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INTERACTION

DU PLUTONIUM AVEC
UNE PROTEINE DU SANG,
LA TRANSFERRINE

La transferrine humaine est
responsable du transport
du fer dans I'organisme.
Elle posséde aussi une

trés grande affinité pour le
plutonium tétravalent. La
mesure de cette affinité,
appelée constante de
complexation, n’avait

pas été revue depuis une
détermination unique

en 1991. A I’époque, il avait
été conclu que laffinité du
plutonium était identique

a celle du fer. Mais cette
premiére détermination
devait étre validée en
raison de I’'adoption de
plusieurs hypothéses
difficiles a vérifier. Pour
cela, le couplage entre une
électrophoreése capillaire et
un spectromeétre de masse
(ICPMS) a été utilisé au
CEA - DAM ile-de-France.
Il apparait de facon univoque
que la constante est en
réalité 10 000 fois supérieure
a celle du fer.

e plutonium est un des actinides les

plus radiotoxiques qui soient. Bien

quil ne posséde aucune fonction

physiologique connue, il peut étre

retenu par l'organisme et induire
des effets nocifs. En particulier, il saccu-
mule dans les os et le foie avant d’étre par-
tiellement excrété par les urines et les féces.
I1 est aussi transporté dans le sang par une
protéine abondante: la transferrine sérique.
La transferrine sérique (Tf) est une gly-
coprotéine caractérisée par une masse de
80000 daltons et constituée d’'une unique
chaine polypeptidique de 679 acides ami-
nés repliée en deux lobes, dits lobe N et
lobe C. Ils sont chacun constitués de deux
domaines distincts capables de se rappro-
cher et de s’éloigner I'un de I'autre. Chaque
lobe de la transferrine posseéde un site de
complexation du fer (III), situé a la char-
niére entre les deux domaines du lobe. La
complexation du fer par la transferrine est
particuliere: elle requiert obligatoirement un
anion additionnel appelé anion synergique.
Cet anion est le bicarbonate HCOy, il per-
met aux atomes de fer d’entrer dans les deux
cavités de la protéine avec une meilleure effi-
cacité (d’autres anions peuvent jouer ce role
comme 'anion nitrilotriacétate NTA). En
I'absence de fer, la transferrine a ses deux
lobes ouverts. En présence de fer, les deux
lobes se rapprochent alors I'un de lautre.
Le complexe Fe,Tt ainsi formé présente
donc une configuration dite fermée. Les
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cellules cibles du fer (III) possedent des
récepteurs membranaires spécifiques (TR)
du complexe Fe,Tf qui, 2 pH physiolo-
gique, reconnaissent uniquement la forme
complétement fermée de la protéine. Le
complexe TR-Fe, I ainsi formé est inter-
nalisé dans la cellule par un phénomeéne
d’endocytose. Apres relargage du fer, la
transferrine regagne le sérum par un phé-
nomeéne d’exocytose. La durée d’un cycle
est d’environ 4 minutes. La concentration
de la transferrine dans le sérum (30 pM)
est en exces par rapport au fer, de sorte que
seul 30% de la protéine est saturé en fer. La
molécule de transferrine a une durée de vie
moyenne de huit jours et peut participer a
100 cycles environ.

Bien que la fonction physiologique prin-
cipale de la transferrine soit de véhiculer le
fer vers les cellules, cette derniere possede
hélas des affinités pour d’autres métaux,
plus ou moins toxiques, comme le chrome,
le cuivre, le titane, le vanadium, le ruthé-
nium, aluminium, le gallium, les lantha-
nides, les actinides, etc.

Des résultats récents ont montré que le
plutonium utilisait le méme mécanisme
d’internalisation du fer dans une confi-
guration ol un atome de plutonium est
localisé sur le lobe C et un atome de fer
sur le lobe N [fll. Cette configuration par-
ticuliere est topologiquement tres proche
du complexe Fe,Tf. Néanmoins, I'inter-
nalisation du plutonium est conditionnée
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par la complexation effective et préalable
par la transferrine et dépend de la présence
d’autres métaux qui peuvent entrer en com-
pétition. Or, nous avons remarqué que la
force de la constante de complexation entre
le plutonium et la transferrine, déterminée
par L. Yule en 1991 B et utilisée par plu-
sieurs auteurs pour fabriquer des complexes
Pu-Tf, n'avait jamais été validée par d’autres
techniques.

Pour la premiére fois, une technique
couplant I'électrophorese capillaire (Capil-
lary electrophoresis ou CE) avec un spectro-
meétre de masse (ICPMS, pour Inductively
coupled plasma mass specfromeiry) a été utilisée
pour déterminer la constante de complexa-
tion entre la transferrine et le plutonium.
La technique CE-ICPMS est une tech-
nique 4 trés haute sensibilité qui préserve
les espéces chimiques (spéciation) et permet
de quantifier I'affinité d’un ligand pour un
métal. Par exemple, I’électrophorégramme
de la figure 1 montre que I’électrophorese
capillaire est capable de séparer deux espéces
chimiques distinctes contenant toutes les
deux un atome de plutonium. Cette sépa-
ration physique des espéces est rendue pos-
sible, car les complexes formés sont assez
stables pour ne pas se dissocier pendant la
séparation électrophorétique.

En réalisant les expérimentations 4 un
pH proche du pH physiologique, la valeur
de cette constante a pu étre déterminée.
Contrairement a4 ce quamenait 4 penser
l'unique valeur disponible depuis 1991, le
CEA - DAM TIle-de-France a montré de
maniére univoque que, a pH physiologique,
le plutonium n'est pas identique au fer, mais
que la transferrine a 10000 fois plus d’at-
finité pour le plutonium que pour le fer

(figure 2). Cette différence peut paraitre
grande mais elle traduit simplement les
évolutions technologiques qui ont permis
de lever les difficultés rencontrées en 1991.
Ces résultats ont fait l'objet de la page de
couverture dans le journal spécialisé Dalton
Transactions |[E3.

La précision de la valeur obtenue permet
maintenant d’étudier de nouvelles protéines
et de comparer leurs affinités relatives.
Dlores et déja engagées avec des protéines
comme la calmoduline et la fétuine, ces
études permettront de comprendre la phy-
siologie du plutonium.
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