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The synthesis and some of the properties of cycloheptatriene-l,6-dicarboxylic acid 
and its norcaradieneoid anhydride are described. 
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322. Transfert et kquilibre de dialyse du 59Fe entre les principales 
tcferriprotkinesn l)  

par B. Blanc et H. Isliker 

(30 1X 6 3 )  

Par le terme fevriprott ines,  on dksigne des protkines non hkmiques fixant spkci- 
fiquement le fer trivalent sous forme de complexes colorks. Selon leur fonction, leur 
poids molkculaire et le nombre d’atomes de fer susceptibles d’&tre liks, on peut dis- 
tinguer deux group-s di. ferriprotkines: 

1. Les ferriprotkines transpovteuses qui pr&vent le fer des dCpbts, le vkhiculent 
dans l’organisme et le libhrent B l’endroit voulu. D’un poids molkculaire infkrieur B 
100000 elles ne fixent qu’un nombre restreint d’atomes de fer par molkcule: 2 au 
maximum pour la transferrine skrique z, et la conalbumine3) de l’ceuf, normalement 
2 pour la lactotransferrine la~toskrique~)  qui peut cependant en fixer jusqu’g 65) .  

2 .  Les ferriprotkines dhpositaires qui retiennent le fer jusqu’au moment propice 
B sa libkration. Leur poids molkculaire dkpasse 400000. L’apoferritine en fixant le 
fer devient la ferritine qui peut en contenir environ 2000 atomes, soit le 20 B 24% 
de son poids molkculaire d’environ 500000. L’hkmosidkrine contient 37% de fer soit 
environ 3000 atomes par molkcule. 

Le mktabolisme du fer &ant conditionnk pal- les kchanges entre les ierriprotkines 
transporteuses et dkpositaires, le but de notre travail ktait d’explorer, par kquilibre 
de dialyse, les modalitks de ces transferts. 

Materiel e t  methodes 
Pvipavatioiz des ferrzprotizncs: ],a transfcrrine humaine a 6t6 isolee selon KISTLER et toll. 6 ) .  

Ida lactotransferrine humaine a kt6 prkparke par la methode de B L A N C  & I S L I K E R ~ ) ,  et  la lacto- 
transferrine bovine, isolCe par G R ~ v E ~ ~ )  a dtC aimablement mise 8. notre disposition par M. le 
Prof. T. 1,. MCMEEKIN (Eastern Regional T,aboratory, Philadelphia, Penn., IJ.S..A.). La ferritinc 
equine commerciale a C t &  fournie par PENTEX INC. ,  Kankskce, Ill., 1J.S.h. 
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Ifelation entre la teneuv c?t fer des ferriproliz?zes et In valeuv de I’extaizi-lzon b 455 nzp. Les ferri- 
protbines transportcuses possedent un maximum d’absorption cntrc 452 ct 470 mp.  La valeur 
absolue tle l’extinction est en relation directe avec la quantite de fer fixee par la proteine et l’in- 
tensification de la coloration du  complexe fcr-proteine. Lorsque la capacite totale dc fixation de 
fcr par la proteinc cst atteintc (saturation), il n’y a plus tlc changemcnt dc couleur ni dc variation 
(lc l’extinction. 

Sur ces constatations sont basees des methodes directcs d’estimation de la teneur en fer d’unc 
ferriproteine et de sa capacite de fixation cle fer supplerncntaire ( V E N T U R A ~ )  ; SHADE & CAROLINE~).  

Nous avons dtabli Ic comportement de la transferrinc humaine isolee, en solution B 0,65% ct 
privdc prdalablement d’une partie dc son fcr, lors d’aclditions successives de fer (sous formc de 
FeSO,, (NH,),SO, dont le Fez+ est Bvidemment oxyde par I’air en Fe3’) jusqu’k obtcntion du 
maximum d’absorption observe dans nos conditions tl’expCrimentation B 455 mp. Les lectures 
ont CtC faites 5 min aprks chaque adjonction. La sirumalbuminc humaiuc (SAH) a scrvi dc tdmoin. 

I a  figure 1 montre l’influence du NaHCO, et du tampon citratc sur la formation d u  complexc 
wlor6 ct pcrmet de repdrer le rlegrd de liberation de  fer, obtenu pour les cliverses ferriproteines 
Gtudides dans nos expdricnces utilisant lc fer radioactif. 

1.a courbe tlc gauchc, obtc-nuc en tampon 0,02ng en phosphate et 0 , 0 0 5 ~  en NaHCO,, pH h,5. 
cst d’allure rectiligne jusqu’au point tle saturation (E::’&, = 0,525) correspondant B 30 pg tle fcr 
ajoutis. C’cst la courbe dc rdfdrencc. Ides cuvettcs contenant 3.8 ml, ccla Bquivaut B 1 ,21  pg tlc 
fcr par mg tle transferrine, cc qui corrcspond B la valeur de 1,25 indiquec par K O E C H L I N ~ ~ ) .  

Dans le tampon phosphate 0,021~1, pH 6.5, scul, Ic point tle saturation est atteint dCjB avcc 
20 pg clt: ler (E:&LL - 0,218). L’introtluction dc 5 mmolcs tlc NaHC03 clans lc milieu a ClevC I c  
coefficient d’cxtinction qu i ,  B 30 pg dc Icr, rcjoint prcsquc Ic niveau dc 0.5 cnviron attcint par 
la  courbc tlc r6f8rcnce. 

Lorsquc la transferrinc se trouvc cn tampon citratc 0 , h ,  pH 6,5 (tampon cle l’experiencc I1 
utilisant du fer radioactif), la formation clu complexe est fortement inhibee. 11 y a competition 
cntre le chClatcur ct la proteine pour le fer ct seule une faible proportion dc ce dernicr environ) 
sc lie & la proteine. L’adjonction dc 5 mmoles cle NaHCO, a. cependant pour effet d’elever les 
coefficients d’extinction tlc 0,11 B 0,25. 

Les coefficients d’cxtinction (voir partie clroite clc la figure 1) tles ferriproteiiics avant Ic dCbut 
tlcs experiences ont C t B  mcsurds cn milieu phosphate 0 , 0 2 ~ ,  pH 6,5, contenant 5 mmoles dc 
NaHCO,, comme pour la courbc de refCrence B 0.65%. Pour les expdriences des types I et 111, 
(voir plus loin) la concentration proteique a 6t6 ultdricurcnient abaissee, rcspcctivement B 0,55 
puis O , l % .  

Les prkcautions qu’exigent les manipulations des substances radioactives n’ont pas permis 
tlc mesurer ~ e s  coefficients E:?;~,, aprks couplagc tlu 5 9 1 ; ~  aux proteincs ci-tIcssus, B la fin t ~ c  

1 ’experience 
Dissocialaolz du l e v  ZiB aux fevrzprote‘anes. Les ferriproteines des solutions receptrices ont Btt: 

soumises au  prealable B la libdration de fer la plus poussCc compatible avec unc non-dknaturation 
proteiquu. Pour cela nous avons combine I’effet du pH, tlc reducteurs et dc chelateurs, en dia- 

l volume de solution dc ferriproteine B 0,65% contre 100 volumes environ du tampon: 
~ , I M ,  pH 4,5, 1 0 - f i ~  en chlorhydrate dc L-cystBinc ct 20 I 1 0 - 6 ~  en chlorhydrate de phdnan- 

troline. Par 5 dialyses successives de 8 h chacune, le tlialysat etant de moins en moins color6 par 
le complexe fer-phinantroline, le taux en fer de la tvansfevrine humaine (TRH) a B t B  considerable- 
ment abaiss6. On peut en repCrcr la valeur obtcnue a p r k  dialyse contrc tampon phosphatc 0.02 M ,  

pH 6,5+ hTaHCO, par coinparaison avec la courbe de rCf6rence (Ire k gauche sur la figure 1) don- 
nant la relation cntrc tcncur en fer et extinction: dans les trois types d’experiences, les coeffi- 
cients respcctifs dtaient de 0,111, 0,132 et 0,087. 11s ont CtC notes dans la partic droitc dc 

la figure 1 (1’Cchelle pour E:;Enp est partout la mkme) 

”) S. VENTURA, J. din. Path. 5, 271 (1952). 
!’) A. I,. SCHADE & L. CAROLINE, Science 104, 340 (1946) 

I”) i3 .  .\. KOECEILIN, J. Amcr. chcm. SOC. 74, 2649 (1952). 
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I )ans les m&mes conditions la lactotransfervine humaipte (1,b-H) prisenta un coefficient Et;ym,, 
(lc 0,1% (voir figure 1, partic tle droite, sous 11). Afin d’abaisser la teneur en fer t le ccttc fcrri- 
proteinc et de son homologue lactique bovine (LFB} B des montants comparables B ccux dc la 
transfcrrine, lors cles essais suivants, on a cu recours L unc prgparation de desferri-ferrioxaminc 
(Dcsferrine, lot 29837 Ra, C‘lBA S..\., Tkilc). 

Par deux dialyses cle 8 h chacunc contrc une solution tlu tampon: citrate 0,1111, pH 3,5,  1 0 - 3 ~ i  
en desferri-ferrioxamine (p. mol. voisin de 600),  on obtient pour les lactotransferrines humaines 
et bovines des valeurs d’extinction B 455 mp du complexe fer-protCinc trks voisines entre elks et 
tr&s prochcs dc ccllc tlc la transferrine (voir figure 1, partic droite, colonnes I et 111). 

RELATION ENTRE TENEUR E 455mqavant experiences avec “Fe 
EN FER ET EXTINCTION Cxperiences 

lnfloence de NaHC03 e t  Gtrate 
Transferrine humaine 0 65% Icm Icm 

I I1 I11 

E455mp E455mi, 
AE 0 65% PHOSPHATF ... .-. . @02MpH6 5 455mp 

/ A 1 A AtNaHC03 

0,4 

0.3 

Ln 

cm 
55mp 

LF B 
LFH 
’TRH 

SA H 
- 

Fig 1 .  Relation entre la teneur etz f e r  des ferrcprofdrnes etrl’znfevtsat8 de la colovahoii d u  copnplene fer- 
protc‘iwe mesure‘e par l’extsnrtion d 455 mp 

.I gauche: influcncc dc l’acljonction progressive dc fer sous forme dc FeSO,, (NH,)2S0, sur lc 
coefficient d’extinction de transferrim i 0,65% cn solution et dans les tampons citrate 0 , l ~ ,  pH 
6,5 ct phosphate 0 . 0 2 ~ ~  pH 6,5 avant et apr& I’adjonction de 5 mmoles de NaHCO,. SAH: solu- 
tion timoin dc sdrumalbuminc humaine i 0,65% dans lc tampon phosphate 0 , 0 2 ~ ,  pH 6,5+ 
5 miM NaHCO,. 

On remarque l’acroissement de E:!:$ apres l’adjonction de NaHCO,, l’influence defavorable 
d u  citrate et, pour toutes les courbes, apparition dc la saturation de la capacite de fixation ciu fcr 
par la prot6ine (partie horizontale des courbes). 

:1 droite: cornparaison des coefficients d’extinction des ferriprotdines avant les cxpiricnccs 
dc transfert de fer radioactif typcs I, I1 et 111. Concentrations rcspectives des solutions protkiques: 
0,55%, 0,65y0 et 0,lY0. T2FH: lactotransferrine humaine; LFB: lactotransferrine bovine; TRH : 
transferrine humaine; S.4H sirumal bumine humaine (t6moin) ; T: tampon solvateur. 
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Le clCcouplage partiel du fer de la fevvztane a 6tC realist5 selon MICHAEL IS^^) et  GRANICK M 
MICHAEL IS^^), par reduction au moyen tle dithionitc dc sodium sous azote dans tampon ac6tate 
dc pH 4,6, puis formation d’un coinplexe color6 avec l’cc,cc’-dipyridylc et dialysc jusqu’k dispari- 
tion dc la coloration clans le tlialysat. 

I)c cctte f a p i ,  la tcneur initisle en fer dc la farritine (22,5Oj,) a G t C  abaissCe B 4,2u/,. On nc 
saurait cepcndant comparer sans autre l’extinction 2i  455 nip de la ferritine B celle d’autres ferri- 
protCines dans lesquclles lc taux  en fcr et  Ic mode de liaison sont foncih-cment differents. 

Technique  de  dialyse pour les exphieizces de traxsfert. Uans le tube k cssai (0 int .  15 mm, 
ipaisscur des parois 1,5 mm, longucur 100 mm) on depose 2,4 nil dc solution r6ceptrice dc  5 9 F ~  
atlditionnCe dc 0,05 ml dc thiomcrsal 17:) (dthylmercurithio-salicylatc de Naj. .Ivant le tl6but de 
l’essai la radioactivit6 du tube e t  de son contenu est cl6terminCe dans Ic comptcur h scintillation 

(1 ‘L‘racerlabr utilise avec un appareil de mesure FKIESEKE & HOEPFNEK, Erlangen. On obtient 
ainsi la inesure radioactive timoin, supCrieure de 100 cpm criviron h ccllc du bruit de fond d u  
comptcur vide, oscillant entre 300 et  350 cpm. 

La solution donatrice de 5slFe est cl6posCe B l’intirieur d’un sac de dialyse (8/32 in. dc la VIS- 
K I N G  C o R P o R A T I o N ,  Chicago. lJ.S.,A.) fixd sur un  support ad hor assurant une 6tanchCitt parfaite. 

a s  de terrneture a 
Tige& prehension 
et de remplissuge 

Bogue fi(et6e _- ~ 

cwe rnf,-r,eur 
-_-_ -avec bague filetee 

Fig. 2. Support  p o w  membranes dialysalzte (6chcllc 2 :  1) 

I,a membrane de dialyse (VISKING 5/32 in.)  cst placee dans le manchon. La misc en place tlu 
cOnc inferieur ct dc la tige de prehension, maintenus au manchon par des bagues filetees, assurent 
unc parfaite 6tanchdit6, la membrane dialysante elk-m&mc jouant Ic rBle rle joint. Le produit 
(radioactif) cst introduit au  moyen cl’une seringue par le canal central de la tige de prkhcnsion. 
Unc vis permct d’obturcr le canal clans sa partie sup6rieure. L k s  espaces libres sont mCnag6s siir 
toute la hauteur du manchon. Ainsi le processus dc dialyse n’est pas ralenti. 

1 .e dispositif imagine (v. fig. 2 )  permct : 
1. dc maintenir beants les sacs, q u i  offrent ainsi tous la mZme surface dc dialysc; Ic sac dc 

dialysc est maintenu entre deux cBnes serres sur clrs contre-cbnes par tles bagues filetCes; 

11) L. MICHAELIS, .\tlv. Protein Chemistry 3, .53 (1947). 
I ? )  S. C;R.\NICIC & I*. MICHAELIS, J .  biol. Chemistry 747, 91 (1043j. 

_________ 
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2. dc faciliter le remplissagc du  sac par la solution donatrice radioactive: i travcrs le canal 
central dc la partic supdricure de notre support, il cst aisC d’introtluirc I’aiguille de la seringue dc 
prdcision permettant la mcsurc cxactc de  0,5 ml; 

3 .  de diminuer grandcmcnt lcs dangers de contamination radioactive lors dc la sdparation 
sac-solution rkceptrice, neccssairc lors de  chaque mesure. E n  effet la formc ct  le maintien de  ce 
support pour sac dc tlialysc pcrmct la prdhension du  sac par une pince B longue portde. 

Aprks avoir mesurC la radioactivitk initiale des sacs on les immerge selon un  ordre dCtcrmin6 
et  i des intervalles rkguliers dans les tubes contenant les solutions tle ferriprotdines rdceptrices. 

Les tubes complets sont alors immediatement soumis h. une rotation dc 60 t /min sur un plan 
inclin6 i 30”. Lcs concentrations protdiques i l’intdrieur des sacs et  dans les solutions extdrieures 
ont C t C  ajustCes aux memcs valeurs. Aprks des temps dc contact Bgaux, et  dans l’ordre adopt6 lors 
tle leur mise en contact, les sacs sont retires de leur solution, pour la mesure de leur radioactivitb 
dans le compteur i scintillation. Sacs et  solutions sont mcsuris sdparCment ; parfois I’activitC 
totale a C t i  Cgalement prise en consid6ration. 

Les cpm lus sont corrigCs pour tenir compte des variations d u  bruit cle fond (BF) radioactif, 
et  pour 1es solutions, de leur radioactiviti initiale (RI) .  hinsi:  valeur corrigd = vnleur lecture - 
( R I  - B F ) .  

Ces valeurs corrigbes sont extrapolees a u  temps 0 du dbbut de I’expCriencc, la pdriode d u  5sFe 
Ctant admise B 45,l  jours sclon SULLIVAN13). 

h la fin dcs essais, le 59Fe de tous les produits radioactifs dc dCchct a 6 t i  retenu sur une co- 
lonnc de Dowex-S0/8 (forme H t ) .  

,4 utovadiograflhzes. Apriis tilectrophorkse en gClose ou sur papier ou encore apriis immuno- 
6lcctrophorkse des solutions radioactives cle ferriprotCines, nous avons procddd i des autoradio- 
graphics avec une durCe de contact de 2 et  20 jours suivant l’intensiti radioactive des produits 
Ctuditis (papier B KODAK Medical X-Ray Film No-Screen))). Le dCveloppement a C t C  crCcutd selon 
les indications du  fabricant. 

ExpPriences de transfert. Commc substance donatrice de fcr radioactif, nous avons utilisd unc 
prkparation dc 5YFe-transfcrrinc commercialc ( ~ ~ ~ F c - I r o n  globulin complex sterile)) des labora- 
toires ABBOT, Xorth Chicago, III., U.S.A., du lot FGC-015-1) contenant 13,8 ing de protdine par 
ml et 80.55 &/mi, avcc une activite specifique de 14,3 pC/mg. l!ne tiIectrophor6sc tlc contr6lc 
sur papier de cette preparation a rdvde une fraction unique en position PI; l’enregistrement de la 
radioactivitd le long du trajet  Clectrophordtiquc montre que le sonimet de la radioactivitk due au 
fer correspond B la position d e  la fraction protdique (voir fig. 3 )  

La correspondancc suivante a Ctd notde clans la solution initiale 16gkrement dilude : 1 ml con- 
tenant 7 mg de transfcrrine ct 6 ,ug c k  fer possiide une raclioactivitg c k  6 500 000 cpm correspondant 
B environ 40 pC. 

Nous avons procddd B trois types d’exptiriences. 
Type I .  T r a ~ s f e r t  d u  f e r  de 59 Fe - transferrine h diverses fevriprotkznes e n  nzilieziphosphate. Des 

solutions suivantes de ferriprotdines ont d td  utilisdcs (concentration : 0,55 g/lOO ml dans tampon 
phosphate 0 , l ~ ,  pH 6,5) : 

1. lsctotransferrine humainc (LFH) ,  E:y;,p a u  d i b u t  0,119; 

2. lactotransferrine bovine (LFB), Eikyrnp au ddbut 0,115; 

3. transferrine humaine (TRH), au  clCbut 0,112; 

(FRE) ,  E:k&,, au ddbut 2.0. 4. ferritinc Cquine 

I.es cxtinctions initiales i 455 nip permettent de comparcr Ics quantitCs tlc fcr lid aux  tlivcrscs 
protkines avant l’cxpdrience; ces points sont reportds sur la partie droite tlc la figure 1. Une solu- 
tion de s6rumalbumine humaine a servi de tCmoin pour l’absorption nun spCcifique du fcr sur les 
protdines. Enfin l’emploi du tampon phosphate seul a permis rle mettre en Cvidence la quantitg 
de 5 y F ~  non liCe ou qui spontandment diffusait i I’extdrieur d u  sac contcnant la 5gFc-transfcrrine. 
ILS activittis des sacs an ddbut e t  i la fin de l’exp6ricncc sont reportds sur la figure 4 (v. ICgende) : 
avec les ferriprotgines utilisCes, on remarquc unc Cldvation de  la radioactivitC, qui  atteint, apres 

13) W. ki. SULLIVAN,  trilinear chart  of nuclides)). Atomic Energy Commission USA,  2‘ dditiou, 
1957. 
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Fig. 3.  SpPcifzcite’ de la liaisoqz d u  6gFe ri la iransferrinr 
.\ : dlectrophorkse sur papicr dc la transferrinc li6e au 59Fe, utilisee pour Ics expiriences tle 

transfcrt ; la coloration 8. I’azocarmin montre I’homogCnCitd dc la transferrine employee (zone PI) .  
€3 : autoradiographie obtenne aprh  contact de 3 jours, avec I’ClectrophCroRramme decrit snus 

11; la radioactivitd coincide avec la position de la transferrinc. 
C: : cnregistrement de la radioactivitk de l’klectroph6rogramme cle la transferrine. Le pic, im- 

portant, correspond k l’emplacement de la fraction protCique. 

u n  ralcntissemcnt momentan&, un plateau clefinitif d’dquilibre 5 partir de la (15~ heurc. .4fin tlc 
montrcr que le plateau atteint ne signifiait pas la saturation en fer pour nos solutions, ce qui eiit 
i t 6  impossible avec les doses utilisees (0,5 ml 5 0,55% de proteine contenant O , l O - O , l Z ~ o  dc fer 
h I’intkrieur du sac ne peuvent saturer 2,4 ml de solution de fcrriprotkines B la m&me concentration 
privdes initialemcnt de lcur fer14)), nous avons B la 9Ue heure immerge de nouveaux sacs de dia 
Iyse. Ccla a cu pour cffet d’klcver B nouveau lcs radioactivit6s des solutions cxtdrieures, mais un 
dquilibrc n’a pas tard6 k sc manifester. On pcut cxpliquer l’allure ties courhcs et  l’apparition tlu 
plateau final tl’kquilibre tle la manikre suivante: au  ddbut, la transferrine du sac contient seulc 
d u  fer en concentration normale tandis que les ferriproteines des solutions en sont privCes; celles-ci 
raptcnt done avcc avidit6 Ic fcr radioactif lib6rd par la rCaction. 

(59Fe)-transferrinc 5gFc + transferrinc. 

i.cs sacs de ferriprotkinc tlonatrice de 59Fe (59Fc-transferrine) ont Ct6 renouvclks B la ~~~~ heure; 
un trait vertical &pare les deux parties de l’expkriencc. La zone du  rectangle hachurC est agrandic 
t.n tlessus ct 16gi?rcment i tlroite ce qui  permet de mienx apprCcier la position respective des points 
dcs diffCrcntes courbcs au cours des 5 prcmikres heures. Les positions respectivcs tles extinctions 
( E )  5 455 mp des ferriprotdincs au ddhut penvcnt &tre repCrkes graphiquement sur la figure 1 .  

11) . \ v w  tles ferriprotdincs nnn priv6cs dc lcur k r ,  il aurait fallu -- tl’aprPs les resultats tl’cssais 
prkliminaires - Btendre les expiriences k plusieurs semaines, cc qui est incompatible avec la 
stabiliti. des prdparations etndi6es. 
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Transfert du fcr de 59iFe-transfcrrine humaine cn milieu phosphate, U,lbi ,  pH 6.5, aux princi- 
pales ferriproteines en solution a 0,55% : lactotransferrine humaine (LFH, courbcs 1-l’), lacto- 
transferrine bovine (T,FR, courbes 2-Z’), transferrine humaine (TRH, courbes 3-3’), ferritine 
equine (FRE courbes 4-4’). serumalbumine (S.4H, courbes 5-5’) et le tampon phosphate O , I M ,  
pH 6,5 (T, courbcs 6-6’). 

RQsultats des expdriences d u  type I .  Un des produits de dissociation du complexe Ctant sCqucs- 
trC imm6diatement et au fur et k mesure de sa liberation, 1’Cquilibre dc la reaction est dCplacC vcrs 
la droite. La radioactivit6 due au fer se stabilise pour chaque protCine 5 un niveau different, ni- 
veaux d’autant plus 61eves que la constante d’association de la protiine avec le fer est plus grdndc. 
Ceci est confirm6 par le fait que plus la solution exterieure a capt6 de fer, moins le sac correspon- 
dant en contient ?i la fin de l’expkrience, et inversiment. 

A la 90e hcurc, la radioactivit6 de la transferrine humaine etait ltigkremcnt inferieure a cellc 
de la ferritine; les activites observees dans les nouveaux sacs ont permi d’titablir l’ordre d’affinitt: 
(.4) snivant, quc nous rancontrerons aussi clans les autrcs tvpes d’experiences: 

.\LFH > ALFB > ATRH > As\tr 

Type  I I .  lransfert  d u  f e r  de  59 Fe-transferrine ri diverses ferriprotiines en milieu citrate. I<’in- 
fluencc d u  citrate, agent chklateur present normalement dam lcs liquicles biologiques, sur  les 
transferts du fer entre les principales ferriprotdines a dtC examin4 dans ce type d’experience. Nous 
avons adopt6 Ic pH 6,5 et la molarit6 O , ~ M  du  tampon phosphate clcs cxp6riences tlu typv I ,  cc‘ 
qui nous a permis de preparer les solutions suivantes de ferriproteinrs a 0.65% : 

- lactotransferrine humainc (LFH), E:SYmp au debut 0,193 (fig. 1) ; 

- transferrine humainr (TRH), E::Fmp au debut 0,133 (fig. 1 ) ;  

- ferritine Cquinc (FRE), E::&lL au dCbnt 2.0 (fig. 1). 

IJne solution de sCrumalbumine k 0,65% et  lc tampon citrate lui-m6me ont Ctd utilisds com~ne 
contrdes. La figure 5 donne les resultats obtenus au cows de 127 heures de dialpse. 
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455mp1 
1 crn 

, I  LFH LACTOTRANSFERRtNE HUMAINE 0.65':. 0.193 ~ 

1 7C7 U23 -22  237. . 2 A TRH IR~NSFER!?INE %MAINE 0.65 "I- 3.133 
~ ..~,. .3 a! FRE FERRll lNE ioui*iE 0.65 -I* )2,00cl - 

'~ ,4 @ SAH SERUMALRUMINC HUMAINF 3.65 ' I -  G.OJ1 
6 T TAMPOlv i l i K A l t  U.1 M pi 6.5 0 6 5  ~ / a  @.iJCll 3 1 1 6 " /  600 '581 bL1 , 

I N T E R I ~ U R  E X T E R I C U F ~  
I 

Fig. 5. IZxpirience d n  type I I 

'l'ransfcrt du fer tle ""Fe-transferrinc en milieu citrate 0,1 R'I, pH 6,i, contcnuc dans Ics sacs, 
par dialyse cle 127 h, aux ferriprotdines suivantes cn solution ?I 0,65:& : 1. lactotransfcrrinc h u -  
mainc (LFH) ; 2. transfcrrine humaine (TRH) ; 3 .  ferritine 6quinc (FRE). Comportcinent tles 
solutions dc contrAle: s6rumalburnine (SAH) (voir courbe I) tampon (T) (voir courbe 5). La radio- 
activitd t ies sacs est donnCc au debut et  i la fin de l'experience. Ides extinctions correspondantes 
peuvent 6trc rcpdrkes graphiquement sur la figure 1 .  

Rdsul tats  des erPdviences du type IT. On constatc d'emblCe un transfert consitli'rablc tlc 
radioactivitd dcs sacs a u x  solutions sauf clans la solution exterieure du tampon seul et  dans cellc 
tlu t6moin sdrumalbumine, dont les radioactivitds se maintiennent A dcs nivcaux trks bas garan- 
tissant ainsi la spdcificitd des rdsultats ohtenus avec les ferriprotdines. En trois heures la lactotrans- 
ferrine huniaine (LFH) e t  la transferrine humaine (TRH) ont  atteint lcur maximum tle radio- 
activitd. 11 faut 5 h & la ferritine 6quine pour s'dlever & 9,849 . 105 cpm. A la 5 e  lieure on a me- 
surC unc activitd tle 1,2S2 . lo6  cpm pour LFH e t  tle 1,198 . 106 cpm pour TRH. E n  poursuivant 
la clialysc on a observd 1Cgi.r unee rdgression cles valcurs, dc l'ordrc clc 15:6, difficile i expliquer 
puisquc Ics mcsures de radioactivit6 ont d t b  extrapoldcs au  temps 0. Compardc A la fixation non 
spdcifique d u  fer sur la serumalbuminc, l'affiniti des ferriprotkines pour ce metal cst netteinent 
supgrieure. 12a mBmc sdric d'affinitd (11) ddcroissante se retrouve ici : 

.-\LFH > ; \ , r ~ k i  > A F K ~ ;  

:\insi le citratc n'a pas rnotlifid la fixation diffCrcntielle d u  59Fe par la siric tlc fcrriprotbines prises 
en considkration, mais a exagdrd 1es diffdrences e t  accru la rapiditd tles dchangcs. 

?ype I I I .  Transfert du fer  de 59Fe-tvansferr~ne c i  diverses ferriprotdanes par l ' intermidiaire d ' u n  
munchon d e  ferritine. Pour etudier l'influence de la ferritine sur le transfert du fer in vitro tl'une 
ferriprotdine i l'autre, nous avons intercald entrc Ic sac donateur et  la solution, un sccontl sac 
tle tlialyse cl'un diami-trc tr6s I d g h m c n t  supCrirur au prcmicr ct sdpard de celui-ci par un treillis 
tle nylon (toile no 220, fabricant: (;. B ~ P P  & C o ,  Zurich 46). Les deux sacs Etaient maintenus 
conccntriquement tlms le support ad hoc (voir fig. 3) .  Dans l'espace restreint indnagd entre eux, 
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on a dkposk 0,l ml de solution de ferritine i 0,5% ou, comme contrBle de I’efficacitk de la ferritine, 
0,l ml de solution de skrumalbumine humaine i 0,04y0. Ces solutions intermidiaires constituaient 
tles manchons 2t travers lesquels devaient se faire les Cchangcs du sac aux solutions habituelles 
hors iles sacs. 

La substance donatrice dtait la transferrine humaine marquCc nu b91:e ddjk dCcrite. Les prises 
6taient constitukes par 2.4 ml de solution de ferriprotkine A 0, l% (voir fig. 6). L’influence d’un 
manchon de ferritine (solution 1) ou de skrumalbumine (solution 2) a etk examinke sur la lacto- 
transferrine humaine, compar6e par ailleurs A la lactotransferrine bovine (solution 3) et k la trans- 
ferrine humaine (solution 4), ces deux derni&res avcc manchon de ferritine. La skrumalbumine 
(solution 5) avcc manchon de s&umalbumine, et le tampon phosphato 0 , l ~  pH 7.4 (solution 6 )  
nvc‘c manchon dc fcrriiinc, ont scrvi dc. t6moins. 

RADIOACTIVITE DES  SAC^ E l c m  MANCHON 

. ~~ 

455rng dhbut f i n  

1. 0 LFH LACTOTRANSFERRINE HUMAINE 0,095 , SAH 0,04‘b 
,! i ! 2  ,’ o LFH 0,095 ~FERRIT~NE 0,05% 

95 670 47 750. y,. 3. A LFB LACTOTRANSFERRINE BOVINE 0.100 
96 517 44 631. l - 4  TRH TRANSFEC1RINE HUMAINE 0,087 
94 213 34 947, ‘,\ 5 @ SAH SiRUMALBUMINE HUMAINE 0,022 ISAH 0,04O/o 

\ ,tUR ,6 + T TAMPON PHOSPHATF p~ 7,4 0,000 FERRITINE 0,05% 

I 1  

Fig. 6. Expkrience du type I I I 

Transfert du fer de 69Fe-transferrine (sac donateur par dialyse i travers un manchon (concen- 
trique a u  sac) contenant 0 , l  ml de ferritine 0,05% ou 0, 1 ml de s6rumalbuminc & 0,040/,, aux 
ferriprotkines principales en solution A 0.1 yo : 1. lactotransferrine humaine (LFH) avec manchon 
de s6rumalbumine (SAH) : 2. lactotransferrine humaine (LFH) avec manchon de ferritine; 3 .  lacto- 
transferrine bovine (LFR) avcc manchon de ferritine : 4. transfcrrine humaine (TRH) avec man- 
chon cle ferritine. 1.c~ contrbles: 5. skrumalbuminc (SAH) ct 6. tampon phosphate 0,l  M ,  pl1 7,4, 
ont rcspcctivcmcnt des manchons dc skrumallmmine ct tlc klrrit inc. 

La position des diffkrentes courbes au cours 
dCtaill6e dans un  graphiquc supcrpos6. La radio 
i l c  I’i.xpdric~ncc:. Lcs positions des extinctions p(w 

heures (rectangle hachur6) cst 
s t  d0nni.c a u  tlClmt et 21 la  fin 
grnphiilnenient sur la figure 1.  

Rksultats des expkriences du type 111. 

1. Le manchon de ferritine a pour effet d’accklkrer au dkbut le transfert du fer 
de la transferrine du sac B la lactotransferrine humaine (LFH) de la solution 2. 

2. Cependant d&s la 96“ heure la solution 1 de lactotransferrine humaine dans la- 
quelle le fer diffuse par l’intermkdiaire d’un manchon tkmoin de skrumalbumine pr6- 
sente une radioactivitk supkrieure & celle de la solution 2. 

153 
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3.  Le manchon de ferritine ne modifie pas l’ordre des affinitks globales des di- 
verses ferriprotkines Ctabli lors des prkcCdentes experiences. 

4. Le tampon n’a pas capti: significativcment plus de fer libre tlans rct  essni ;tvec 
manchon de ferritine que dans les cxpkriences prkcildentes. 

5. De nouveau on note la relation inverse entre I’importance tie In rad‘oactivitk 
finale dans la solution et dans le sac correspondant. Ainsi le manchon de ferritine, 
capable d’accillkrer le passage du fer et de favoriser son kchange, niaintient captif 
une certaiiie partie de celui-ci. La ferritine utiliste n’a pas Ctc! privke clc fcr avant 
l’expkrience, mais sa capaciti: de fixation est si C-1evi.c qu’elle a encore CtC capable 
d’en retenir. 

Discussion 

Nos expitriences de transfert du “Fe A diverses ferriprotitines montrent que l’affi- 
nit6 de la ferritine dkpositaire pour le fer est infkrieure a celle des protkines transpor- 
teuses. Ces dernihes se classent comme suit par ordre d’affinitb clbcroissante pour 
le fer: 

lactotransferrine humainc > lactotransferrine bovine > transferrine humaine 

La petitesse des cpantitbs de fer respectivement libre ou liC 2 !a skrumalhumine 
met en kvidence la nkcessitb d’un substrat protkique spitcifique pour Ics bchanges de 
fer. Le contr6le de la fixation effective du s9Fe sur les ferriprotkines des solutions 
extkrieures a ktk rkalisk par autoradiographie des immuno-klectrophorises. 

La figure 7 met en kvidence l’adsorption non spkcifique faible du fer sur la skrurn- 
albumine et la fixation spkcifique forte du fer sur la transferrine. Les figures 7h et 

A 

C 

D 

Fig. 7. Fixation non spe‘cifique fuible du fer SUI la sirumalburnane, fixation spdcifique forfe du  f e r  
sur la transferrine 

Immunoelectrophorkse de serumalbumine en A, ou de tra.nsferrint: en C, rdv616es par un im- 
muns6rum anti-serum humain normal. On a place des prot6int:s avant la fixation de 5sl’e clans Ics 
reservoirs supkrieurs, et  aprhs celle-ci, dans les rdservoirs inf6rieurs. 

Lautoradiographic B correspondant i l’immuno-Clectrophorbse tle la sCruma1l)uminc~ prC- 
sente unc faible trace radioactive. L’autoradiographie I) correspondant l’iInmuno-6lectrophor~s~ 
cle la transfcrrine prCsentc au contrairc utie forte tracc de radioactivitd. Seules Ics protCincs prcW 
v6es aprbs lcur misc en contact avec le 691’e ont present6 cles trac-cs r i c  mdionct ivi t t~.  
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7 C prksentent des immuno-Clectrophor~ses respectivement de skrumalbumine et de 
transferrine, rkvklires par un immunskrum anti-skrum humain normal. Dans ces ex- 
periences les rkservoirs superieurs contenaient les p r o t h e s  avant le debut de I’expP- 
rience de transfert (type I), et Ies rkscrvoirs infkrieurs, Ics memes solutions protkiques 
a la fin de l’expkrience. Les autoradiographies 7B et 7 D  prksentent des traces de 
radioactivitk uniquement dans les cas (rkservoirs infbrieurs) des protkines ayant Ctk 
en contact avec le “Fe. L’autoradiographie B correspondant B l’immuno-klectro- 
phorhse de la shmalbumine,  prksente une trks faible trace radioactive, reflet des 
basses valeurs de radioactivith mesurkes avec cette protkine et de la fixation non 
spkcifique du fer. Par contre I’autoradiographie D correspondant B l’immuno-klectro- 
phorbe de la transferrine montre un marquage spkcifique et tres fort de la ferri- 
protkine par le 59Fe. Le fait que cette solution de transferrine rkagit encore parfaite- 
ment apr&s l’expkrience tkmoigne du maintien, au cours de celle-ci, de l’intkgritk 
protkique. 

Mais dans les associations du fer aux ierriprot4ines dkfinies plus haut, d’autres 
facteurs peuvent intervenir et  modifier dans une large mesure la rapiditit et la valeur 
absolue des kchanges. Plusieurs possibilitks se prksentent d’agir in vitro sur l’en- 
semble fer-ferriprotkines privkes de In plus grande partie de leur fer: pH, agents 
riltlucteurs, HCO,-, chklateurs. 

L’equation proposke par L A U R E L L ~ ~ )  pour la iormation du complexe peut expli- 
quer nos observations avec HCO,- et le citrate : 

TRH -1- 2Fe+++ -1- 2H  C0,- rC__ [(Fe+++OH-CO,), (TRH - 4H)j - 1  4H+ 
(complexe colorC) 

L’hydrogknocarbonate fait partie intkgrante du complexe en quantitk Cquimolk- 
culaire et une caretice en ce compos6 en emp&che la formation. 

Le rBle des chklateurs cst important. Lc citrate en particulier skquestre le fer tri- 
valent pour former hi-meme un complexe, Iion color& cependant, et favorise la disso- 
ciation du complexe fer-transferrine. I1 agirait comme transporteur de Fe d’une pro- 
tkine A l’autre. Une influence semblable du citrate sur la dissociation du 59Fe de la 
transferrine skrique du Rat a k t k  observCe par CHARLEY et ~ 0 1 1 . 1 ~ ) .  D’autres chkla- 
teurs, tels la phhanthroline et l’acide kthylhediamine-tPtracktique soiit titilisks par 
ccs auteurs qui confirment nos rksultats. 

L’application de nos rbsultats au cas de l’animal vivant, avec les restrictions que 
l’on se doit d’ilvoquer dans ce genre d’extrapolation, permet d’Cclairer plusieurs points 
du mktabolisme martial. Ainsi lors de la rksorption duodknale dii fer dkjB, les clikla- 
teurs et rkducteurs de la nourriture agissent daiis le mCme sens que ceux ( p i  ont 
favorisk in vitro le transfert du 59Fe d’une fcrriprotkine a l’autre ou permis sa disso- 
ciation des formes likes. La transferrine privke de fer s’est montrke capable de sous- 
traire le mktal a la transferrine liire au fer, ce qui permet de rendre compte des trans- 
ports physiologiques de ce mCtal par cette protitine (expCricnce clu type I). De plus, 

15) C. B. LAURELL, Acta physiol. scancl. 14, Suppl. 46 (1947). 
16) P. C,HARLEY. M. KOSENSTIUN, E. SHORE & P. S A r r M A N ,  Arch. Biochemistry Biophysics 88, 

222 (1960). 
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l’affinitk de la ferritine s’est rCv61Ce plus faible que celle de la transferrine partielle- 
ment dissocike, ce qui indique la possibilitk pour cette dernikre de prklever du fer 
dans les dCpbts de ferritine et d’hCmosidQine hepatiques ou splCniques (expkriences 
des types I et  11). La ferritine de son cGtC peut kgalement capter, k partir de la “Fe- 
transferrine proche de la saturation, une partie du fer que celle-ci cede facilement, ce 
qui explique la formation des dkpbts (expkrience du type 111). 

Lors d’une Ctude ulterieure des modalitks de transfert du 59Fe aux tissus et liquides 
biologiques nous aurons l’occasion de faire intervenir les donnCes de base prksentkes 
ici et d’en indiquer d’autres prolongements d’intCr&ts physiologiques 17). 
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SUMMARY 

The exchange of 59Fe between various ‘ferriproteins’ has been studied by equili- 
brium dialysis. The affinity (A) of the proteins for iron decreases in the following 
order : 

Allurnan lactotransferrin > Abovine lactotransferrin > Ahurnan transferrin > Aequin? ferritin 

Ferritin has been claimed to play an important part for the in vivo transfer of iron. 
No such effect has been observed in our in vitro experiments: the sequence of the 
affinities for iron remains in the same order : human lactotransferrin, bovine lacto- 
transferrin, human transferrin. 

On the other hand, chelating agents such as citrate increase the rate of 59Fe ex- 
change as well as the total amount of iron transferred. The sequence of the affinities 
for iron is not modified by the presence of chelating agents. 

The above results explain several particularities of the iron metabolism. 
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