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SUMMARY

The synthesis and some of the properties of cycloheptatriene-1,6-dicarboxylic acid
and its norcaradieneoid anhydride are described.

Organis.ch—chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule Ziirich

322. Transfert et équilibre de dialyse du *Fe entre les principales
«ferriprotéines»!)

par B. Blanc et H. Isliker
(30 1X 63)

Par le terme ferriprotéines, on désigne des protéines non hémiques fixant spéci-
fiquement le fer trivalent sous forme de complexes colorés. Selon leur fonction, leur
poids moléculaire et le nombre d’atomes de fer susceptibles d’étre liés, on peut dis-
tinguer deux groupes de ferriprotéines:

1. Les ferriprotéines transporteuses qui prélévent le fer des dépédts, le véhiculent
dans l'organisme et le libérent a I'endroit voulu. D’un poids moléculaire inférieur a
100000 elles ne fixent qu’un nombre restreint d’atomes de fer par molécule: 2 au
maximum pour la transferrine sérique?) et la conalbumine®) de I'ceuf, normalement
2 pour la lactotransferrine lactosérique?) qui peut cependant en fixer jusqu’a 69).

2. Les ferriprotéines dépositaires qui retiennent le fer jusqu’au moment propice
a sa libération. Leur poids moléculaire dépasse 400000. L’apoferritine en fixant le
fer devient la ferritine qui peut en contenir environ 2000 atomes, soit le 20 a 249
de son poids moléculaire d’environ 500000. L'hémosidérine contient 379, de fer soit
environ 3000 atomes par molécule.

Le métabolisme du fer étant conditionné par les échanges entre les ferriprotéines
transporteuses et dépositaires, le but de notre travail était d’explorer, par équilibre
de dialyse, les modalités de ces transferts.

Matériel et méthodes

Prépavation des ferviprotéines: La transferrine humaine a été isolée selon KISTLER ef coll.6).
l.a lactotransferrine humaine a été préparée par la méthode de BLanc & ISLIKER?), et la lacto-
transferrine bovine, isolée par GrRovEs’) a été aimablement mise a4 notre disposition par M. le
Prof. T. L. McMEEKIN (Eastern Regional I.aboratory, Philadelphia, Penn., U.S.A)). La ferritinc
équine commerciale a été fournie par PENTEX INC., Kankakee, IlI., U.S.A.

1) Dédié au Prof. K. BERNHARD 4 'occasion de son 60¢ anniversairc.

2) C. B. LaureLL & B. INGELMAN, Acta chem. scand. /, 770 (1947).

%) R.C. WarNER & . WEBER, ]. biol. Chemistry 797, 173 (1951); R. C. WoopworTE & A. L.
ScHADE, Arch. Biochemistry Biophysics 82, 78 (1959).

%) B. Branc & H. IsLIKER, Bull. Soc. Chim. biol. 43, 929 (1961); J. MONTREUIL, |. TONNELAT
& S. MULLET, Biochim. biophys. Acta 45, 413 (1960). :

% J. MoNTREUIL, J. TONNELAT & S. MULLET, Biochim. biophys. Acta 45, 413 (1960).

8) P. KisTLER, Hs. N1TsCHMANN, A. WYTTENBACH, M. STUDER, CH. NIEDERSGST & M. MAUER-
HOFER, Vox Sanguinis J, 403 (1960).

?) M. L. Groves, J. Amer. chem. Sac. §2, 3345 (1960).
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Ieelation entve la teneur en fev des ferviprotéines et la valeur de Uextinction a 455 myu. Les ferri-
protéines transporteuses possédent un maximum d’absorption entre 452 ct 470 myu. La valeur
absolue de I'extinction est en relation directe avec la quantité de fer fixée par la protéine et 'in-
tensification de la coloration du complexe fer-protéine. Lorsque la capacité totale de fixation de
fer par la protéine cst atteinte (saturation), il n'y a plus de changement de couleur ni de variation
de I'extinction.

Sur ces constatations sont basées des méthodes directes d’estimation de la teneur en fer d’unc
ferriprotéine et de sa capacité de fixation de fer supplémentaire (VENTURA®); SHADE & CAROLINE®).

Nous avons établi le comportement de la transferrine humaine isolée, en solution a 0,65 % ct
privée préalablement d’une partie de son fer, lors d’additions successives de fer (sous form¢ de
FeS0,, (NH,),S0, dont le Fe** est évidemment oxydé par l'air en Fe®*) jusqu’a obtention du
maximum d’absorption observé dans nos conditions d’cxpérimentation 4 455 mgu. Les lectures
ont été faites 5 min aprés chaque adjonction. La sérumalbumine humaine (SAH) a servi de témoin.

I.a figure 1 montre I'influence du NaHCOj, et du tampon citrate sur la formation du complexc
coloré ct permet de repérer le degré de libération de fer, obtenu pour les diverses ferriprotéines
étudides dans nos expériences utilisant le fer radioactif.

L.a courbe de gauche, obtenue en tampon 0,02m en phosphate et 0,005M en NaHCO,, pH 6,5,
cst d’allure rectiligne jusqu’au point de saturation (Eiggin;‘ = (1,525) correspondant a 30 ug de fer
ajoutés. C’est la courbe de référence. Les cuvettes contenant 3,8 ml, cela équivaut a 1,21 ug de
fer par mg de transferrine, cc qui correspond & la valeur de 1,25 indiquée par KoecHLIN),

Dans le tampon phosphate 0,02M, pH 6,5, seul, le point de saturation cst atteint déja avee
20 pg de fer (Ei?;‘mu = (,218). L'introduction de¢ 5 mmoles de NaHCOj, dans lc milicu a élevc le
coefficient d’extinction qui, & 30 ug de fer, rejoint presque le niveau de 0,5 environ atteint par
la courbe de référence.

Lorsque la transferrine se trouve en tampon citrate 0,1M, pH 6,5 (tampon de I'expérience 11
utilisant du fer radioactif), la formation du complexe est fortement inhibée. Il y a compétition
cntre le chélateur ct la protéine pour le fer et seule une faible proportion de ce dernier (}/; environ)
sc lie & la protéine. L’adjonction de 5 mmoles de NaHCO; a cependant pour effet d’élever les
coefficients d’extinction de 0,11 & 0,25.

Les coefficients d’extinction (voir partie droite de la figure 1) des ferriprotéines avant le début
des expériences ont été mesurés en milieu phosphate 0,02m, pH 6,5, contenant 5 mmoles de
NaHCO,, comme pour la courbe de référence a 0,65%,. Pour les expériences des types I et I,
(voir plus loin) la concentration protéique a été ultéricurcment abaissée, respectivement a 0,55
puis 0,19%,.

Les précautions qu’exigent les manipulations des substances radioactives n’ont pas permis

i . 1 S ~ o . a -
dc mesurer les cocfficients h}ggmﬂ, aprés couplage du ®T'¢ aux protéines ci-dessus, a la fin de

I'expérience.

Dissociation du fev lié aux fervipyotéines. Les ferriprotéines des solutions réceptrices ont été
soumises au préalable a la libération de fer la plus poussée compatible avec unc non-dénaturation
protéique. Pour cela nous avons combiné I'effet du pH, de réducteurs et de chélateurs, en dia-
lysant 1 volume de solution de ferriprotéine a 0,65%, contre 100 volumes environ du tampon:
citrate 0,1m, pH 4,5, 10-%M en chlorhydrate de L-cystéine et 20 - 10~8m en chlorhydrate de phénan-
troline. Par 5 dialyses successives de 8 h chacune, le dialysat étant de moins en moins coloré par
le complexe fer-phénantroline, le taux en fer de la transfervine humaine (TRH) a été considérable-
ment abaissé. On peut en repérer la valeur obtenue aprées dialyse contre tampon phosphate 0,02 m,
pH 6,54+ NaHCO, par comparaison avec la courbe de référence {1re & gauche sur la figure 1) don-
nant la relation cntre tencur en fer et extinction: dans les trois types d’expériences, les coeffi-

o étaient de 0,111, 0,132 et 0,087. Ils ont été notés dans la partic droitc de

cients respectifs E155mu

la figure 1 (I’échelle pour Ei?snmu est partout la méme).
#) S. VENTURAa, J. clin. Path. 5, 271 (1952).

% A.L.Scuape & L. CarRoLINE, Science 704, 340 (1946).
10 1. A, KorcHLIN, J. Amer. chem. Soc. 74, 2649 (1952).
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de 0,195 (voir figure 1, partic de droite, sous II). Afin d’abaisser la teneur en fer de cette ferri-
protéine et de son homologue lactique bovine {LFB) & des montants comparables a ccux de la
transferrine, lors des essais suivants, on a eu recours a unc préparation de desferri-ferrioxamine
(Desferrine, lot 29837 Ba, C1BA S.A., Balc).

Par deux dialyses de 8 h chacune contre une solution du tampon: citrate 0,1M, pH 3,5, 10~3nm
en desferri-ferrioxamine (p. mol. voisin de 600), on obtient pour les lactotransferrines humaines
et bovines des valeurs d’extinction & 455 mu du complexe fer-protéine trés voisines entre elles ct
trés proches de celle de la transferrine (voir figure 1, partic droite, colonnes T et T1I).

Dans les mémes conditions la lactotransferrine humaine (1.LFH) présenta un coefficient £
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Fig. 1. Relation entve la teneur en fer des ferviprotéines eth'intensité de la coloration du complexe fer-
protéine mesurvée pav Uextinction a 455 mu

A gauche: influecnce de 'adjonction progressive de fer sous forme de FeSO,, (NH,),SO, sur le
coefficient d’extinction de transferrine 4 0,65% en solution et dans les tampons citrate 0,1m, pH
6,5 ct phosphate 0,02M, pH 6,5 avant et aprés 'adjonction de 5 mmoles de NaHCO,. SAH : solu-
tion témoin de sérumalbumine humaine & 0,659, dans le tampon phosphate 0,02m, pH 6,5+
5 mM NaHCO,.

On remarque 'acroissement de Egg";:f;‘ apres l'adjonction de NaHCO,, I'influence défavorable
du citrate et, pour toutes les courbes, apparition de la saturation de la capacité de fixation du fer
par la protéine (partie horizontale des courbes).

A droite: comparaison des coefficients d’extinction des ferriprotéines avant les cxpériences
de transfert de fer radioactif types I, IT et ITI. Concentrations respectives des solutions protéiques:
0,55%, 0,65%, et 0,19%. L.LFH: lactotransferrine humaine; LFB: lactotransferrine bovine; TRH:
transferrine humaine; SAH sérumalbumine humaine (témoin); T: tampon solvateur.
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Le découplage partiel du fer de la ferritine a été réalisé selon MicHAELIS!) ¢t GRANICK &
MicuAELIS!?), par réduction au moyen de dithionitec dec sodium sous azote dans tampon acétate
de pH 4,6, puis formation d'un complexe coloré avec I'a,’-dipyridyle et dialyse jusqu’a dispari-
tion de la coloration dans le dialysat.

De cette fagon, la teneur initiale en fer de la ferritine (22,5%,) a été abuaissée a 4,2%,. On ne
saurait cependant comparer sans autre I’extinclion a 455 mu de la ferritine a celle d’antres ferri-
protéines dans lesquclles le taux en fer ct lc mode de liaison sont foncierement différents.

Technique de dialyse pouy les expériences de transfert. Dans le tube a cssai (& int. 15 mm,
épaisseur des parois 1,5 mm, longueur 100 mm) on dépose 2,4 ml dc solution réceptrice de $Fe
additionnée de 0,05 ml de thiomersal 1%, (éthylmercurithio-salicylate de Na). Avant le début de
V'essai la radioactivité du tube et de son contenu est déterminéc dans le compteur & scintillation
«Tracerlabs utilisé avec un appareil de mesure FRIESEKE & HoEPFNER, Erlangen. On obtient
ainsi la mesure radioactive témoin, supérieurc de 100 cpm environ a cclle du bruit de fond du
compteur vide, oscillant entre 300 et 350 cpm.

La solution donatrice de °Fe est déposée a I'intéricur d'un sac de dialvse (8/32 in. dc la Vis-
KING CORPORATION, Chicago, U.S.A.) fixé sur un support ad hoc assurant une étanchéité parfaite.

Vis de fermeture

Tige de préhension
et de_remplissage

.___Bague filetée

Cone inferieur
___avec bague filetée

Fig. 2. Support pour membranes dialysante (échelle 2:1)

[.a membrane de dialyse (VIskING 8/32 in.) cst placée dans le manchon. La misc en place du
cone inféricur ¢t de la tige de préhension, maintenus au manchon par des bagues filetées, assurent
une parfaite étanchéité, la membrane dialysante elle-méme jouant le role de joint. Le produit
(radioactif) cst introduit au moyen d’une seringue par le canal central de la tige de préhension.
Une vis permet d’obturer le canal dans sa partic supérieure. Des espacces libres sont ménagés sur
toute la hautcur du manchon. Ainsi le processus dc dialyse n’est pas ralenti.

[.e dispositif imaginé (v. fig. 2) permet:
1. de maintenir béants les sacs, qui offrent ainsi tous la méme surface de dialysc; le sac de
dialyse est maintenu entre deux cones serrés sur des contre-cones par des bagues filetdes;

1y L. MicHAELIS, Adv. Protein Chemistry 3, 53 (1947).
12) S, GraNIick & L. MICHAELIS, ]. biol. Chemistry 747, 91 (1943).
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2. de faciliter le remplissage du sac par la solution donatrice radioactive: & travers le canal
central de la partic supéricurc de notre support, il est aisé d’introduire I'aiguille de la seringue dc
précision permettant la mesure exacte de 0,5 ml;

3. de diminuer grandement les dangers de contamination radioactive lors de la séparation
sac-solution réceptrice, nécessaire lors de chaque mesure. En effet la forme ct le maintien de ce
support pour sac dc dialyse permet la préhension du sac par une pince & longue portée.

Aprés avoir mesuré la radioactivité initialc des sacs on les immerge sclon un ordre déterminé
et a des intervalles réguliers dans les tubes contenant les solutions de ferriprotéines réceptrices.

Les tubes complets sont alors immédiatement soumis 4 une rotation de 60 t/min sur un plan
incliné & 30°. Les concentrations protéiques & l'intérieur des sacs ct dans les solutions extérieurcs
ont été ajustées aux mémes valeurs. Aprés des temps de contact égaux, et dans I'ordre adopté lors
de leur mise en contact, les sacs sont retirés de leur solution, pour la mesure de leur radioactivité
dans le compteur a scintillation. Sacs et solutions sont mecsurés séparément; parfois I'activité
totalc a été également prise en considération.

Les cpm lus sont corrigés pour tenir compte des variations du bruit de fond (BF) radioactif,
et pour les solutions, de leur radioactivité initiale (RI). Ainsi: valeur corrigé = valeur lecture —
(RI - BF).

Ces valeurs corrigées sont extrapolées au temps 0 du début de I'expéricnce, la période du 3¥Fc
étant admise a 45,1 jours sclon SULLIVAN 1),

A la fin des essais, le ®*Fe de tous les produits radioactifs de déchet a été retenu sur une co-
lonne dc Dowex-50/8 (forme Ht).

Autoradiographies. Apres électrophorese en gélose ou sur papier ou cncorc aprés immuno-
dlectrophorese des solutions radioactives de ferriprotéines, nous avons procédé a des autoradio-
graphics avec une durée de contact de 2 et 20 jours suivant l'intensité radioactive des produits
étudiés (papier « Kopak Medical X-Ray Film No-Screens). I.e développement a été exécuté selon
les indications du fabricant.

Expéviences de transfert. Comme substance donatrice de fer radioactif, nous avons utilisé une
préparation de 59Fe-transferrine commerciale (¢3°Fe—1ron globulin complex steriles des labora-
toires AgsoT, North Chicago, TI1T., U.S.A., du lot FGC-015-1) contenant 13,8 mg dc protéine par
mt et 80,55 uC/ml, avec une activité spécifique de 14,3 p4C/mg. Une électrophorése de contrdle
sur papier de cette préparation a révélé une fraction unique en position f§,; l'enregistrement de la
radioactivité le long du trajet électrophorétique montre que le sommet de la radioactivité due au
fer correspond a la position de la fraction protéique (voir fig. 3).

La correspondance suivante a été notée dans la solution initiale légérement diluée: 1 ml con-
tenant 7 mg de transferrine ¢t 6 ug de fer possede une radioactivité de 6 500000 cpm correspondant
a environ 40 uC.

Nous avons procédé a trois types d’expériences.

Type I. Transfert du fer de ®® Fe — transfervine & diverses fevviprotéines en milieu phosphate. Des
solutions suivantes de ferriprotéines ont ¢té utilisées (concentration: 0,55 g/100 ml dans tampon
phosphate 0,1m, pH 6,5):

1. lactotransferrine humaine {LFH), Z‘ig’;w au début 0,119;
2. lactotransferrine bovine (LLFB), EXET a4 début 0,115;
{

(

453mp

TRH), ES8 au début 0,112;

FRE), EX¥"  au début 2,0.

455mu

3. transferrine humaine

4. ferritine €quine

[.cs extinctions initiales & 455 my permettent de comparcr les quantités de fer lid aux diverses
protéines avant I'expérience; ces points sont reportés sur la partie droite de la figure 1. Une solu-
tion de sérumalbumine humaine a servi de témoin pour ’absorption non spécifique du fer sur les
protéines. Enfin I'emploi du tampon phosphate scul a permis de mettre en évidence la quantité
de %9Fe non liée ou qui spontanément diffusait & I'extérieur du sac contenant la ¥ Fe-transferrine.
Les activités des sacs au début et a la fin de I'expdrience sont reportés sur la figure 4 (v. légende):
avec les ferriprotéines utilisées, on remarque unc élévation de la radioactivité, qui atteint, apres

13) W, H. Surrivan, «Trilinear chart of nuclidess. Atomic Energy Commission USA, 2¢ édition,
1957.
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Fig. 3. Spécificité de la liaison du %®Fe & la iransfervine
A électrophorése sur papier de la transferrine liée au ®®Fe, utilisée pour lcs expériences de
transfert; la coloration a Fazocarmin montre I'’homogénéité de la transferrine employée (zone f3,).
B: autoradiographie obtenuc apres contact de 3 jours, avec I'électrophérogramme décrit sous
A; la radioactivité coincide avec la position de la transferrine.
C: cnregistrement de la radioactivité de I'électrophérogramme de la transferrine. Le pic, im-
portant, correspond a I'emplacement de la fraction protéique.

un ralentissement momentané, un plateau définitif d’équilibre a partir de la 65¢ heure. Afin de
montrer que le plateau atteint ne signifiait pas la saturation en fer pour nos solutions, ce qui eiit
été impossible avec les doses utilisées (0,5 ml a 0,559, de protéine contenant 0,10-0,129, de fer
a I'intérieur du sac ne peuvent saturer 2,4 ml de solution de ferriprotéines a Ja méme concentration
privées initialement de leur fer!4)), nous avons a la 90¢ heure immergé de nouveaux sacs de dia
lyse. Cela a cu pour cffet d’élever & nouveau les radioactivités des solutions extérieures, mais un
équilibre n’a pas tardé a sc manifester. On peut expliquer ’allure des courbes et I'apparition du
plateau final d’équilibre de la maniere suivante: au début, la transferrine du sac contient seule
du fer en concentration normale tandis que les ferriprotéines des solutions en sont privées; celles-ci
captent donc avec avidité le fer radioactif libéré par la réaction:

(39Fc)-transferrine “—— %9Fe¢ + transferrine.

I.cs sacs de ferriprotéine donatrice de 3%Fe¢ (°Fe-transferrine) ont été renouvelés i la 90 heure;
un trait vertical sépare les deux parties de I’expérience. La zone du rectangle hachuré est agrandie
en dessus et légérement a droite ce qui permet de mieux apprécier la position respective des points
des différentes courbes au cours des 5 premiéres heures. Les positions respectives des extinctions
(E) a 455 my des ferriprotéines au début peuvent étre repérées graphiquement sur la figure 1.

14 Avec des ferriprotéines non privées de leur fer, il aurait fallu - d’aprés les résultats d’essais

préliminaires — étendre les expériences a plusieurs semaines, ce qui est incompatible avec la
stabilité des préparations €tudiées.
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Fig. 4. Expérience du type |
Transfert du fer de % Fe-transferrine humaine en milieu phosphate, 0,1M, pH 6,5, aux princi-
pales ferriprotéines en solution & 0,559, : lactotransferrine humaine (LFH, courbes 1-17), lacto-
transferrine bovine (I.FB, courbes 2-2"), transferrine humaine (TRH, courbes 3-3’), ferritine
équine (FRE courbes 4-4), sérumalbumine (SAH, courbes 5-5') et le tampon phosphate 0,1m,

pH 6,5 (T, courbes 6-6).

Résultats des expéviences du type I. Un des produits de dissociation du complexe étant séques-
tré immédiatement et au fur et & mesure de sa libération, ’équilibre de la réaction est déplacé vers
la droite. La radioactivité due au fer se stabilise pour chaque protéine 2 un niveau différent, ni-
veaux d’antant plus élevés que la constante d’association de la protéine avec le fer est plus grande.
Ceci est confirmé par le fait que plus la solution extérieure a capté de fer, moins le sac correspon-
dant en contient a4 la fin de I’expérience, et inversément.

A la 90¢ heure, la radioactivité de la transferrinc humaine était légérement inférieure a celle
de la ferritine; lcs activités observées dans les nouveaux sacs ont permi d’établir I’ordre d’affinité
(A) suivant, que nous rencontrerons aussi dans les autres types d’expériences:

ALFH > ALFB > ATRH > Asau

Type 11. Transfert du fev de *®Fe-transfervine & divevses ferviprotéines en miliew citvate. 1.'in-
fluence du citrate, agent chélateur présent normalement dans les liquides biologiques, sur les
transferts du fer entre les principales ferriprotéines a ¢té examiné dans ce type d’expérience. Nous
avons adopté lc pH 6,5 et la molarité 0,1mM du tampon phosphate des expériences du type I, ce
qui nous a permis de préparer les solutions suivantes de ferriprotéines 4 0,659, :

— lactotransferrine humaine (LFH), Eiggum” au début 0,193 (fig. 1);
- transferrine humaine (TRH), Eig?m” au début 0,133 (fig. 1);

— ferritine équine (fig. 1).

Une solution de sérumalbumine 4 0,659, et lc tampon citrate lui-méme ont été utilis€s comme
contréles. La figure 5 donne les résultats obtenus au cours de 127 heures de dialyse.

(FRE), EgT . au début 2,0
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Fig. 5. Expérience du type 11
Transfert du fer de ¥Fe-transferrine en milieu citrate 0,1m, pH 6,5, contcnuc dans les sacs,
par dialyse de 127 h, aux ferriprotéines suivantes en solution a 0,659 : 1. lactotransferrine hu-
maine (LFH); 2. transferrine humaine (TRH); 3. ferritine équinc (FRE). Comportement des
solutions de contréle: sérumalbumine {SAH} {voir courbe 4} tampon (1) {voir courbe 5}. La radio-
activité des sacs est donnée au début et a la fin de I'expérience. Les extinctions correspondantes
peuvent étre repérées graphiquement sur la figure 1.

Résultats des expéviences du type II. On constate d’emblée un transfert considérable de
radioactivité des sacs aux solutions sauf dans la solution extérieure du tampon seul et dans celle
du témoin sérumalbumine, dont les radioactivités se maintiennent 4 des niveaux trés bas garan-
tissant ainsi la spécificité des résultats obtenusavec les ferriprotéines. Iin trois heures la lactotrans-
ferrine humaine (LLFH) et la transferrine humaine (TRH) ont atteint Icur maximum de radio-
activité. Il faut 5 h a la ferritine équine pour s'élever a 9,849 - 105 cpm. A la 5¢ heure on a me-
suré unc activité de 1,282 - 108 cpm pour LFH et de 1,198 - 108 cpm pour TRH. En poursuivant
la dialyse on a observé légér unee régression des valeurs, de 'ordre de 159, difficile a expliquer
puisque les mesures de radioactivité ont été extrapolées au temps 0. Comparée a la fixation non
spéceifique du fer sur la sérumalbumine, I'affinité des ferriprotéines pour ce métal cst nettement
supérieure. L.a méme série d’affinité (A) décroissante se retrouve ici:

AL¥H > ATRH > APRE -

Ainsi le citrate n’a pas modifié la fixation différentielle du 5*Fe par la séric de ferriprotéines prises
en considération, mais a exagéré les différences et accru la rapidité des échanges.

Type [ 1. Transfert du fev de >® Fe-transfervine & divevses fevviprotéines par 'inteymédiaive d'un
manchon de fevvitine. Pour étudier l'influence de la ferritine sur le transfert du fer in vitro d’une
ferriprotéine a l'autre, nous avons intercalé entrc le sac donateur ct la solution, un second sac
de dialyse d’un diamétre tres légerement supéricur au premicer et séparé de celui-ci par un treillis
de nylon {toile n® 220, fabricant: ;. Borp & Co, Zurich 46). Les deux sacs étaient maintenus
concentriquement dans le support ad hoc (voir fig. 3). Dans l'espace restreint ménagé entre eux,
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on a déposé 0,1 ml de solution de ferritine 4 0,5%, ou, comme contrdle de I'efficacité de la ferritine,
0,1 ml! de solution de sérumalbumine humaine & 0,049%,. Ces solutions intermédiaires constituaient
des manchons a travers lesquels devaient se faire les échanges du sac aux solutions habituelles
hors des sacs.

La substance donatrice était la transferrine humaine marquée au #Fe déja décrite. Les prises
étajent constituées par 2,4 ml de solution de ferriprotéine & 0,19 (voir fig. 6}. L’influence d’un
manchon de ferritine (solution 1) ou de sérumalbumine (solution 2) a été examinée sur la lacto-
transferrine humaine, comparée par ailleurs & la lactotransferrine bovine (solution 3) et a la trans-
ferrine humaine (solution 4), ces deux derniéres avec manchon de ferritine. La sérumalbumine
(solution 5) avec manchon de sérumalbumine, et le tampon phosphate 0,1m pH 7,4 (solution 0)
avee manchon de ferritine, ont servi de témoins.

RADIOACTIVITE DES SACS E Tem MANCHON
début  fin e 455mu S

93124 83719 _‘\/ 1. @ LFH LACTOTRANSFERRINE HUMAINE (0,095 [SAH 0,04%
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Fig. 0. LExpérience du type I11

Transfert du fer de 5°Fe-transferrine (sac donateur par dialyse a travers un manchon (concen-
trique au sac) contenant 0,1 ml de ferritine 0,05% ou 0, 1 ml de sérumalbumine a 0,049}, aux
ferriprotéines principales en solution & 0,19%,: 1. lactotransferrine humaine (LFH) avec manchon
de sérumalbumine {SAH); 2. lactotransferrine humaine (LFH) avec manchon de ferritine; 3. lacto-
transferrine bovine (LFB) avec manchon de ferritine; 4. transferrine humaine (TRH) avec man-
chon de ferritine. I.es contréles: 5. sérumalbumine (SAH) ¢t 6. tampon phosphate 0,1m, pH 7.4,
ont respectivement des manchons de sérumalbumine ct de ferritine.

La position des différentes courbes au cours des 10 premiéres heures (rectangle hachuré) est
détaillée dans un graphique superposé. ILa radioactivité des sacs est donnée an début et a la fin
de I'expérience. Les positions des extinctions peuvent étre repdérées graphiquement sur la figure 1.

Résultats des expériences du type III.

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

2. Cependant dés la 96° heure la solution 1 de lactotransferrine humaine dans la-
quelle le fer diffuse par I'intermédiaire d’'un manchon témoin de sérumalbumine pré-
sente une radioactivité supérieure a celle de la solution 2.

183
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3. Le manchon de ferritine ne modifie pas l'ordre des affinités globales des di-
verses ferriprotéines établi lors des précédentes expériences.

4. Le tampon n’a pas capté significativement plus de fer libre dans cet essai avec
manchon de ferritine que dans les expériences précédentes.

5. De nouveau on note la relation inverse entre I'tmportance de la rad’oactivité
finale dans la solution et dans le sac correspondant. Ainsi le manchon de ferritine,
capable d’accélérer le passage du fer et de favoriser son échange, maintient captif
une certaine partie de celui-ci. La ferritine utilisée n'a pas été privée de fer avant
I'expérience, mais sa capacité de fixation est si élevée qu’elle a encore été capable
d’en retenir.

Discussion

Nos expériences de transfert du *Fe a diverses ferriprotéines montrent que 1’affi-
nité de la ferritine dépositaire pour le fer est inférieure 4 celle des protéines transpor-
teuses. Ces derniéres se classent comme suit par ordre d’affinité décroissante pour
le fer:

lactotransferrine humaine > lactotransferrine bovine > transferrine humaine

La petitesse des quantités de fer respectivement libre ou 1ié & la sérumalbumine
met en évidence la nécessité d’un substrat protéique spécifique pour les échanges de
fer. Le controle de la fixation effective du >*Fe sur les ferriprotéines des solutions
extérieures a été réalisé par autoradiographie des immuno-électrophoréses.

La figure 7 met en évidence I'adsorption non spécifique faible du fer sur la sérumn-
albumine et la fixation spécifique forte du fer sur la transferrine. Les figures 7A et

’ A
e, T AR R
B
s
c
D

Fig. 7. Fixation non spécifique faible du fer sur la sévumalbumine, fixation spécifique fovie du fev
sur la transfervine

Immunoélectrophorése de sérumalbumine en A, ou de transferrine en C, révélées par un im-
munsérum anti-sérum humain normal. On a placé des protéines avant la fixation de 1% dans les
réservoirs supérieurs, et aprés celle-ci, dans les réservoirs inférieurs.

L’autoradiographie B correspondant a I'immuno-électrophorése de la sérumalbumine pré-
sente une faible trace radioactive. L’autoradiographie D correspondant a I'ilmmuno-électrophorése
de la transferrine présente au contraire une forte trace de radicactivité. Seules les protéines préle-
vées apres leur misc en contact avec le #1% ont présenté des traces de radioactivité,
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7C présentent des immuno-€électrophoréses respectivement de sérumalbumine et de
transferrine, révélées par un immunsérum anti-sérum humain normal. Dans ces ex-
périences les réservoirs supérieurs contenaient les protéines avant le début de 'expé-
rience de transfert (type I), et les réservoirs inférieurs, les mémes solutions protéiques
a la fin de 'expérience. Les autoradiographies 7B et 7D présentent des traces de
radioactivité uniquement dans les cas (réservoirs inférieurs) des protéines ayant été
en contact avec le °Fe. L’autoradiographie B correspondant a I'immuno-électro-
phorése de la sérumalbumine, présente une trés faible trace radioactive, reflet des
basses valeurs de radioactivité mesurées avec cette protéine et de la fixation non
spécifique du fer. Par contre 'autoradiographie D correspondant a 'immuno-électro-
phorése de la transferrine montre un marquage spécifique et trés fort de la ferri-
protéine par le 5Fe. Le fait que cette solution de transferrine réagit encore parfaite-
ment aprés l'expérience témoigne du maintien, au cours de celle-ci, de l'intégrité
protéique.

Mais dans les associations du fer aux ferriprotéines définies plus haut, d’autres
facteurs peuvent intervenir et modifier dans une large mesure la rapidité et la valeur
absolue des échanges. Plusieurs possibilités se présentent d’agir in vitro sur l'en-
semble fer-ferriprotéines privées de la plus grande partie de leur fer: pH, agents
réducteurs, HCO,~, chélateurs.

L’équation proposée par LAURELLY®) pour la formation du complexe peut expli-
quer nos observations avec HCO4~ et le citrate:

TRH - 2Fet++ 4+ 2H CO4~ 22— [(Fet+*OH-CQO,), (TRH — 4H)] 4- 4H+
(complexe coloré)

L’hydrogénocarbonate fait partie intégrante du complexe en quantité équimolé-
culaire et une carence en ce composé en empéche la formation.

e role des chélateurs est important. Le citrate en particulier séquestre le fer tri-
valent pour former lui-méme un complexe, non coloré cependant, et favorise la disso-
clation du complexe fer-transferrine. Il agirait comme transporteur de Fe d’une pro-
téine 4 l'autre. Une influence semblable du citrate sur la dissociation du %°Fe de la
transferrine sérique du Rat a été observée par CHARLEY ef coll.1%). D’autres chéla-
teurs, tels la phénanthroline et I'acide éthylénediamine-tétracétique sont utilisés par
ces auteurs qui confirment nos résultats.

L’application de nos résultats au cas de 'animal vivant, avec les restrictions que
1'on se doit d’évoquer dans ce genre d’extrapolation, permet d’éclairer plusieurs points
du métabolisme martial. Ainsi lors de la résorption duodénale du fer déja, les chéla-
teurs et réducteurs de la nourriture agissent dans le méme sens (ue ceux qui ont
favorisé ¢n vitro le transfert du #*Fe d’une ferriprotéine a 'autre ou permis sa disso-
ciation des formes liées. La transferrine privée de fer s’est montrée capable de sous-
traire le métal A la transferrine lie au fer, ce qui permet de rendre compte des trans-
ports physiologiques de ce métal par cette protéine (expérience du type I). De plus,

15) C. B. LAURELL, Acta physiol. scand. 74, Suppl. 46 (1947).
16) P, CHARLEY. M., RoseNsTEIN, E. SHORE & D. SaLTMAN, Arch. Biochemistry Biophysics 88,

222 (1960).
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Paffinité de la ferritine s’est révélée plus faible que celle de la transferrine partielle-
ment dissociée, ce qui indique la possibilité pour cette derniére de prélever du fer
dans les dépdts de ferritine et d’hémosidérine hépatiques ou spléniques (expériences
des types I et II). La ferritine de son c6té peut également capter, a partir de la 5*Fe-
transferrine proche de la saturation, une partie du fer que celle-ci ceéde facilement, ce
qui explique la formation des dépots (expérience du type ITT}.

Lors d’une étude ultérieure des modalités de transfert du #*Fe aux tissus et liquides
biologiques nous aurons l'occasion de faire intervenir les données de base présentées
ici et d’en indiquer d’autres prolongements d’intéréts physiologiques?!?).
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SUMMARY

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

Ahuman lactotransferrin > Abovine lactotransferrin > Ahuman transferrin > Aequ'me ferritin

Ferritin has been claimed to play an important part for the ¢n 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 %®Fe 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.

Institut de Biochimie de I'Université de Lausanne
Medizinisch-Chemisches Institut der Universitat Bern

17) B. BLanc & H. IsLIKER, Helv. physiol. pharmacol. Acta, sous presse.





