$'"~~>ncanavaline-A Sepharose. 
.&c 

::!."*%.>.&;~'**.,k'2.f.j>r; ,,,...+,., , - .,;tz .+ . .  ;!-. ,.>$,Y:.! -'?ij!.$>$,,,, 
a.?.%-'-'%: .:-:;.. 

* ,, 
.y, .. 'r: - ..L I .,:**p. . . --*;l:F~,"$:"i~;.?.,";+:l: P 

@y$;c; 
y%fi,-dy!:;;r : .?~x$~,,s.J.z;z,b y. !*!'$?-2 .At 

, Y O yse trwsiuue totale 

Le fragment BrCN est dissous à 1 % tp:v) dans un tampon Guanidine-HC1 
< r 

il* ,= 
0,l M (pH 8,2), CaC1, 0,025 M. La trypsine esc ajoutée dans un rapport 1:50 

(p:p) et l'hydrolyse est réa agitation douce pendant 24 h. 

La trypsine est ensuite dé fage à +70°C pendant 10 min et% -.. 'i 

lrhydrolysat est chromatographié sur une colonne de Bio-Gel P-6 ( 2  x 50 cm) 

afin d'éliminer les fragments incomplètement digérés. 

Cette chromatographie permet également de changer de tampon et de-,,; .... 
&fLG&i 

récupérer les peptides et glycopeptides dans un tampon Con-A (voir ci- 
/ '_ I T  . - * '"- 

'.. T ,5>% ha? dessous) permettant le passage direct sur colonne de concanaval'lne-A immo- 
$ ,", + M.... *,.d>-''s ..:Y' =+ k , -  , " #  ',, .-- , - ,,p . - - A - , . &  ' -. fi .,,i. - 1 - ,  

I i J  
. ;-+p. vg. 1' 'Y-X \1-4,", 3;Jt.g 

bilisee .':-:: v , J ' ~ b + , ~ + j - , ~ . , ~  ~ ~ , + , ~ ~  - L4z,j;h r;- !j ! , , - C s ;  t ! 3,- ,.lq 4: , <:9 2 -A C L Y  l . + , - t  3, #, x i A + c . - ~ s  ,+ -, -g, 

Le fractionnement des glycopeptides a été réalisé sur colonne (1x5 cm) 

de concanavaline-A Sepharo équilibrée dans le tampon : 4?.iKf+=gq 
;. ;t...;pX$ 

r , + 2  a.- 

acétate de sodium 0,005 M, 0,001 M, CaC12 0,001 M, NaCl 



0.1 M, pH 4 selon le protocole décrit par KRUSIUS et al. 1976). L'élu- 

'+ i , -~ac est obtenue par le même tampott r-'s contenant des 

molarités croissantes en a-D-méthylglucoside ta-D-CH,Glc Ainsi une mola- 

rité de 0,02 M en a-D-CH3Glc permet lr41ution de glycopeptides portant des 

glycannes de type N-acétyllactosaminique. Une molarité de 0,2 M en a-D- 

CH3Glc permet dréluer des glycopeptides portant des glycannes de type oligo- 

mannosidique. Les fractions Con-A obtenues sont concentrées lrévaporateur 

rotatif. L'a-D-CH,Glc est éliminé par chromatographie sur colonne de Bio- 

Gel P-2 (1,5 x 30 cm) équilibrée dans l'eau. Le développement de la chroma- 

tographie est suivi par repérage des glycopeptides à lrorcinol sulfurique 

(solution drorcinol à 0,2 X dans HaSOI 20 XI après dépôt de fractions ali- 

sont lyophilis6es. 

V. ETUDE DU GLYCOPEPTIDE N-2 

.. A. Etude de la partie crlvcannisue 

& 

. 4 

1.  ~écrl~cosvf ation 

La déglycosylation du fragment de 20 kDa (glycopeptide N-2) a été 

effectuée par lrendo-N-acétylglucosaminidase H isolée de Streptomyces 

griseus selon TARENTINO et MALEY ( 1 974 1 . Cette enzyme hydrolyse spécifique- 
ment les N-glycannes de type olfgomannosidiqu$ entre les deux résidus de N- 

7 7 ' < acétylglucosamine du point d'attache,, 

1 mg de glycopeptide est hydrolysé par 20 mU d'enzyme (AS = 30 U/mg) 

mpon phosphate 0 , 2  M/citrate 0,l M pH 5,5 pendant 24 h a 

L-ft-a+-e", <,FI, 4 -, -=4;---.; 
l 

.,s. .,:r - &-..aF-ki.y,n,.+r.,wc IF., cmk-..{,+x~ ,f5-,pjr{y-z~~yq,* 
>* . 2 ,  . * :&**;;+, Lj7,-,2p- 7 v p 7 w + , , $ ,  ;,.y >-z " 

Q <,?;;,..J$"+$= ,a.. / !,;.4h-. 12, ?+<jt;-.L\ .T~?~~$>@;~I>T 



La séparation des oligosaccharides libérés par hydrolvse enzymatique a - - 
? - 
.# ?se- , -Ls:- *;. 

été obtenue par ch'i%m8to&%phie sur couche mince selon la méthode décrite 

par PAL0 et SAVOLEINEN (19721. 

Les oligosaccharides en solution sont déposés à la micropipette sur 

une plaque de Silicagel 6-60 (MECRK).  Quatre migrations successives sont 

réalisées en cuve contenant le solvant : N-butanol / acide acétique / eau 

2:1:, V V .  Les oligosaccharides sont révélés par le réactif à lTorcinol 

sulfurique. Leur migration est comparée à celle dToligosaccharides manno- 

sidiques témoins. 

B. Etude de la fixation &fer 

1 .  Stabilité & comlexe qlvcom?ptide =-Fe* en fonction &H 

Le glycopeptide N-2 est réparti, à une concentration finale de 1 mg/ml, 

dans 12 tubes contenant des solutions tampon HEPES 0.1 M NaHCO, 0,005 M de 

pH 7,8 à 6.6 et de tampon MES 0,1 M, NaHCO, 0,005 M de pH 6,4 a 5,6. L'ab- \ 

sorbance des solutions est lue à 415 nm, pour chaque tube, après une nuit 

d'incubation à température ambiante. 

2. Réversibilité de la fixation du fer LW le qlvcomtide IY-2 
. 

Le glycopeptide N-2 est dissous à une concentration de 1 mg/ml dans un ~ 
tampon MES 0.1 M, N~H& 0,005 M pH 5,5 et laissé 2 h. a température 

ambiante. Apr4s vérification de la désaturation en fer du glycopeptide N-2 

par mesure de lrabsorbance à 415 nm (densité optique nulle), le pH de la 

solution est remonté à 7.8 par addition d'une solution de NaOH 0,5 H. Une 



nouvelle mesure de lTabsorbance à 415 nm rend compte du taux de resatura- 

t ion. 

3. Influence dg& présence & qlvccuine sur JQ ~gturotion en f e ~  

Le glycopeptide N-2, désaturé comme il est décrit ci-dessus, est chro- 

matographié sur une colonne de Sephadex 6-25 (PD 10) (Pharmacial - pour 

gliminer le fer libre - équilibr6e en tampon HEPES 0,1 M, NaHC03 0,005 M l  

pH 7,5. Le glycopeptide N-2 est ensuite resaturé en fer par addition de la 

quantité de fer appropriée (dont 10 t sous forme radiomarquée s9Fe3'). 

L'excès de fer non fixé est 4liminé par une nouvelle chromatographie sur PD- 

10 et le taux de saturation est déterminé par mesure de l'absorbante à 415 

nm et par comptage de la radioactivité fixée. Le glycopeptide est ensuite 

soumis à une déglycosylation dans les conditions décrites ci-dessus (p. A- 

7). Le fer libéré lors de la déglycosylation est Sliminé par chromatogra- 

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

VI. TECHNIQUES D'ANALYSE ET DE DOSAGE 

Lr41ectrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS est réali- 

sée d'après la méthode de DAVIS (1964). L'appareillage utilisé est commer- 

cialisé par la SociBté Biorad. 

Le gel inférieur est constitué dTun gel de réticulation variable (de 

7, 5 à 15 % selon la résolution attendue) ou en gradient (de 5 a 20 % ) .  Le 



gel supérieur est un gel réticulé à 5 % dlacrylamide. L'électrophorèse es@: -,: : '  
% ' 

réalisée dans un tampon Tris 0,025 M. Glycine 0.18 H, SDS 1 % (p:vl pH 8.6 

à raison de 8 V/cm pendant 4 h. L'échantillon est dissous dans un tampon 

avec ou sans 2-mercaptoéthanol, 

I I  

2, ~4term'iatioh & s&uence N- terminale g& f r w n t s  

2 - 

La détermination de la séquence N-terminale des fragments protéiques a 

été réalisée au Laboratoire de Chimie des Biomolécules de l'Institut Pas- 

teur de Lille (Directeur : Pr. A. TARTAR). 

. La dégradation récurrente dTEDMAN est e~rectuee sur un microséquen- 

ceur phase gaz 470 A couplé à un appareil de H.P.L.C. 120 A de chez Applied 

Biosystemç. 

B. Technimes dedosaqe 

2 -  Dosaqe & protéines 
-- 

Les concentrations des protéines en solution ont été déterminées par 

Ta méthode de LOWRY et al. (1951) ou, dans le cas de la lactotransferrine 

. seule apo ou saturée en fer, d'après son absorbance à 280 nm soit : 
. , 

E = 11.2 pour l'apotransferrine et E = 14,6 pour la lactotransfer- 

rine diferrique (CHERON, 1975). 

2 .  Dosme du fer 

Après rupture de la liaison fer/lactotrançferrine par l'acide chlorhy- 

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

libéré est réduit en ion ferreux par l'acide thioglycolique. L'ion ferreux 



forme avec la bathophénanthroline disulfonde un complexe rose dont l'inten- 

sité de coloration est proportionnelle à la concentration en fer. Ces solu- 

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

3 .  Commsition molaire ggmonosaccharides 

La composition molaire en monosaccharides a été déterminée par chroma- 

tographie en phase gazeuse après méthanolyse et triméthylsilylation selon 

la méthode décrite par KAMERLING et al. (1975). Cette technique permet de 

doser des quantités de l'ordre de 1 à 5 pg de monosaccharides. 

Aux échantillons à doser est ajouté 1 g de mésoinositol (témoins inter- 

nes) en solution à 1 pg/ml. Après lyophilisation , la méthanolyse est réali- 

sée par 250 yg de CH,OH/HCl 0,5 M pendant 24 h. à +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 d'anhydride 

acétique. Après une nuit à température ambiante et à l'obscurité, le tube 

est centrifugé. Le surnageant, introduit dans une pipette Pasteur scellée a 

une extrémité, est délipidé 3 fois par 200 pl d'heptane puis évaporé sous 

azote. Le résidu sec est repris par 25 pl de pyridine et 25 pl de B.S.T.F.A. 

(Bis Silyl Trifluoro Acétamide). Après 3 h. de réaction à température 

ambiante, les monosaccharides sont analysés en chromatographie phase 

gazeuse sur colonne capillaire (0.2 mm x 25 ml remplie de silicone OV 201 

La température est programmée de +120°C à +240°C à raison de +Z0C/mn. Le 

débit du gaz vecteur ( ~ e j  est de 1 ml/mn, la pression d'entrée 4tant de 0,6 



- P A R '  t E  ,, 

CLONRGE DE L A  L A C T O T R A N S F E R R I N E  B O V I N E  

m&Zx- ;OUCHES B A C T ~ I E ~ S  JZ HILIEUX DE CULTURE 
-;e . UTILISES 

$&$$^',% w d  u- ,w ,  :aractéristiques &?a souches utilisées 

'\' ,.;h'-* .-$ 
p..b .,. h W  es principales ?'aractéristlques et conditigns dl utilisation des 

P~C$:.i .?::. .' , .*, - .. >< - = , ,K., -:.>rb 1.. :. ,,%....r + .:.. . p ., -. -2 . . 
+'::w-. &--&;,$pic;4;; y . ,.- , , , 

fl;w+,.w.:q : &  .,, ,,-.ika,,-, , $+/&.:~ c;$g.;@&+;tr;&.&;, ;: A *, -,,,. r :,.: i ~~ ; . #@8~~$&- ;$~33yf  ; . , ~ ~ , , ; . ~ ~ : ~ , ~ : z -  ;, - .,,., .'r>%.;+il- 
. ' 4 ;& 7% ,b.., , 

rr:$c~~':oucnes w~r-, :. bactëriennel~;~~~,~~$assemb~ees dans le tableau XII1 p. 24-13 
,, <J<r-Ty*,G2 ,&ct&F..;:s b$&;;3A;$;!::: ,cviNf;:+tt2:(F; A .  . . .? KG.*-. +? r.,s,k,?&,; . . - . !  ';:,, C;~~~;~~~@y~;~g.~~~::,~:~~~~Ff$::~~f.;yp~~~**f ,>-. , ? . , , . . 1 &A :,,:<, -.< .,A.> .,, siY.-~: <,>%&kd~.i;*:~z ,TL 

B. Cow>osition des milieux de culture 

Bactotryptone 10 g 
.$' , l ,  ,.c?.'-R,J- 

y-= =, * -:*j:$ ,;& $ h $  
Extrait de levure 5 g 

. pr4-cul&re et cultures 
$$&? 

des différentes soucnes 

pli$$$ , Bactotryptone 

Extrait de levure 10 g 

NaC 1 5 5J 

zulture de la bactérie JM 105 
- " ' .W. "$&,a 3{~-$+$g* * "'" 

$-&$ni F , .  
pour i rotxention dù~bacterio. 





minimum (boîtes) nilieu lE2 (10 x) 

Agarose 15 g Naz HP04 60 g 

.. . .. 
P. 

8 ,  

.; . , Ha0 900 ml KHz PO4 
. I . .  . _ _ 30 g 

M9 (10 x) 100 ml NH4 Cl 10 g 

Mg S04 1 M 1 ml NaCl 5 g 

CaC1, 0,l M 1 ml . constitution du milieu 
Thiamine HC1 1 M 1 ml minimum 

20 % Glucose 10 ml 

. Sélection des souches 
wmâlesm de JH 101 et 

JM 105 

l ? L u & H B K  nilieu (Boîtes) 

Bactotryptone 10 g Bactoagar (ou agarose) 12 g 

Extrait de levure 5 g LAM 1 1  

NaCl 2,5 g 

Mg SO4 2,32 g nilieu r$K (G4lose molle) 

NaOH 5 M 0,6 ml Bactoagar (ou agarose) 7 g 

H2O qsq 1000 ml LAM 1 1  

PH 7,5 . Culture et amplification du 
. Culture du bactériophage A bactériophage sur bofte 

sur E. coli C 600 hfl. (lragarose est utilisé pour 

les préparations drADN de A). 

H!uhQ ?2 Hilieu H (gélose molle) 

Bactotryptone 10 g Bactotryptone 10 g 

NaCl 8 5J NaC 1 8 g 

Bac toagar 12 g Bac toagar 8 g 

. Culture sur boîte du bactériophage M13. 



11. COèiPOSITION SOLUTIONS ET TAHPONS CO- U T I L I S E S  

Nous avons, pour plus de commmodité, rassemblé les principales solu- 

tions et tampons utilisés couramment. Ces solutions seront rappelées dans 

le texte par la présence d'un astérisque ( " 1 .  Les solutions n'a~paraissant . . 

correspondant. 

. 
Tris-borate 0,089 M 

Acide borique 0,089 M 

EDTA 0,002 M 

PH 7.0 

NaC 1 3 M 

Citrate de sodium (Na), 0,3 M 

' - pifi* 7 0 

3 U I L  

Acide borique 0,05 M 

Borate de sodium 0,005 M 

Sulfate de sodium 0,01 M 

EDTA 0,001 M 

TeE 

Tris-acétate 0.04 M 

EDTA 0,001 M 

PH 890 

Polyvinylpyrrolidone (PVP) 5 g 

Serum albumine bovine (SAB) 5 g 
- 



. Taamon fa- T a r n w n m  

Tris-HC1 (pH 7,5) 0,001 M NaCl 0.05 M 

M N  1, 0.01 M Tris-HC1 (pH 7 , 5 )  0,01 M 

Dithiothréitol (DTT) 

Tam~on fort 

NaC 1 0,1 M 

Tris-HC1 (pH 7,5) 0,01 M 

III. TECHNIQUES D'ISOLEHENT ET DE PURIFICATION 

, ,. .. ., 
: ., 

.',. - , , .. 
. . .  !- .'4. Préparation. &s AI@!. cellulaires .., . 

i ï'. ' ' 
WZWL (WIATIS et al., 1982) 

::: ..<.>.+?f& %:y&, 
. $q$$*$>;~;$;~m$r~F.'$f.<p,py;r*f~l. ~g+#g~.@p~*%;!~&-;*~p-,~.;7+$~!;j~~~~~r$ ~ ~ y 4  

, : , , , , . , ,  ;: : : ; , .,,.,,,, . , 7,:.1 4.. ( - 8  , .. . %-*:.A, ;;! ,.?. ?(>: 

Tampon d'extraction 

Isothiocyanate de guanidine 4 M 

Citrate de sodium (pH 7,O) 0,005 M 

Le t i s s u ~ ~ $ u  les cellules - est mis en suspension dans 5 volumes de 
d 

&W.-tampon et homogénéisé au Polytron dans un becher sur de la glace (pour 
$3 4yii$" g 

$%@&: -"witer l'échauffement) 1 de chlorure de césium est ajouté pour 2.5 ml 
,:.??y >n w 

; . *'P# ..' ' .-Al.*-?' - , r;. .t'fi ,' $q?;<w4y<vq,.:q><7{?F . <&&.< !? . W):c9\y: ,* ,y<-,?5-.<, si. . , . z  ~%.*.L.F. * , P*' wg,, ,* >,%;W.. & 4 -  . , ;>. J: L,. ,l, ! .,,,, -.*'.&y$,?;,! ,>),;:; ,&:(& 7;2.,:, ,. ,,z.; >*:, ,+'%:& :!!&b&, , !! .:>+-&~!h;,.;$;;: :< ~:.;{<.;~,;,p;&;.$~ Li p...y 
.;.+try% i.lThomog&n~t7''et '‘'>S. agi.:'.!-:'" .a '  ,'$ a' ; ~ ~ 7 c ~ y b e c  

-2 -:t A-- ' '< 
ivn .,922 , .L: ,. .tion jusqu'à COI:. >,.. , ,.:..+te . dissolution. Lreiisemble 



est ensuite déposé sur un coussin de 1,2 ml de CeCl 5.7 M dans du 0,1 M 

EDTA (pH 7,5), dans un tube Beckman pour rotor SU 50-1. Les tubes sont cen- 

trifugés 12 h à 35000 tr/mn à +20°C. Dans ces conditions 1'ARN précipite 

et est retrouvé au fond du tube. Le SUL-nageant est eAimine ec les 1 sont 

séchés sous vide. 

Les ARN sont repris par un tampon Tris-HC1 10 mH (pH 7,4), 5 mM EDTA, 

1 % SDS et soumis 5 extractions : 1 extraction par 1 volume de phénol 

saturé en Tris-HC1 10 mM pH 8 ; 2 extractions par un volume de mélange 

tv:v) de phénol/chloroforme ; 2 extractions par de l'éther méthylique 

saturé en eau. La phase aqueuse est ajustée à 0,3 M en acétate de sodium 
4 ,Lya&.*f-$ 5 

; -- -J .- .fi 
.% \b ik'bil <5 

par un ajout d'acétate de sodium 3 M puis précipitée par 2,5 v o ~ ~ è s  

d'éthanol absolu à -20°C. La précipitation des ARN est obtenue après 2 h à - 
80°C ou une nuit à -20°C. 

Les ARN précipités sont récupér4s par une centrifugation en tubes 

Corex à 15000 g, à +4OC pendant 20 min., puis sechés sous vide. Les ARN 

sont enfin repris par le tampon de fixation sur colonne droligo CdT) 

cellulose. La quantité drARN obtenus est estimée par une mesure de 

. lrabsorbance B 260 nm. La qualité de la purification est di' '.née par 

mesure du rapport des densités optiques a 260 nm et 280 nm 

B. Purification des AaNm P O ~ Y  A + (AVIV et LEDER, 1972) 

Tampon dq fixatio~ Tamwn drélution 

Tris-HC1 0,01 M (pH 8,OI Tris-HC1 0,01 M (pH 8,0) 

NaCl 0,5 M SDS 0-05 % (p:v) 

SDS 



500 mg d'oligo (dT) cellulose (Sochibol mis a gonfler dans le tampon 

drélution permettent de préparer une colonne de 3 ml sur laquelle pourront 

?tre purifiés 10 mg dlARN totaux. 

Les ARN totaux repris dans l'eau sont amenés à une concentration de 2 

mg/ml. Ils sont alors dénaturés pendant 5 min. à 65°C puis rapidement mélan- 

gés à un volume égal de tampon de fixation deux fois concentré. Les ARN 

sont déposés sur la colonne d'oligo CdT) équilibrée dans le tampon de fixa- 

tion. La fixation sur la colonne s'effectue en 2 étapes, le premier éluat 

étant recyclé. Apres lavage de la colonne par 10 volumes de tampon de fixa- 

tion, les ARN sont élues par 3 volumes de tampon d'élution. L1éluat est 

ajuste à 0,5 M en NaCl et recyclé sur la colonne. La seconde chromatogra- 

phie est menée comme la première. L'éluat final est amené a 0,3 M en acé- 

tate de sodium et précipite par 2,5 volumes d'éthanol. 

I V .  W Q U A G E  DES SONDES 

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

utilisant des précurseurs radioactifs. Les précurseurs radioactifs ont été 

achetés auprès de la Société Amersham. Il s'agit de l'a-32P dCTP pour les 

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

A. Harsuaqe des fracmients ' A D N  double brin 

Les fragments d'ADN double brin (sondes ADNc en particulier) ont été 

marqués au 32P par la méthode du déplacement de brèche ("Nick-transla- 

tionw1 (MANIATIS et al., 1982). 

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

final de 30 pl, en tampon Tris-HG1 50 mM pH 7 , 2 ,  MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, 



sérum albumine bovine (SAB) 100 pglml, en presence de dGTP, dATP, dTTP à 1 

mM, de 30 pCi d'a-s2P dCTP (3000Ci/mmolel, de 5 U de DNA polymérase 1 

(Appligènel et de 10 pg de DNase 1 (Calbiochem). Le mélange réactionnel est 

incubé pendant 5 min. à 37OC pour favoriser l'activité de la DNase 1 puis 

pendant 3 h. à 15OC. L'ADN radiomarqué est ensuite séparé de lra-32P dCTP 

non incorporé par une chromatographie sur colonne de 1 ml de Sephadex 6-50 

(Pharmacial équilibrée dans du TEc*'. Les activités spécifiques obtenues 

sont de l'ordre de IOe cpm/pg. La sonde marquée est conservée à -2O0C 

jusqufà l'utilisation. Elle est dénaturée à +lOO°C pendant 2 min. puis 

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

B. Harcniaqe des sondes oliuonucléotidisues 

Les sondes oligonucl4otidiques sont marquées au -32P à leurs extré- 

mitk 5'-OH par la polynucléotide kinase du phage T4 (MANIATIS et al, 1982). 

1 ug dloligonucléotide est incubé dans 50 u1 de tampon Tris-HC1 50 mM 

pH 7,6, HqCl? ,100 mM, DTT 5 mM, spermidine 0,1 mM, EDTA 0.1 M en présence 
9.2 ,<;- . 5 -< 
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de 100 'pCi drATP Y -32P (3000 Ci/mmole) et de 5 U de polynucléotide kinase 

de T4 (Appligène) pendant 30 min. à +37OC. La réaction est arrêtée par 

l'addition dlEDTA à 20 mM final. L'oligonucléotide marqué est extrait par 1 

volume de phénol, 1 volume de mélange (v:vl de phénol/chloroforme puis 1 

volume de chloroforme. La concentration en acétate d'ammonium est ajustée à 

2,5 M et l'oligonucléotide est précipité par 3 volumes d'éthanol en pré- 

sence de 5 pg d7ARNt entraîneur. 

V. CONSTRUCTION DES LIBRAIRIES D'ADN COHPLEHENTAIRES 

A. Smthèse des ADNc double brin 



Le synt;hQse s mlécules dVAIIN double brin a id rBa19~6e e: itili- 

sant le kit ae synthese d'nu~c corner--'-"' par le Société Amersham qui 

fait appel à la technique décrite par GUBLER et HOFFMAN(1983). 

Les synthèses ont été effectuées à partir de 5 ug de nos préparations 

dr8RNm poly ,8?-...Le premier brin d'ADN complémentaire est obtenu par l'ac- 
,!.i". $ 
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tion de la transcriptase réverse isolde du Virus du Myéloblastome Aviaire 

(AMV). LrADNc est ensuite rendu double brin par l'action conjointe de la 

RNase H et de l'ADN polymérase 1. Enfin les extrémités des ADNc double brin &$$:y y? 

sont rendues franches par une étape supplémentaire faisant inter"enieLl1ADN 

polymérase isolée du bactériophage T4. 

La quantité drADNc néosynihétisée et le rendement de la rétrotrans- 

cription sont estimés par comptage de la radioactivité incorporée sou 

forme d'un dESIP marqué en a par le '"P. La taille des ADNc est contrôlé< 

B. tféthvlation des s i t e s  Eçnu internes et; Jiqation $ep adaptateurs 

'Fg$py! 
Les ADNc précipités sont repris 'par 15 pl d'eau et le mélange.! ..,$d 

r. ' : 
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ADNc 

10 x Méthylase 

S-adénosyl méthionine (SAM) 2 g1 Tris-WC1 pH 8,0 1 M 

Eco RI méthylase 

L'ensemble est incubé à 37OC pendant 30 min., extrait par un mélange l 



1 pg dradaptateur Eco RI est ajouté la phase aqueuse contenar i 

ADNc et ~'er---'-'* * 5 ~  précipité par 4 vulumes d'éthanul apres ajustement 

de la concer tation m acétate d'ammonium a 2,5 M final. La précipitation 

est e£fectuée 1 h. à - 70°C. 

ADNc méthylés 

Tamwn lisase U 

Tris-HC1 pH 7,6 0,25 M 

MgC 1 z<.Ty ,<a:!!. 
, : : l ~  - & 

0,05 M 
sr:. ';5:;& 

0,05 M 

Dithiothréitol 0,05 M 

La ligation esty::!ypite pendant 16 h. à + 15OC. 
,.>A' $ :, 

Le ligat précédemment obtenu est amené à 88 j.11 par addition d7H,0 et 

l'action de la ligase est inhibée par chauffage a 65OC pendant 10 min.. 10 

~1 de tampon moyen* 10 x sont alors ajoutés ainsi que 1 pl d'Eco RI (100 

U/ul). Le mélange reactionnel est incube à 37OC pendant 2 h 30 min. Un nou- 

vel ajout de 1 pl d'Eco RI (100 U/p1) est réalise et l'incubation est de 

nouveau conduite 2 h 30 min. Zi 37OC. La réaction est arrêtée par lradditiorrm 
f&&& 

de 2 pl drEDTA 0,5 M et de 12 pl de SDS à 10 %. 



- " 

L'élimination des monomères d'adaptateurs libérés lors de l'hydrolyse 

par Eco RI est obtenue par chromatographie de tamisage moléculaire. Les 

ADNc, dénaturés 10 min. B 65OC, sont déposés sur une colonne de 2 ml de Bio- 

Gel A-50 m (Biorad) équilibrée dans du Tris-HC1 0,05 W ,  LiCl 0,4 M. Le déve- 

loppement de la chromatographie est suivi par repérage à l'ictomètre de la 

radioactivité éluée. Les fractions retenues sont précipitées à 1 'éthanol en 

présence de bras de Xgt 10 Eco RI déphosphorylés (Promega Biotech) à rai- 

son de 1 pg pour 100 ng d ' ADNc. 

D. Clonacre dans le bactériovhaue Lqt 10 

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

les conditions suivantes : 

ADNc + bras de X 7 pl 

Tampon ligase 5 x 2 ci1 

ADN ligase du phage T4 1 pl (1 U/p1) 

Le mélange réactionnel est incubé 16 h. à + 15OC. 

Après ligation, les ADN de phages recombinés sont empaquetés in vitro 

par des extraits "Gigapack goldw (Stratagene) selon les indications du four- 

nisseur. La détermination du titre des librairies est effectuée par trans- 

fection de la souche hôte drE. coli C600 hfl dans les mêmes conditions que 

pour le criblage (voir paragraphe suivant). 
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k i  k;jil,esi;ii. Une culture d'une nuit de la bactérie indicatrice C600 hfl est réali- 
i* 

<?%,?$*!z 
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~ é e  en inoculant 20 ml de milieu LB" contenant 0,2 % (p:v) de maltose par 

une colonie bactérienne prélevée à l'ose. Après la culture, réalisée sous 

agitation vive à 37OC, les bactéries sont récupérées par centrifugation à 

3000 tr/mn pendant 10 min. et reprises par 10 ml de MgCla 10 mM. Conservées 

à +4OC, les bactéries sont utilisables pendant 5 jours. 

2. Transfection 

100 pl drune dilution de la librairie Agt 10 sont mis en présence de 

100 ~1 (ou 300 1 de bactéries compétentes (selon que l'étalement soit 

réalisé sur boîtes de Pétri de 9 cm ou de 14 cm de diamètre). L'adsorption 

des phages est réalisée à température ambiante pendant 25 min. 3,5 ml (ou 

7 ml) de gélose LAM" molle sont versés sur le mélange phages-bactéries. 

Après homogénéisation du tube par retournement, le contenu est versé direc- 
3 "3 p n, 

tement sur une boîte de Pétri ( 0  9 ou 14 cm) contenant du milieu géloÇe . 

LAM' préchauffé à 37OC. Après solidification de la gélose molle,,la boîte 
d I - 

Z r  Y . . - ,-, e , 2  - ; , s :, :&*L:# . Y: $ ? ~ , : ~ ~ + - . : ~ ~ + * t ~ ~  

est incubée la nuit à 37OC. En général, les grbides boltes ( 0  14 cm) sont 

utilisées lors du premier criblage et peuvent recevoir de l'ordre de IO4 g;lgy3 
2. "L+IC w- 

phages par boîte. Les petites boîtes ( 0  9 cm) peuvent recevoir jusqu'à IO5 



Après une culture de 18 h., les boîtes de Pétri sont recouvertes d'une 

membrane de nitrocellulose du diamètre approprié. Apres un contact de 30 

secondes, les membranes sont retirées puis déposées successivement dans une 

solution de dénaturation (NaOH 0,25 M, NaCl 1,5 Ml pendant 1 min. ; une 

solution de neutralisation (Tris-HC1 1 M pH 8,0, NaCl 1,5 Ml pendant 1 min ; 

une solution de 2 x SSC' pendant 5 min. Lors du premier criblage, les 

empreintes sont effectuées en double de maniare à 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 à +80°C pendant 2 h. 

dans une étuve. Elles sont ensuite soumises à une préhybridation suivie 

d'une hybridation dont les conditions sont définies au paragraphe X ,  p. 

A-29.  

Les plages de lyse ayant fourni un signal d'hybridation positif sont 

prélevées et mises à diffuser dans 500 ~1 de TM 10-10' stérile contenant 

1 % de CHCI,. Deux nouveaux criblages de ces phages sélectionnés sont réa- 

lisés dans des conditions identiques. Enfin, un dernier étalement de 200 

phages permet de s'assurer 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 l'ADN du bactériovhaqe (HANIATIS et al., 1982) 

Les bactériophages sélectionnés sont amplifiés sur de grandes boites 

de Pétri contenant du LAM* et de l'agarose. Dix grandes boîtes ( 0  14 cm) 

contenant 3.10A phages chacune sont ainsi préparées pour l'amplification. 



Les phages sont récupérés par élution en déposant 15 ml de TM 10-10' sté- 

rile sur chaque bolte. Les boîtes sont agitées sur une table oscillante 

pendant 5 h. et les éluats sont récupérés à la pipette. 

Les éluats sont d'abord traités par du chloroforme à 1% (v:v) (30 min) 

puis soumis à l'action de la DNase 1 et de la RNase A ( 1  pg/ml) pendant 30 

min. à 37OC.  Les phages sont ensuite précipités dans du polyéthylèneglycol 

(PEGI 10 % (p:v), NaCl 1 M pendant 1 h. sur la glace. Après centrifugation 

à 15000 g, le culot phagique est repris par un volume minimum de TM 10-IO*. 

La concentration en CsCl est ajustée à 4 M et l'éluat est ensuite soumis à 

une ultracentrifugation à l'équilibre à 350000 g dans un rotor VTi 65 sur 

centrifugeuse Beckman L8 pendant 4 h. La bande phagique est récupérée à 

l'aide d'une seringue et mise à dialyser 2 fois 1 h. et 1 nuit contre un 

tampon Tris-HC1 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 drEDTA 0,02 Ml  SDS 0.5 % contenant de la protéinase K B 

50 pg/ml pendant 1 h. à 6 5 O C .  L'ADN est ensuite extrait par 2 fois 1 volume 

de mélange tv:v) de phénol/chloroforme et par 2 fois 1 volume de chloro- 

forme. La phase aqueuse est ajustée à 013 M en acétate de sodium (pH 5,2) 

et pr4cipitée par 2,5 volumes d'éthanol à -20°C. L'ADN précipité est récu- 

péré par centrifugation , lavé par de l'&+han01 à 70 5 ,  séché et repris par 

de l'eau. 

B. Préparation de lrLA13 plasmidiwe 

Les préparations d'ADN plasmidiques ont été obtenues par la méthode de 

lyse alcaline décrite par BIRNBOIM et DOLY (1979). 

3 à 5 ml de milieu LB contenant 100 pg/ml d'ampicilline sont 

ensemencés par une colonie bactérienne portant le plasmide. Après une 

culture d'une nuit, la suspension bactérienne est centrifugée 30 sec. à 



12000 g. Le culot est repris par une solution de glucose 50 mM, EDTA 10 mM, 

Tris-HG1 25 mM (pH 8.01, lysozyme 2 mg/mi et laissé 5 min. B température 

ambiante. 200 pl d'une solution de NaOH 0,2 M, SDS 1 X (p:vl sont ajoutes 

et le mélange est agité jusqu'à clarification puis laissé 5 min. sur la 

glace. 150 pl d'acétate de sodium 3 M pH 5.2 sont ajoutés et l'incubation 

sur la glace est poursuivie 5 min. Apres centrifugation 3 12000 g a 4OC 

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 à - 20°C une nuit (ou - 70°C pendant 20 
min.). L'ADN est récupéré par centrifugation, lavé par de l'éthanol à 70 X ,  

séché et repris par 30 pl d'eau. LTARN présent dans la préparation est 

détruit par l'action de la RNase A (1 pg/ml final) 15 min. à 37OC. 

Il est possible d'extrapoler cette technique à des volumes plus impor- 

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

C. Préparation de lrADN simple brin du bactériovhaqe 

Après insertion des molécules d'ADN à séquencer dans l'ADN double brin 

du bactériophage M13, la forme virale est préparée en vue d'obtenir un ADN 

monocaténaire qui servira de matrice pour le séquençage. 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 à l'aide d'un cure-dent stérile. Les tubes 

sont agités vigoureusement 5 a 7 h. Zi 37OC et centrigugés 5 min. a 13500 g. 

Les particules virales contenues dans le surnageant sont précipitées par du 

poly4thyl&neglycol (PEGI 6000 a 4 % et NaCl à 0,5 M final. Après une 

incubation de 15 min. à température ambiante, et centrifugation à 13500 g, 

le culot est débarassé de toute trace du mélange PEG/NaCl et repris par 10b 

u1 de TEœ. L'ADN monocaténaire est ensuite extrait plusieurs fois au phénol, 



au phénol/chloroforme tv:v) puis au chloroforme. Enfin, l'ADN est precipité 

par 2,5 volumes d'éthanol en présence d'acétate de sodium B 0.3 M final 

pH 5,2. LrADN précipité et séché est ensuite repris par 10 à 20 j.11 drHÎO et 

la quantité est estimée sur gel dragarose après coloration au bromure 

dTéthidium (BET). 

VIII. ELECTROPHORESE EN GEL D'AGAROSE 

A. Electrovhoresqde lrARN en sel draqarose dénaturant 

La technique d'électrophorèse de 1'ARN que nous avons utilisée fait 

appel à un agent dénaturant des structures appariées :lrhydroxyméthyl 

mercure (CH,HgOH). Cette technique a été décrite par BAILEY et DAVIDSON 

(19761. 

Tampon d'électro~horèse 10 x 

Acide borique 0,5 n 

Tétraborate sodique 07,05 M 
' -,!, 2"s' . 

, - 
Sulfate de sodium h,1 M 

EDTA (pH 8,2) 

PH 

Pour un minigel à 1 % en agarose, 0,5 g dragarose sont dissous dans 

44 ml d'eau en portant le mélange au point de surfusion. La temperature est 

ramenée à +5!j°C et 5 ml de tampon drélectrophorèse 10 x ainsi qurl ml d'une 

solution de CHIHgOH 1 M sont ajoutés à llagarose. Le gel est immédiatement 

coulé. Les ochantillons d1ARN à analyser sont dénaturés dans l'eau pendant 

5 min. à +65OC puis sont déposés sur gel après avoir ajouté 1/5 de volume 



de tampon dc dépôt (5Q X glycérol 0.25 % xylène cyanol, 0.25 X bleu de 

rélectrophor&se est réalisee sous une tension de 10 volts/cn 

pendant 45 ain. La coloration des ARN est obtenue en incubant le gel pen- 

dant 20 min. dans une solution 0.5 M acétate d'ammonium, 1 ug/ml bromure 

B .  Electro~horèse d 2 1 r A D N  ( W I A T I S  et a l . ,  1982) 

. , .  :is: q4cc;.i.jJ.:,. ,.,,, ,$,, ..., .Cr,,.\?.,:'- ;. , * :, 1. ,, 3. .;,.; .&$:,r,:<i$pr ,.:$*,, ' ~ Y J : '  ' ...-:5rSc?+.; \ 
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' ,'uirrerenr;e's 'concentrations en agarose peuvent être u 

taille des fragments à séparer. a,$3rasapse est dissous dans. le tampon , , 7 ; , 1 8 :  - . e J S--Tgb'M*$ v i. 
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dlélectrophorèse (TAE" ou TBE') avant d'être porté au point de surfusion. 

La température est abaissée à +55OC avant coulage. Le tampon TBE est uti- 

lisé pour les électrophorèses de routine tandis que le TAE est utiiisdF4 
!T .'- k,*@*d7.;.'$ 

lorsque llélution d'un fragment est souhaitée apres électrophorèse. - ik * a.2 

La migration est effectuée sous 100 volts pendant 45 min.. La colora- 

tion des fragments d'ADN est obtenue soit après immersion dans une solution 

à 0.5 pg/ml de bromure dt4thidium (BETI, soit par incorporation de la même 

quantité de BET directement dans lragarose avant la gélification. La visua- 

lisation des bandes est obtenue sous un eclairage ultra-violet (à  312 nm). 

p 'E 

&\ 
W&~;~.:,Y ,.;sr ,7$:31 

dans 1 'agarose a étë ef f ec- 

tu4e en utilisant le kit drélution "Géneclean" csmmercialis4 par la firme .- 2 

t2-i :;2Jr+&.k ,; 
BI0 101. Le protocole suivi est celui du fournisseur. Il permet l'élutior 

$-2% *!#$;; p$q$w. 
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- ?.+.,.ide P ,,?;.un a fragment d 'ADN inclus dans 1 ' agarose en moins dl une h r l ~ ; F & ~ ~ ~ ~ ~ - f l  a3-.i 



I X L P S F E R T  PAF4 CAPILLARITE DES ACIDES WCLEIQUES EHûRAN& 
3:. 

.NITBO- 

A. ~ransfert de-, (Southern Blot) (MIATIS et al., 1982) 

Les fragments drADN à analyser sont séparés selon leur taille par 

électrophorèse en gelïdragarose selon la technique décrite en VIII-B 
.; .$CL, 

Après llélectrophorèse, le gel est immergé dans une solution de déna- 

turation (NaOH 0,2 M, NaCl 0,6 Ml pendant 1 h. Une membrane de nitrocellu- 

lose préalablement trempée dans du 20 x SSC* est alors déposée sur le gel 
"*qy @g&Ld 

et llADN est transféré par capillarité p~naant 16 h. a température ambiante 

selon la technique de SOUTHERN (19751. Après transfert. la membrage es; 
5 - i - r i  P i <  
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rlncee dans une solution de 2 x SSC*, sechée sur papier filtre et portée a 

*80°C pendant 2 h. La membrane est alors prête pour l'hybridation. 

B. Transfert de 1'ARN (Northern Blot) 

$ .  J G '  ,,r i .  
7-1 1- d 

.m- , = -L 

Les ARN P analyser sont séparés en gel dragarose dénaturant en pr6- 

sence drhydroxyméthylmercure selon la technique décrite en VIII-A. Les ARN 

sont ensuite transferés sur membrane de nitrocollulose selon la technique 

de SOUTHERN (1975). A la différence de la technique précédente pour le 

transfert de l'ADN, le gel ne subit pas de traitement alcalin 

@;~<*~~g$'~&;$:;y~@~$:~~y;;ip.~@).,r7;$4;k,~c~$~&*$;f %2rnF4'6"?$7$$:tr 
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Les filtres 0 85 ou 135 mm) ou les membranes de nitrocellul6se sont 
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réhydratés dans du 2 x SSC' après cuisson it 1800~. Ils sont ensuite soumis 

à une préhybridation de 4 h. à +42OC dans le milieu d'hybridation (6 x ÇSC*, 

10 x Denhardt*, 0,1 % NP40, 100 pg/ml sperme de saumon) suivi d'une hybrida- 

tion de 16 h. à +42OC dans le même milieu contenant les deux sondes oligonu- 

cléotidiques 23-mer et 35-mer en mélange, à raison de 1 ~g pour 100 ml de 

milieu. Le marquage est effectué comme décrit en IV-B. 

Après l'hybridation, les filtres ou les membranes de nitrocellulose 

sont lavés 4 fois 15 min. dans une solution de 6 x SSC*, 0,1 % SDS à +42OC 

et 1 fois dans une solution de 6 x SSC*, 0,1 % SDS à +5S°C. Les filtres ou 

les membranes sont alors séchés sur papier filtre puis autoradiographiés à 

-70°C. 

B. Hybridation en présence 4p la sonde drADNc de la lactotransferrine 

humaine 

Les filtres ou les membranes de nitrocellulose, rehydratés dans le 

2 x SSC* comme décrit au X-A sont préhybridés 4 h. à +42OC dans le milieu 

d'hybridation (50 % formamide, 5 x SSC*, 0.1 M phosphate pH 7,4, 5 x Den- 

hardt*, 100 ug/ml DNA sperme de saumon) puis hybridés 16 h. dans le même 

milieu à +42OC en présence de la sonde dlADNc de la lactotransferrine 

humaine marquée au S2 P comme décrit en 1V.A. 

Après l'hybridation, les membranes de nitrocellulose sont lavées 4 

fois 10 min. dans du 2 x SSC*, 0.1 % SDS et 3 fois 10 min. dans du 0.2 x 

SSC*, 0.1 % SDS à 42 OC puis 1 fois dans du 0,2 A SSC*, 0,1 % SDS a +55OG. 

Les membranes sont séchées sur papier filtre puis autoradiographiées a 

-70°C. 



X I  U- QES ENZYHES DE RESTRICTION 

A. Dicrestionde l'ADN var les enzymes &restriction 

De façon générale, 3 unités d'enzymes sont utilisées pour hydrolyser 

1 ug d'ADN. LrADN est mis en solution dans le tampon adéquat (voir II) à 

raison de 1 pg/20~1 et la digestion est obtenue après 2 h. à +37OC (sauf 

cas particuliers comme Sma 1 qui demande un tampon spécial et une 

température de +30°C). 

B. Prévaration d'un insert d'ADN avres diaestion (-1 

enzvmetsl de restriction 

Après digestion par un ou plusieurs enzymes de restriction, les frag- 

ments d'ADN sont séparés sur un gel d'agarose a bas point de fusion. Après 

électrophorèse (voir VIII-0) et repérage de l'insert sous U.V., la bande 

dTagarose est découpée au scalpel et lrinsert est récupéré par élutton à 

l'aide du kit "Genecleann (BI0 1O1) (VIII-Cl. 

X I I .  SOUS-CLONAGE DEFRAGHENTS D'ADN 

A. Vecteurs utilisés 

Deux types de vecteurs ont été utilisés pour le sous-clonage de nos 

fragments dTADNc clonés dans le bactériophage gt 10. Il s'agit d'un vec- 

teur plasmidique (type pUC) et d'un vecteur phagique (le bact4riophage M13). 

Le pUC (VIERA et MESSING, 1982) est un plasmide de 2,7 kb portant un 

gène de résistance à l'ampicilline et un site de clonage multiple 



peraiettant lrutilisation de plusieurs enzymes de restriction pour la 

préparation des fragments d'ADN à insérer. Ce plasmide, ayant pour 

cellule hûte la, bactérie JM 101 (voir 1 - A ) ,  permet l'amplification de 

fragments d'ADN dans cette souche. 

Le bactériophage Ml3 (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 Ml3 sont présentées à la Fig. (source BRL). 

Le vecteur utilisé est digéré par un ou plusieurs enzymes de restric- 

tion appropriés puis incubé dans un rapport molaire 1:l avec le fragment 

d'ADN à sous-cloner dans le tampon de ligation (Tris-HC1 0,05 M pH 7.4, 

MgCln 0,01 M, ATP 0,001 M, Dithiothréitol 0,01 M, SAB 0.1 mg/ml). La 

ligation est obtenue apres addition drl U d'ADN ligase de T4 (Appligène) et 

incubation a +15OC pendant 16 h. Le volume réactionnel ne doit pas excéder 

10 j.11. En général, la quantité de vecteur utilisé par transformation est de 

100 ng. 

C. Préparation &= bacteries compétentes 

Avant transformation, il est nécessaire de rendre les bactéries compé- 

tentes. La préparation des cellules drE. coli comp~tentes (JM 101 ou JM 

105) est réalisée extemporanément. 

Une pré-culture d'une nuit de la souche E. coli choisie est diluée au 

1/50 dans 40 ml de milieu LB* et cultivée à +37*C sous agitation jusqurà 



Fig. 40 : Cartographie de restriction du plasmide pUC18 
et du bactériophage M13. 



D.0 600 nm = 0,6. La culture est alors centrifugée 10 min. à 3500 tr/mn et 

le culot est repris par 20 ml de CaCli 0,05 M glacé. Cette suspension est 

laissée 20 min. dans la glace, centrifugée de nouveau 10 min. à 3500 tr/mn 

et le culot bactérien est finalement repris par 5 ml de CaClz 0.05 M glacé. 

Ces bactéries, laissées au moins une heure sur la glace, sont alors compé- 

tentes pour la transformation. Elles peuvent être utilisées pendant 48 h. 

D. Transformation desbactérieâçornvétentes 

1 .  Transformation des ôactérier; J f l  101 par Ag 8 

200 pl de la suspension de cellules compétentes sont incubés en pré- 

sence d'un demi volume du ligat précédemment obtenu (XII-BI. Le contact 

entre l'ADN et les bactéries est obtenu en laissant ce mélange sur la glace 

pendant 20 min. La transformation est réalisée par un choc thermique à 

+42OC pendant 3 min. 

Les bactéries transformées sont ensuite incubées pendant 60 min. à 

+37OC en milieu LB* sans antibiotique (pour permettre l'expression de la 

résistance à l'antibiotique) puis étalées sur milieu LB gélose contenant 

l'antibiotique, en présence drIPTG et de XGal, et sont incubées à +37OC 

pendant une nuit. 

2.  Transformtion bactéries Jfl  105 par la forme r é ~ I i c a t i v e  

bactériophme A13 

200 ~1 de la suspension de cellules compétentes sont incubées en pré- 

sence d'un demi volume de ligat (forme réplicative + ADN insert). Le 

mélange est laissé 1 h. sur la glace puis porté à +42OC pendant 3 min. 

(choc thermique). 200 ~1 de culture microbienne fraîche (DOooo nm = 0,7), 



(choc thermique). 200 pl de culture microbienne fraîche (DO400 mu = 0,71, 

3 ml de milieu H* (gélose molle) maintenu à +45OC, 800 pg de X-Ga1 et 950 

gg dlITPG sont ensuite ajoutés aux bactéries transformées. L'ensemble est 
Ii C , a l  

.Cl -" ?; 
1 p 3, 2, &%++& 

ensuite coulé sur boîte de milieu H* et incubé 16 h. à +370C. Les plages"' "" 

laires correspondent aux bactériophages ayant insérés l'ADN insert. 

Les fragments d'ADN clonés ont été séquencés par la méthode de termi- 

naison de chaînes décrite par SANGER et al. (1977). LIADN a séquencer est 

d'abord cloné dans le bactériophage Ml3 (MESSING et ul., 1977) (voir XII). 
' \i ->UT* >, L i 

e du bactériophage, contenant l'ADN sous forme monoca- 

ténaire, est produite et l'ADN est isolé comme il est décrit p. A-26. 

Les réactions de séquence ont été effectuées à partir du kit de séquen, 

çage "Sequenase" commercialisé par U.S.B. Corp. (Cleveland, USA). Ce kib 

fait appel à la DNA polymérase isolée du bactériophge T7 pour les réactions 
cm.# 1 v < 3 F3 *,&G 
.* <$ '.Y+f;&i:;,,. 

de synthèse. Le protocole que nous avons utilisé est celui préconisé par le 

fabricant. A la fin des réactions, les fragments d'ADN néosynthétisés sont 
:.: v v - -.? 

< -  i',43.,dG 

dénaturés 2 min. à +95OC puis sont soumis a une électrophor6se sur un gel 

dracrylamide à 6 % contenant 50 % d'urée t p : v ) .  Des temps de migration de 

2 a 7 h. permettent de séquencer de 350 à 400 bases. La migration est effec- 

tuée dans le système BRL modele S2. Après Slectrophorèse, le gel est séchP 

lis autoradiographié une nuit à température ambiante. 
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R E S U H E  

Lat 1~r;ctokransferrine (LW) bovine est une g l y c o m d i n e  

mno~caténaixe ae! 80 kDa, q u i  fixe réversiblement 2 atomes de fer e t  

qui  reF,ii~sm Ses gly~armes  de type oligosnannosidique et. 

H - b c ~ t y i ~ a l ~ c t o ~ d ~ i ~ e .  La détermination de sa s.tructure primaire a 

Bta effectuaée par  L'application, d'une ~ t ,  de méthodes cW&.ques 

et enzysxitiques et, d'autre part, pur le clonage e t  le séquençage 

d'un AaW compi&nentaire ( ADMc) . ME. r g s u l t a t s  obtenus p e u v a t  se 

&surrier de La lnaniare suivante : 

1. L a  d6tez"thination de la sdquencs N-terminale de 7 fragments 

de La &TF bovine, cbtenus par hydrolyse pratrjolytique d n a g &  et paz 

action du BrCN, a conduit B La c0~1iPissance de 1'ençhaPnement de 229 

aci4es aminés. B a r  ailleurs, la da t emina t ion  de la  s-ence 

peptidique au voisinage. des s i t e s  de glycosylation a permis d e  

localiser 3 glycannes s~ la  ehaSne polypeptiüiqua et de montrer -que 

chacun dre ces sites Btaik occupd par des glyceuinea de s t r u c t q  W i n  

dEf i n i e  , 

2. Le cr ib lage  d'une liÊrrei5rie d'=Ne a f o w n i  12 c3bmes ' 

1 

renfermant dehi AWk de 0,4 B 2kb. Le s6quen~age' d'un clona die 8Hpb , 

a conduit B l a  dditsnnihation des 202 acides aminés C-terminaux de la 

LTF bovine. 

En conclusion, notre dtude a permis de d&terminer la moitié de 

l a  s&quenae p e p t i a q u e  de l a  LTF bovine et  de conf i m e r  1' existence 

d'  une homologie importante avec les sé.[uences peptidiques des LW 
9 

hmaine et ilaurine. 


