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Avant-propos 
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La Lactoferrine de sécrétion (Lf) et la delta-lactoferrine intracellulaire (!Lf), issues de 

la transcription du gène de la Lf sont des suppresseurs de tumeur potentiels. Elles sont toutes 

deux sous-exprimées ou absentes dans le cas de cancer et leur expression est un facteur de 

bon pronostic dans le cas de cancer du sein, ce qui est en accord avec leurs propriétés anti-

cancéreuses. En effet, elle provoquent toutes les deux un arrêt du cycle cellulaire et une 

induction de l’apoptose. Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années à la régulation 

de l’activité transcriptionnelle de la !Lf qui lui confère ces fonctions anti-cancéreuses. Cette 

thèse a été financée par des partenaires industriels producteurs de Lf bovine (bLf). Ses 

activités antibactérienne et immunomodulatrice font que la bLf est produite à raison de 60 

tonnes par an pour être essentiellement commercialisée en Asie où elle est rajoutée à des laits 

diététiques pour bébés, des laits, yaourts, suppléments nutritionnels, … Il a été démontré que 

l’administration orale de bLf à des enfants améliore leur flore intestinale (Ochoa et al., 2008). 

Lorsqu’elle est délivrée de manière similaire à des femmes enceintes atteintes d’anémie, une 

augmentation du taux d’hématocrite a pu être observée (Paesano et al., 2009). En 1994, 

Bezault et collaborateurs montrent que la bLf est capable de réduire la croissance tumorale et 

le développement des métastases grâce à sa capacité à séquestrer le fer et à activer les cellules 

de l’immunité. A partir de 1997, en collaboration avec le Dr. Tsuda, plusieurs compagnies se 

sont intéressées aux effets préventifs de la bLf contre le cancer du colon. Ainsi, la bLf est la Lf 

la plus utilisée dans les expériences in vitro avec des modèles cellulaires humains,  in vivo 

avec le plus souvent avec la mise en place de modèles murins et dans les essais cliniques. La 

hLf (lactoferrine humaine) et la bLf sont très proches en terme de structure et de fonction. 

C’est dans ce cadre, qu’au cours de ma thèse, j’ai voulu connaître l’impact des isoformes 

humaines de la Lf, hLf et !Lf, dans un système cellulaire homologue en utilisant un modèle 

humain, les cellules de glande mammaire cancéreuses MDA-MB-231 qui présentent un 

caractère particulièrement invasif. 

Ce travail a été rendu possible par les considérables progrès qu’a connu l’analyse 

protéomique par spectrométrie de masse au cours de ces dernières années, justifiant son 

status de méthode de choix pour l’étude de l’expression des protéines. Les électrophorèses 

bidimensionnelles ont longtemps été utilisées pour la comparaison de protéomes sans à 

priori quant à la découverte de protéines d'intérêt grâce à leur empreinte peptidique 

massique. Les domaines d’application de l’analyse protéomique sont aujourd’hui devenus 

très vastes et, parmi eux, l’analyse protéomique quantitative apporte une avancée 

significative à la comparaison des protéomes. Cet aspect quantitatif est tout particulièrement 

mis en valeur par l’utilisation du marquage isotopique, qui sera d’autant plus profitable qu’il 

sera effectué en amont de l’expérience. 

Dans ce contexte, le travail qui m’a été confié a consisté dans un premier à développer 

une approche quantitative qui permette de discriminer les deux transcrits du gène de la 
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lactoferrine et à analyser le protéome de cellules exprimant la !Lf, protéine dont nous 

étudions l’activité transcriptionnelle depuis plusieurs années au laboratoire. De là, mes 

travaux ont visé à mettre en évidence l’impact de la réintroduction de la hLf ou de la !Lf sur 

le protéome des cellules MDA-MB-231. 

Après avoir présenté l’état des connaissances concernant les lactoferrines et l’analyse 

protéomique, j’aborderai ensuite les résultats obtenus au cours de mon année de Master II 

Recherche et des trois années de thèse de doctorat qui ont suivi. Le chapitre travaux 

personnels sera composé de trois parties : une partie traitant la discrimination des deux 

isoformes, hLf et !Lf, une partie mettant en évidence la comparaison de protéomes 

exprimant ou non la !Lf et une partie dans laquelle nous avons étudié les protéomes des 

cellules de glande mammaire cancéreuse MDA-MB-231 exprimant la !Lf ou soumis à la hLf. 

Le premier volet de mes travaux présente la mise en place d’une méthode de 

quantification des transcrits par PCR quantitative Taqman qui soit capable de discriminer les 

transcrits hLf des transcrits !Lf dans deux modèles cellulaires exprimant les deux isoformes 

de lactoferrine. 

Le second volet porte sur la comparaison des protéomes de cellules exprimant ou non 

la !Lf grâce l’électrophorèse bidimensionnelle et l’empreinte peptidique massique. Ce travail 

a permis de mettre en évidence une nouvelle cible de l’activité transcriptionnelle de la !Lf, la 

protéine DcpS impliquée dans la maturation des transcrits. 

Le dernier volet de ma thèse aborde l’impact de la réintroduction de l’expression de 

protéines à activité anti-tumorale, !Lf et hLf, sur le protéome global des cellules de glande 

mammaire cancéreuse MDA-MB-231. La principale difficulté consistait à apporter un aspect 

quantitatif rigoureux à cette étude. Pour y parvenir, j’ai réalisé une analyse protéomique 

quantitative et systématique basée sur le SILAC (Stable Isotope Labelled Amino-acids in Cell 

culture) et la spectrométrie de masse en collaboration avec l’équipe du Dr. Bernard 

Monsarrat au sein de l’Institut de Protéomique et de Biologie Structurale de Toulouse. La 

comparaison des protéomes a révélé de nouvelles cibles potentielles de l’activité 

transcriptionnelle de la !Lf. La hLf présente les mêmes cibles, ce qui relance la polémique 

sur l’activité de facteur de transcription de cette isoforme.  

 

L’ensemble des travaux que j’ai mené au cours de ma thèse a fait l’objet des 

publications et communications suivantes : 

Publications soumises à comité de lecture  

1. Mariller, C., Hardivillé, S., Hoedt, E., Benaïssa, M., Mazurier, J., et Pierce, A. 

«Proteomic approach to the identification of novel delta-lactoferrin target genes : 

characterization of DcpS, an mRNA scavenger decapping enzyme», 2009, Biochimie 91 

(01) : 2038-53. 
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2.  Hoedt, E., Hardivillé, S., Mariller, C., Elass, E., Perraudin, J.-P., et Pierce, A., 

«Discrimination and evaluation of lactoferrin and delta-lactoferrin gene expression 

levels in cancer cells and under inflammatory stimuli using TaqMan real time PCR», 

2010, Biometals 23 (3) : 441-52.  

3.  Hardivillé, S., Hoedt, E., Mariller, C., Benaïssa, M., et Pierce, A. «A cycling between 

O-GlcNAcylation and phosphorylation at Ser10 controlled both delta-lactoferrin 

transcriptional activity and stability», 2010, Journal of Biological Chemistry 285 (25) : 

19205-18.  

4. Mariller C., Hardivillé, S., Hoedt, E., Huvent, I., Pina-Canseco, S., et Pierce, A., 

« Delta-lactoferrin, an intracellular lactoferrin isoform which acts as a transcription 

factor », 2011, revue acceptée dans Biochemistry and Cell Biology 

Publications sans comité de lecture  

1.  Mariller, C., Hardivillé, S., Hoedt, E., Benaïssa, M., Perraudin, J.-P., Mazurier, J. et 

Pierce, A., «Identification of DcpS, an mRNA scavenger decapping enzyme, as a novel 

delta-lactoferrin target gene », 2009, in « Lactoferrin 2009» Proceedings of the 3rd 

Lactoferrin Forum, Nihon-Igakukan Edition, Tokyo, Japan 

2.  Pierce, A., Hardivillé, S., Hoedt, E., Mariller, S., Benaïssa, M., Legrand, D., et 
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La Lf a été mise en évidence simultanément au sein de trois laboratoires en 1960 

(Montreuil et al., 1960; Johansson; Grove, 1960). Purifiée à partir du lait de femme (hLf) et 

de vache (bLf), elle a été décrite comme une glycoprotéine non héminique capable de fixer le 

fer. Il s’agit d’une protéine de la famille des transferrines (Park et al., 1985; Pentecost et Teng, 

1987; Bowman et al., 1988) qui est largement représentée dans l’organisme de nombreuses 

espèces de mammifères (Baldwin, 1993). Alors que la transferrine est produite par le foie et 

sécrétée dans le sang, la Lf est synthétisée dans les glandes exocrines et sécrétée dans de 

nombreux fluides biologiques. En effet, la Lf est présente dans le lait et le colostrum, les 

larmes (Broekhuyse, 1974; Mason et Taylor, 1978), la salive (Miyauchi, 1984), la bile (van 

Vugt et al., 1975) (van Vugt et al., 1975), les fluides nasal (Fukami et al., 1993), bronchique 

(Biserte et al., 1963; Masson et al., 1965), gastro-intestinal (Inoue et al., 1993), vaginal 

(Masson et al., 1968) et le liquide séminal (Wichmann et al., 1989). Elle est présente en 

grande quantité au sein des granules secondaires des neutrophiles (Masson et al., 1969; 

Barton et al., 1988; Baggiolini et al., 1970) desquels elle est libérée en réponse à 

l’inflammation. La Lf est également synthétisée par les cellules de la microglie (Fillebeen et 

al., 2001). C’est une protéine dotée de nombreuses fonctions biologiques parmi lesquelles les 

activités antibactérienne et anti-inflammatoire sont les mieux définies (Figure 1). De par ses 

activités et sa localisation, elle est la première ligne de défense de l’organisme vis-à-vis de 

nombreux pathogènes.  

Figure 1 : Récapitulatif des différents rôles de la lactoferrineLes rôles multiples de la lactoferrine sont regroupés 
par catégories : rôles antimicrobiens, immunomodulateurs, anti-cancéreux, dans l’absorption du fer et dans la 
croissance osseuse (d’après Pierce et al., 2009). 

La !Lf est l’isoforme intracellulaire de la hLf. Si la Lf est connue depuis plus de 50 ans, 

la !Lf a été mise en évidence pour la première fois il ya une quinzaine d’années (Siebert et 

Huang, 1997). Contrairement à la lactoferrine et ses multiples fonctions, la delta-lactoferrine 

semblerait ne posséder qu’un rôle antitumoral, via son activité de facteur de transcription 

(Mariller et al., 2007; 2009; Hardivillé et al., 2010). 
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I. Biosynthèse de la lactoferrine 

A. Gène de la lactoferrine 

Le clonage de l’ADN complémentaire de la Lf murine (Pentecost et Teng, 1987) a 

facilité les études visant à localiser le gène de la Lf au niveau du chromosome 9 murin (Teng 

et al., 1987) et du chromosome 3 humain (McCombs et al., 1988), en position q21.31 

(Klintworth et al., 1998). Le gène de la bLf a, quant à lui, été localisé au niveau du 

chromosome 22 bovin (Schwerin et al., 1994). La hLf est encodée par un gène unique, lui 

même, organisé en 17 exons, entrecoupés de 16 introns (Kim et al., 1998). L’organisation 

introns/exons du gène est très similaire à celle des gènes codant pour la sérotransferrine et 

l’ovotransferrine, suggérant la duplication d’un gène ancestral commun pour la famille des 

transferrines (Shirsat et al., 1992; Baldwin, 1993). 

Figure 2 : Représentation schématique du gène des lactoferrines humaines et de son épissage alternatif à partir 
du promoteur P1 et du promoteur P2.La transcription du gène de la lactoferrine à partir du promoteur P1 permet 
la synthèse de l’isoforme sécrétée grâce à la traduction du peptide signal encodé par l’exon 1 (Liu et al., 2003). Le 
promoteur alternatif P2 conduit à la synthèse d’une isoforme cytoplasmique appelée delta-lactoferrine (Siebert et 
Huang, 1997). 

B. Régulation de l’expression du gène de la lactoferrine humaine 

Le gène de la hLf possède deux promoteurs, P1 et P2 (Siebert et Huang, 1997). La 

transcription de ce gène peut donc conduire à l’obtention de deux transcrits : l’ARNm de la 

hLf, issu de la transcription à partir du promoteur P1 et l’ARNm de la !Lf, issu de la 

transcription à partir du promoteur P2 (Figure 2). L’ARNm de la !Lf étant le produit de 

l’épissage alternatif du gène de la hLf, hLf et !Lf possèdent en commun les exons 2 à 17 et ne 

diffèrent qu’au niveau de leur premier exon (Liu et al., 2003; Siebert et Huang, 1997). En 

effet, la transcription issue de l’utilisation du promoteur P2 remplace l’exon 1 par l’exon 1! 

plus long d'environ 100 pb et dont le codon d’initiation de la traduction est immédiatement 

suivi d’un codon stop. Il existe, cependant, un autre site d’initiation de la traduction en phase 

avec le cadre de lecture ouvert de la hLf dans l’exon 2. La traduction de la !Lf débute donc à 

partir de l’exon 2 conduisant à une protéine identique à la hLf mais tronquée de ses 45 
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premiers résidus d’acides aminés dont la séquence peptide signal (Siebert et Huang, 1997) 

(Figure 2, page 6). La hLf, issue du transcrit comportant l’exon 1, est donc secrétée alors que 

la !Lf est intracellulaire.  

Liu et al (2003) ont montré que les promoteurs P1 et P2 étaient régulés différemment 

selon le type cellulaire. De nombreuses études ont révélé que l’expression du gène de la hLf 

pouvait être régulée par des récepteurs nucléaires, des hormones, des facteurs de 

transcription ou encore par des stimuli inflammatoires.  

L’analyse des régions promotrices du gène de la hLf a permis de mettre en évidence la 

présence de séquences consensus nécessaires à l’initiation de la transcription. En effet, le 

promoteur P1 possède une séquence ATAAA (TATA box imparfaite) en position -32 à -27 pb, 

une séquence CAAT imparfaite (CAAC) en position -55 à -52 pb ainsi qu’une région très riche 

en GC (77 %) sur laquelle se fixe l’élément Sp1 en position -26 à +1 pb (Teng et al., 1992) 

(Figure 3A). La !Lf possède au sein de son promoteur, une boite TATA inversée en position -

29 pb par rapport à son site d’initiation de la transcription (Liu et al., 2003) (Figure 3B). 

Figure 3 : Représentation schématique des différents éléments de réponse du promoteur P1 (A) (Lee et al., 1995; 
Teng et al., 1992) et du promoteur P2 (B) (Liu et al., 2003; Siebert et Huang, 1997) du gène de la lactoferrine 
humaine. 

1) Régulation par les facteurs de transcription 

De nombreux facteurs de transcription régulent le gène Lf, dont la superfamille des 

récepteurs nucléaires qui influence directement la transcription à partir du promoteur P1. En 

effet, après avoir constaté que le gène de la hLf était capable de répondre à une stimulation 

par les œstrogènes (Pentecost et Teng, 1987; Yang et al., 1996), Christina Teng (2002) a pu 

démontrer que, comme tous les gènes cibles des œstrogènes, la hLf possède une séquence 

ERE (Estrogen Response Element) située en -418 à -378 (Yang et al., 1996) et chevauchant 

une séquence similaire à l’élément COUP (Chicken Ovalbumin Upstream element). La 

fixation du récepteur aux œstrogènes à la séquence COUP régule négativement la réponse 

aux œstrogènes sur le gène de la hLf (Teng, 2002). Le promoteur P1 possède également un 

hémi-site ERE appelé ERRE (Extended Estrogen Response Element half site), qui en plus du 

site ERE, augmente sensiblement la réponse aux œstrogènes dans les cellules de glande 
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mammaire cancéreuse MCF7 (Stokes, 2004). De nombreuses études ont démontré 

l’implication des éléments ER! et ERR! dans l’activation du promoteur P1 au niveau de 

l’épithélium endométrial (Teng et al., 1992; Yang et al., 1996; Teng et al., 2002). Le module 

ERE/COUP situé en -362 à -328 (Teng et al., 1992) contient également deux éléments RARE 

(Retinoic Acid Response Element) de réponse aux acides rétinoïques (Lee et al., 1995). 

D’ailleurs, le processus de maturation myélocytaire peut être régulé par les acides rétinoïques 

et leurs récepteurs qui sont apparus comme étant des inducteurs potentiels de la synthèse de 

la hLf dans les cellules myéloïdes (Rado et al., 1987). De plus, les acides rétinoïques sont 

capables de stimuler directement la transcription du gène de la hLf dans les cellules souches 

(Geng et al., 1998). Une autre hormone, la prolactine pourrait être responsable de la synthèse 

de bLf au sein de cellules épithéliales de glande mammaire bovine (Nakajima et al., 2008).  

Le promoteur P1 est essentiellement régulé par des facteurs de transcription tels que 

Sp1, Ets, PU1, C/EBP (! et "), CDP/cut et KLF5. En effet, deux séquences consensus pour le 

facteur de transcription Sp1 (Specific protein 1) ainsi qu’une PU box ont été retrouvées en 

position -85 à -35 pb (Teng, 2002). Khanna-Gupta et al. ont montré que la fixation du facteur 

CDP/cut (CCAAT displacement protein) sur le promoteur du gène de la hLf agissait comme 

un répresseur transcriptionnel mais les mécanismes d’action n’ont pas été mis en évidence 

(Khanna-Gupta et al., 1997; 2003). Au contraire, les protéines C/EBP ! et " (CCAAT 

Enhancer Binding Protein), régulateurs clefs de la dégranulation mais également de 

l’expression du gène de la hLf sont capables de se fixer au niveau du promoteur P1 et d’en 

induire sa surexpression (Khanna-Gupta et al., 2003; 2000). Sp1 et C/EBP régulent 

essentiellement P1 lors de la différenciation granulocytaire (Khanna-Gupta et al., 1997). Il est 

à noter que l’expression de C/EBP ! et " est régulée positivement par les acides rétinoïques 

au sein des cellules myéloïdes (Gery et al., 2004). A proximité de la boîte TATA, deux 

séquences GGAA fonctionnelles peuvent servir à la fixation des facteurs de transcription Ets 

(Liu et al., 2003).  

Pour Furmanski et al., la hLf elle-même pourrait réguler sa propre transcription 

(Furmanski et al., 1989).  

Le promoteur P2, quant à lui, ne possède pas d’éléments de réponse aux œstrogènes 

mais un élément de réponse aux glucocorticoïdes (GRE) dont la fonctionnalité n’a pas été 

démontrée (Liu et al., 2003). Des séquences putatives de fixation pour des facteurs de 

transcription tels que les XRE (Xenobiotic Response Element), les 1⁄2 HRE (Hormone 

Response Element half site) et AML-1a (Acute Myeloid Leukemia-1) y ont été mises en 

évidence mais leur fonctionnalité n’a pas été démontrée (Liu et al., 2003). Christina Teng et 

collaborateurs ont montré que le facteur de transcription Ets est nécessaire à l’activation de 

P2 qui contient onze motifs GGAA de fixation de Ets et P2 est très actif dans les cellules 

lymphoïdes  mais pas dans les cellules utérines (Liu et al., 2003). 
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Ainsi, tous ces facteurs de transcription sont impliqués dans l’expression différentielle 

du gène de la Lf, de manière cellule-spécifique. 

2) Régulation par des stimuli inflammatoires 

Plusieurs études ont révélé que des stimuli de la réponse innée conduisent à une 

surexpression du gène de la Lf. Ceci suggère que certains éléments de réponse putatifs 

cRel/NF-!B et STAT3, présents en amont du promoteur P1 et connus pour leurs implications 

dans la réponse inflammatoire (Baldwin, 2001; Leonard et O'Shea, 1998), seraient 

fonctionnels. De plus, des éléments de réponse à l’infection ont été mis en évidence dans le 

promoteur du gène de la bLf (Zheng et al., 2005). Leur fonctionnalité a été démontrée car 

l’infection de cellules de glande mammaire par E. coli conduit à une surexpression du gène de 

la bLf (Griesbeck-Zilch et al., 2008). Enfin, Moriuchi et Moriuchi (2006) ont démontré que 

l’infection par le virus HTLV-1 (Human T-cell leukemia virus type 1) conduit à une 

transactivation du gène de la hLf dans les cellules myéloïdes HL-60 et dans les cellules de 

glande mammaire cancéreuse MCF7 (Moriuchi et Moriuchi, 2006). Il est à noter qu’en amont 

du promoteur P2, des éléments de réponses putatifs NF-!B, une boîte GA, retrouvée dans le 

gène c-Myc et un site de liaison de l'IRF (Interferon Regulatory Factor) ont également été 

mis en évidence mais leur fonctionnalité n’a pas encore été démontrée.  

Par contre, une répression de la transcription du gène de la hLf a été observée suite à 

l’expression du TNF-" (Tumor Necrosis Factor ") dans les cellules de la möelle osseuse 

(Srivastava et al., 1991).  

3) Régulation par méthylation du promoteur 

L’état de méthylation du gène de la Lf est inversement proportionnel à son expression 

dans de nombreux tissus (Teng et al., 2004b; Shaheduzzaman et al., 2007; Zhang et al., 

2011). De plus, il existe une expression différentielle des deux transcrits due à une 

méthylation différente des deux promoteurs. En effet, à la différence du promoteur P2, le 

promoteur P1 est sous-méthylé dans la majorité des tissus étudiés, en particulier la rate et le 

rein. D’ailleurs, une forte expression de transcrits hLf a été retrouvée au sein de ces tissus. 

Par contre, le promoteur P2 est hyperméthylé dans la plupart des tissus, ce qui explique sa 

faible expression, sauf dans les leucocytes où l’on trouve une faible méthylation des sites CpG, 

corrélée à une expression plus abondante de transcrits !Lf (Teng et al., 2004a). 

4) Dégradation des transcrits du gène de la lactoferrine humaine 

Les micro-ARN sont connus pour réguler la traduction et la dégradation des transcrits. 

Récemment, suite à la transfection dans les cellules de glande mammaire cancéreuse MCF7, 

du micro-ARN miR214 qui contient une région qui s’apparie parfaitement avec la région 

3’UTR commune aux transcrits de Lf et !Lf, l’équipe de Bo Lonnerdal a pu constater une 

diminution de l’expression de la Lf en 48 h (Liao et al., 2010). Nous avons d’ailleurs établi 
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une collaboration avec cette équipe (Université de Californie, Davis, USA) pour savoir si les 

transcrits !Lf seraient eux aussi soumis à cette régulation négative. 

II. Structure des lactoferrines 

La Lf est une glycoprotéine bilobée possédant une masse moléculaire proche de 80 kDa. 

C’est une protéine extrêmement basique, dont la composition en acides aminés de son 

domaine N-terminal. En effet, son pHi est supérieur à 9, ce qui la différencie des autres 

transferrines. La !Lf possède une masse moléculaire apparente de 73 kDa. La délétion des 26 

premiers résidus d’acides aminés de l’extrémité N-terminale de la hLf ne diminue que d’une 

unité le pHi de la !Lf. Les séquences polypeptidiques de la hLf et de la !Lf étant identiques, 

les deux isoformes devraient avoir la même conformation spatiale.  

A. Séquence primaire de la lactoferrine 

La séquence complète de la hLf isolée du lait maternel a été déterminée par séquençage 

peptidique (Metz-Boutigue et al., 1984) et par déduction après séquençage de l’ADNc 

correspondant à la hLf (Powell et Ogden, 1990; Rey et al., 1990). La protéine mature de hLf 

est composée de 692 résidus d’acides aminés comprenant des résidus de cystéine qui forment 

16 ponts disulfures (Metz-Boutigue et al., 1984). Aujourd’hui, les séquences primaires de la 

Lf de dix espèces ont pu être caractérisées : homme, souris, vache, cheval, chèvre, mouton, 

cochon, singe, buffle et chameau (pour revue Baker et Baker, 2009). Les Lf des différentes 

espèces partagent des homologies de séquences, allant de 65 à presque 100 %. Par exemple, 

les Lf murine et humaine partagent respectivement 65-70 % et 70-74 % d’identité avec celles 

des autres espèces (pour revue Baker et Baker, 2009). Il existe 37 % d’homologie de séquence 

entre les domaines N- et C-terminaux qui constituent les deux lobes de la hLf (Metz-Boutigue 

et al., 1984). 

La !Lf dont la séquence a été déterminée par séquençage de l’ADNc correspondant est 

composée de 666 résidus d’acides aminés (Siebert et Huang, 1997). Elle ne devrait pas 

posséder de ponts disulfures du à l’environnement réducteur du cytoplasme.  

B. Structure tridimensionnelle de la lactoferrine 

La cristallisation de la hLf saturée en fer (holo-Lf) et son analyse par diffraction aux 

rayons X (Anderson et al., 1987; 1989) ont montré que la Lf est organisée en deux lobes 

globulaires N- (résidus 1 à 333) (résidus 319 à 307 pour la !Lf) et C-terminaux (résidus 345 à 

692) (résidus 319 à 666 pour la !Lf). Ces deux lobes reliés entre eux par une courte hélice ! 

formée par les acides aminés 334 à 344 (308 à 318 pour la !Lf) peuvent être dissociés par 

digestion enzymatique. L’hydrolyse enzymatique ménagée de la hLf libère deux fragments de 

30 et 50 kDa correspondants respectivement aux domaines N- et C-terminaux de la protéine. 
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Ces deux fragments peuvent se réassocier pour former un complexe de 80 kDa dont les 

comportements chromatographique et spectroscopique sont identiques à ceux de la Lf native, 

suggérant des interactions non covalentes et réversibles entre les deux lobes (Legrand et al., 

1986). Chaque lobe est organisé en deux domaines d’environ 160 résidus d’acides aminés à 

l’interface desquels se trouve le site de fixation du fer dans le cas de la Lf. Les deux domaines 

possèdent la même organisation structurale basée sur l’alternance de feuillets ß et d’hélices ! 

(Anderson et al., 1989; 1987) (Figure 4). Le lobe N-terminal est constitué des domaines N1 

(résidus 1 à 90 et de 252 à 320 pour la Lf, résidus 1 à 64 et de 226 à 294 pour la !Lf) et N2 

(résidus de 91 à 251 pour la lactoferrine, de 65 à 225 pour la !Lf), le lobe C-terminal est 

constitué du domaine C1 (résidus 345 à 433 et 596 à 663 pour la Lf, résidus 319 à 407 et 570 

à 637 pour la !Lf) et du domaine C2 (résidus 434 à 595 pour la Lf, résidus 408 à 569 pour la 

!Lf) (Figure 4). 

Figure 4 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la lactoferrine humaine saturée en 
fer (d’après Anderson et al., 1989).  Les lobes N1 et C1 et les lobes N2 et C2 sont respectivement représentés en 
rouge et en bleu. La région inter-lobe apparaît en vert. Les deux points en orange représentent les atomes de fer 
chélatés par la hLf. La représentation moléculaire a été réalisée en utilisant le logiciel Chimera 
(http://cgl.ucsf.edu/chimera/).  

La Lf, principalement présente dans le lait sous forme apo (dépourvue en fer, apo-Lf) 

est capable de fixer réversiblement un ion ferrique sur chaque lobe.  

L’analyse des cristaux d’apo-hLf par diffraction des rayons X a été réalisée avec une 

résolution de 2,8 Å, puis affinée à 2 Å (Anderson et al., 1990; Jameson et al., 1998). La 

structure tridimensionnelle de la l’apo-hLf révèle que le site de fixation du fer du lobe Nt est 

ouvert, tandis que celui du lobe Ct est fermé. La fixation du fer dans le lobe Nt est 

accompagnée d’une faible rotation qui permet de protéger le fer de l’environnement extérieur. 
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Il existerait un équilibre entre les formes ouvertes et fermées de l’apo-hLf en solution 

(Mizutani et al., 2011).  

En 1997, Moore et al. ont déterminé la structure tridimensionnelle de la bLf avec une 

résolution de 2,8 Å (Moore et al., 1997). Cette étude a mis en évidence que malgré des 

séquences primaires assez différentes (69% d’homologie) (Pierce et al., 1991), les 

conformations des hLf et bLf sont similaires, mis à part le fait que les lobes N-terminal et C-

terminal de la bLf sont plus fermés respectivement de 5,3° et 3,7° que ceux de la hLf (Moore 

et al., 1997; Jameson et al., 1998). 

Cette structure dynamique de la hLf est importante pour la compréhension des 

activités biologiques liées au fer, bactériostatiques et antioxydante. La fixation du fer 

maintient les deux domaines de chaque lobe à proximité. L’holo-hLf est donc dotée d’une 

conformation rigide et très stable, l’apo-hLf au contraire, possède une conformation flexible 

et plus encline à la dénaturation thermique et à la dégradation protéolytique (Baker et Baker, 

2009). Cela confère à la hLf un rôle de chélateur plutôt que de donneur de fer, par rapport 

aux transferrines. 

C. Caractéristiques de surface de la lactoferrine 

Toutes les Lf dont la structure a été caractérisée à ce jour possèdent une forte 

concentration de charges positives (Figure 5, page 13). Ces charges positives se situent dans 

le lobe N-terminal, plus particulièrement au niveau de la séquence 1GRRRRS6  de la hLf, au 

niveau de l’extrémité C-terminale de la première hélice (résidus 12 à 30 pour la hLf) et du 

cluster de résidus d’acides aminés basiques associé à la neuvième hélice (résidus 263 à 279 

pour la hLf). Les deux dernières hélices constituent le site de liaison proposé pour les LPS, le 

lipide A, les porines, l’acide lipoteïchoique, ainsi que les adhésines bactériennes et virales 

(Mann et al., 1994; van Berkel et al., 1997). Elles sont donc le siège de l’activité 

antimicrobienne de la Lf. En effet, les résidus 1 à 47 forment un site de fixation pour les 

porines bactériennes (Sallmann et al., 1999) ; les résidus 1 à 6 et 28 à 31 ont été caractérisés 

comme étant des sites de fixation aux protéoglycannes (Mann et al., 1994; van Berkel et al., 

1997) ainsi qu’un site de fixation au sCD14/LPS (Elass-Rochard et al., 1995); les résidus 19 à 

29 forment un site de fixation au LPS (Japelj, 2005); les résidus 25 à 30 permettent la 

fixation au Lipoprotein Receptor-related Protein (LRP) (Meilinger et al., 1995) ainsi qu’au 

récepteur lymphocytaire (Legrand et al., 1992). Ainsi, les régions basiques de la Lf sont 

impliquées dans la fixation de nombreux récepteurs de surface (Tableau I, page 14). La 

région inter-lobe associée à la courte hélice ! reliant les deux lobes est également composée 

de nombreux résidus basiques. 
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Cette séquence 1GRRRRS6 est délétée de la !Lf, il n’existe pas de sites d’interaction 

connus pour la !Lf.  

Figure 5 : Répartition des charges à la surface de la lactoferrine humaine (A, B) et de la delta-lactoferrine (C). 
(Mariller et al., 2012). Les charges positives sont représentées en bleu et les charges négatives en rouge. La 
photographie présentée en A montre la surface de la molécule exposée au solvant avec la distribution des charges. 
B et C, les molécules sont orientées de manière à mettre en évidence la différence de charges entre les lobes N-
terminaux de la hLf (B) et de la !Lf (C). Le modèle moléculaire, basé sur la structure tridimensionnelle définie par 
Anderson et al. (1987), a été réalisé en utilisant le logiciel Chimera (http://cgl.ucsf.edu/chimera/) 

D. Structure des glycannes 

Les glycannes des Lf, localisés dans les domaines N2 et C2 (Figure 4, page 11), sont de 

type N-acétyllactosaminique biantennés, sialylés et fucosylés (Spik et al., 1988). Ils peuvent 

être mono- ou disialylés et fucosylés en !-1,6 ou en !-1,3 sur la N-acétylglucosamine (Spik et 

al., 1982; Coddeville et al., 1992). La bLf, quant à elle, possède en plus des glycannes de type 

N-acétyllactosaminique, des glycannes de type high-mannose (Coddeville et al., 1992). Il 

existe trois sites de glycosylation possibles pour la hLf et cinq pour la bLf. Ainsi, il existe une 

grande diversité au niveau de la structure primaire des glycannes entre espèces qui reste 

vraie au niveau du nombre et de la localisation des sites de glycosylation. Il existe de plus une 

hétérogénéité interindividuelle dans le nombre de sites glycosylés. Le rôle de ces glycannes 

semble être de protéger la protéine contre la protéolyse et de diminuer son immunogénicité 

(Spik et al., 1988; van Veen et al., 2004; Legrand et al., 1990). 
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Tableau I : Micro-organismes contre lesquels s’exerce l’activité anti-infectieuse des lactoferrines humaine et 
bovine (d’après Pierce et al., 2009) 

Bactéries Virus Champignons 
Levures 

Parasites 

Actinobacillus  
Actinomycetemcomitans  
Bacillus stearothermophilus  
Bacillus subtilis  
Bacillus stearothermophilus 
Burkholderia cenocepacia  
Clamydophila psittaci  
Clostridium spp.  
Escherichia coli spp.  
Enterococcus spp. 
Haemophilus influenzae  
Helicobacter felis  
Helicobacter pylori  
Legionella pneumophila 
Listeria monocytogenes  
Micrococcus spp.  
Mycobacterium tuberculosis 
Neisseriaceae  
Pasteurellacea  
Pseudomonas aeruginosa  
Salmonella typhimurium  
Shigella dysenteriae  
Shigella flexneri  
Staphylococcus aureus  
Staphylococcus spp.  
Streptococcus spp.  
Vibrio cholerae  
Vibrio parahaemolyticus 

Adénovirus  
Cytomégalovirus (CMV)  
Entérovirus  
Hantavirus 
Poliovirus  
Polyomavirus  
Rotavirus  
Virus de Friend  
Virus de l’hépatite B (HBV)  
Virus de l’hépatite C (HCV)  
Virus de l’herpès simplex 1 (HSV-1)  
Virus de l’herpès simplex 2 (HSV-2)  
Virus de l’herpès simplex félin (FSV-1)  
Virus de l’immunodéficience humaine (HIV)  
Virus Sindbis  
Virus Semliki Forest 

Aspergillus fumigates  
Aspergillus niger  
Candida albicans  
Candida glabrata  
Candida krusei  
Phoma exigua  
Sclerotinia sclerotiorum  
Sclerotium rolfsii  
Rhizoctonia solani  
Trichoderma viride  
Trychophton mentagrophyte 

Babesia caballi  
Eimeria stiedai 
Entamoeba histolytica 
Plasmodium berghei  
Plasmodium falciparum  
Toxoplasma gondii  
Tritrichomonas fœtus  
Trypanosoma brucei  
Trypanosoma cruzi 

 

En termes de différences glycanniques, le cas de la !Lf est le plus marquant. En effet, 

de part sa localisation cytoplasmique, elle ne sera pas modifiée par N-glycosylation avec des 

glycannes de type complexes comme la Lf de sécrétion. Cependant, l’étude in silico de sa 

structure primaire par le serveur YingOYang 1.2 (http://www.cbs.tdu.dk/services/YinOYang) 

montre qu’elle pourrait être modifiée par O-glycosylation cytosolique ou GlcNAcylation sur 

les résidus S10, S227, S472 et T559. La présence d’une GlcNAcylation des sites S10 et S227 a pu être 

confirmée (Hardivillé et al., 2010). Contrairement à la N-glycosylation, la GlcNAcylation 

résulte du transfert d’un monosaccharide unique, la N-acétyl-!-D-glucosamine, sur 

l’hydroxyle d’un résidu Ser ou Thr. Il existe très souvent une réciprocité entre la modification 

par O-GlcNAc et la phosphorylation (Hart et al., 1989). 

III. Les différentes fonctions des lactoferrines  

Les différentes fonctions décrites pour la hLf sont également partagées par la bLf. 

D’ailleurs, la bLf est la molécule la plus utilisée dans les expériences in vitro, in vivo, ainsi 

que dans les essais cliniques. Ce sont des protéines multifonctionnelles qui ont été appelées 

protéines « couteau suisse » (Shimazaki et Kushida, 2010). Leurs propriétés 

antimicrobiennes sont les plus étudiées. Elles possèdent un large spectre antimicrobien qui 

s’étend des bactéries Gram négatives et positives, aux levures (Xu et al., 1999), champignons, 

à certains virus et protozoaires (Tableau I, page 14). L’activité antimicrobienne de la Lf 
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semble s’installer dès les premiers stades de l’infection. La Lf interagit avec de nombreux 

microorganismes et leurs récepteurs spécifiques à la surface de la cellule hôte et inhiberait 

ainsi l’entrée de ces agents pathogènes au sein de la cellule hôte. Cependant, ce mode d’action 

de la Lf au niveau des cellules hôtes doit faire intervenir des mécanismes plus complexes 

qu’une simple compétition pour les sites de fixation aux microbes (Legrand et al., 2008). La 

Lf est capable en parallèle d’activer le système immunitaire inné. Récemment, le groupe de 

Teng a fait une découverte primordiale en montrant que l’expression de la Lf était 

directement induite par un stimulus pro-inflammatoire, LPS ou ARN double brin, mimant 

une attaque virale (Li et al., 2009). Parmi les autres fonctions attribuées à la Lf, certaines, 

comme l’immunomodulation, l’activité de facteur de transcription et l’activité antitumorale 

sont parfois sujet à controverse. S’il est indéniable aujourd’hui que les Lf de sécrétion sont 

des immunomodulateurs, les conclusions des premières expériences décrites dans la 

littérature concernant la part de la Lf dans l’immunomodulation pouvaient être erronées car 

les préparations de Lf isolée du lait étaient contaminées par des LPS. Seules les résultats des 

expérimentations réalisées avec des Lf détoxifiées sont à prendre en compte. D’autre part, 

l’activité de facteur de transcription attribuée à la Lf pourrait être due à la !Lf. Il est en effet 

difficile de comprendre comment une molécule sécrétée pourrait être, après internalisation et 

adressage aux endosomes, relocalisée au noyau. De nombreuses études suggèrent que la Lf 

possède également un rôle antitumorigénique qui s’exercerait par la régulation de l’activité 

des cellules NK, la modulation de l’expression des protéines en phase G1 et le déclenchement 

de l’apoptose. Récemment, la Lf a été impliquée dans un processus protumoral via 

l’augmentation de l’invasivité de certaines cellules cancéreuses (Ha et al., 2011). 

La !Lf, isoforme intracytoplasmique de la hLf, est un facteur de transcription impliqué 

dans la surveillance cellulaire. La délétion des 26 premiers résidus d’acides aminés l’empêche 

d’interagir avec les récepteurs de surface de la hLf (Siebert et Huang, 1997 ; Liu et al., 2003 ; 

Mariller et al., 2007), ce qui explique pourquoi contrairement à la hLf, elle ne présente pas de 

fonction antimicrobienne ou immunomodulatrice. 

A. Activité antimicrobienne 

1) Activité antibactérienne 

La capacité à fixer deux atomes de fer ferrique a longtemps laissé penser que l’unique 

rôle de la Lf était son activité antibactérienne (Arnold et al., 1977; Weinberg, 1993). Cette 

activité passe par la séquestration du fer nécessaire à la nutrition de la plupart des bactéries 

pathogènes, ce qui conduit à l’inhibition de leur croissance (Weinberg, 1977). En effet, 

plusieurs études ont démontré que seule l’apo-Lf possédait cette activité qui de plus était 

réduite lorsqu’elle était en compétition avec l’holo-Lf (Arnold et al., 1980; Yamauchi et al., 

1993). En addition à cette activité bactériostatique, la Lf est dotée d’une activité bactéricide, 
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distincte d’une simple déprivation en fer. La présence de fortes charges positives au niveau de 

la structure de la Lf facilite son interaction avec le lipide A, composé du LPS des bactéries 

Gram négatives (Appelmelk et al., 1994). Cette interaction est responsable d’une 

rigidification des chaines acyls des lipopolysaccharides (Brandenburg et al., 2001). La Lf peut 

ainsi endommager la perméabilité de la paroi de la bactérie, entrainant un relargage de LPS 

(Ellison et al., 1988) sous la dépendance d’ions divalents tels que le Ca2+ et Mg2+ (Ellison et al., 

1990). En déstabilisant la paroi bactérienne, la Lf est ainsi capable d’augmenter l’effet 

antibactérien délivré par des antibiotiques comme la rifampicine (Ellison et al., 1988). Les 

caractéristiques structurales de la Lf lui permettent également d’interagir avec les acides 

lipotéchoïques présents à la surface de bactéries Gram positives comme Staphylococcus 

epidermidis, conduisant à une diminution des charges négatives présentes au niveau de la 

barrière cellulaire bactérienne associée au peptidoglycanne (Ellison et Giehl, 1991; Leitch et 

Willcox, 1999; Singh et al., 2002).  

Bien que l’activité antibactérienne de la bLf ait été associée à son interaction directe 

avec des composés de la surface bactérienne, Fischer et al (2006) affirment que ces effets 

découlent indirectement de son activité immunomodulatrice (Fischer et al., 2006). Mosquito 

et collaborateurs (2010) ont montré que l’ingestion de bLf par des souris infectées par 

Salmonella typhimurium mène à une réduction de l’inflammation dans l’intestin, le foie, la 

rate et le cerveau (Mosquito et al., 2010). La Lf peut activer l’immunité innée en inhibant la 

formation du biofilm qui correspond à une organisation en colonie des cellules bactériennes à 

la surface de la cellule hôte. En effet, la bLf inhibe la formation de biofilm de Streptococcus 

mutans (Berlutti et al., 2004) et de Pseudomonas aeruginosa (Singh et al., 2002; Kamiya et 

al., 2011) à des concentrations plus faibles que celles nécessaires pour inhiber la croissance 

bactérienne (Singh et al., 2002). De même, Wakabayashi et al. (2010) ont montré que la bLf 

était capable de réduire le biofilm établi par les bactéries périondopathiques telles que 

Porphyromonas gingivalis et l’étude clinique effectuée a confirmé que l’ingestion de bLf par 

des patients réduit la plaque subgingivale et la périodontite chronique (Wakabayashi et al., 

2010). Certaines souches bactériennes nécessitent de fortes concentrations en fer pour 

former des biofilms, c’est pourquoi alors que l’apo-Lf inhibe cette formation par 

séquestration du fer (Weinberg, 2004), l’holo-Lf au contraire, stimule l’agrégation de 

biofilms chez Pseudomonas aeruginosa (Jesaitis et al., 2003). 

D’autre part, la bLf empêche  l’adhésion et l’invasion par les bactéries dans les cellules 

hôtes grâce à une interaction de ses glycannes de type high mannose avec les adhésines 

bactériennes (Dial et Lichtenberger, 2002; Bessler et al., 2006) ou une interaction entre la 

bLf et les récepteurs bactériens à la surface de la cellule hôte.  

Enfin, une activité sérine-protéase like dont le site actif serait localisé dans la partie N-

terminale de la Lf est responsable de la protéolyse des protéines clefs de l’adhésion 
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bactérienne par les cellules de mammifères (Qiu et al., 1998; Plaut et al., 2000; Hendrixson 

et al., 2003). Cette activité serait à l’origine de l’inhibition de l’invasion intracellulaire de 

pathogènes comme Escherichia coli, Listeria monocytogenes (Lee et al., 2005), Shigella 

flexneri (Gomez et al., 2003; Ochoa et Clearly, 2004) ; et Haemophilus influenzae 

(Hendrixson et al., 2003). 

2) Activité antivirale 

La Lf exerce cette activité contre des virus à ADN et à ARN, enveloppés comme ceux de 

l’hépatite C (Yi et al., 1997), de l’herpès (Marchetti et al., 1996; 1998) et du VIH (virus de 

l’immunodéficience humaine) (Swart et al., 1996) ou nus comme les rota-, polio-, adéno-, et 

entérovirus (Superti et al., 1997; Lin et al., 2002; Arnold et al., 2002; Marchetti et al., 1999; 

Di Biase et al., 2003; Pietrantoni et al., 2003). Le mécanisme de l’action antivirale de la Lf 

n’est pas complètement élucidé. Néanmoins, dans la plupart des études réalisées in vitro et in 

vivo, la Lf agit aux premiers stades de l’infection virale (Puddu et al., 1998) en inhibant 

l’attachement et l’entrée des virus via une interaction avec leurs récepteurs spécifiques à la 

surface des cellules hôtes ou en interagissant directement avec les particules virales. En effet, 

l’interaction de la bLf ou de la hLf avec les héparanes sulfates (Hasegawa et al., 1994; 

Damiens et al., 1998; Andersen et al., 2004; Marchetti et al., 2004) ou les chondroïtanes 

sulfates (Hasegawa et al., 1994; Marchetti et al., 2004) empêche l’adhésion et l’entrée du 

virus de l’herpès dans les cellules étudiées. De la même manière, la hLf entre en compétition 

avec le virus HIV pour la fixation aux récepteurs héparanes sulfates (Saidi et al., 2006) aux 

lectines DC-SIGN (Harmsen et al., 1995; Groot et al., 2005), aux récepteurs CXCR4 ou CCR5 

(Berkhout et al., 2004; Carthagena et al., 2011) ainsi qu’à la nucléoline de surface (Legrand et 

al., 2004), inhibant ainsi l’entrée du virus au sein des cellules épithéliales. Par ailleurs, de 

nombreuses expériences in vitro ont montré une interaction directe de la hLf avec les 

particules virales du virus de l’herpès (Marchetti et al., 1996), du virus de l’hépatite C (Yi et 

al., 1997), des rotavirus (Superti et al., 1997), de l’entérovirus 71 (Weng et al., 2005), de 

l’adénovirus (Pietrantoni et al., 2003), de l’échovirus (Ammendolia et al., 2007) ou encore du 

VIH (Swart et al., 1996). La hLf semble également pouvoir inhiber la réplication virale du 

virus VIH-1 (Swart et al., 1996; Legrand et al., 2004; Groot et al., 2005), du virus de l’herpes 

HSV-1 (Marchetti et al., 1996; Siciliano et al., 1999) et celui de la grippe (Qiu et al., 1998) in 

vitro.  

Les études réalisées in vivo montrent que l’activité antivirale de la Lf peut être 

directement reliée à sa capacité à réguler le système immunitaire. En effet, l’administration 

de bLf par voie intraveineuse à des rats immunodéprimés empêche l’infection par le 

cytomégalovirus (CMV) (Beljaars et al., 2004). D’autre part, suite à l’administration orale de 

bLf chez des souris BALB/c infectées par le CMV, une nette augmentation de l’activité des 

cellules Natural Killer (NK) a été détectée, conduisant à l’augmentation de la survie des 
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souris traitées (Shimizu et al., 1996). Lors des essais  cliniques il a été montré que 

l’administration orale de Lf diminuait la charge virale chez des patients infectés par le virus 

de l’herpès traités par l’acyclovir (Andersen et al., 2004) ainsi que l’amélioration des 

réponses immunes des enfants infectés par le VIH (Zuccotti et al., 2007). 

3) Activités antifongique et antiparasitaire  

La majorité des recherches sur l’activité antifongique de la Lf est effectuée sur Candida 

albicans. L’activité anti-candida est associée à l’altération de la perméabilité de la membrane 

cellulaire qui est directement en interaction avec la Lf (Bellamy et al., 1993; Wakabayashi et 

al., 1996). D’ailleurs, la candidose buccale est associée à une diminution de sécrétion de Lf 

(65%) par les glandes salivaires (Tanida et al., 2003). La prise orale de bLf réduit 

significativement la candidose buccale, allant jusqu’à la guérison totale de certains des 

animaux affectés(Takakura et al., 2003). Il est à noter que l’activité antimycotique de la Lf 

semble en relation avec l’activation du système immunitaire (Yamaguchi et al., 2004). Les 

mécanismes moléculaires de l’activité antiparasitaire de la Lf sont souvent complexes car les 

niches écologiques des pathogènes diffèrent souvent d’un organisme à l’autre. Il semblerait 

néanmoins que les interactions entre la Lf et les parasites tels que Toxoplasma gondii 

(Dzitko et al., 2007) et Entamoeba histolytica (León-Sicairos et al., 2006) ne les 

empêcheraient pas d’entrer au sein de la cellule hôte mais seraient responsables de 

l’inhibition de la croissance du parasite ou de l’altération de sa membrane (pour revues, 

Jenssen et Hancock, 2009; Pierce et al., 2009). Pour exemple, il a été démontré que l’apo-

hLF et l’apo-bLf privent les amibes Entamoeba histolytica du fer nécessaire à leur croissance 

et ce de manière dose-dépendante (León-Sicairos et al., 2006). 

B. Modulation de la réponse immune et inflammatoire 

La Lf est un puissant modulateur de la réponse inflammatoire protégeant l’organisme 

des agressions de pathogènes mais jouant également un rôle clef dans les pathologies 

inflammatoires comme les allergies, l’arthrose et le cancer (pour revues Legrand et al., 2008; 

2005; Ward et al., 2005). 

1) Activité anti-inflammatoire 

En interagissant avec les LPS (Appelmelk et al., 1994; Elass-Rochard et al., 1995) et de 

nombreux récepteurs à la surface des cellules endothéliales et immunes (Tableau II, page 19), 

la Lf module la production de cytokines et le recrutement de cellules immunes au site de 

l’inflammation et protège ainsi du choc septique (Kruzel et al., 2002; 2010; Zimecki et al., 

2004). En effet, en réponse à une activation par le LPS au sein des cellules monocytaires in 

vitro et in vivo, la Lf inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires telles que  le 

TNF-! (Tumor Necrosis Factor) et les interleukines IL-1" et IL-6 (Håversen, 2002; Kruzel et 

al., 2002; Crouch et Fletcher, 1992; Mattsby-Baltzer et al., 1996). Cela conduit à la sécrétion 
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de cytokines anti-inflammatoires telles l’IL-10 et l’IL-4 et au recrutement de cellules 

immunes, notamment des leucocytes dans le sang (Kurose et al., 1994). De nombreuses 

études chez l’animal montrent qu’une prise orale de bLf protège efficacement contre des 

doses létales de LPS (Togawa et al., 2002). Les études utilisant des modèles animaux 

d’inflammation expérimentale touchant différents tissus, montrent que l’administration orale 

de bLf réduit cette inflammation (Griesbeck-Zilch et al., 2008; Zheng et al., 2005; Togawa et 

al., 2002). Par ailleurs, en cas de pneumonie, le nombre de leucocytes infiltrants est diminué 

en présence de Lf, supprimant ainsi l’hyperréaction de l’hôte.  

Le mécanisme d’action illustré par la Figure 6 (page 21), passe par une inhibition des 

interactions de haute affinité entre le LPS et le CD14 membranaire (mCD14), récepteur 

majeur du LPS sur les macrophages-monocytes, leucocytes et lymphocytes (Elass-Rochard et 

al., 1998; Japelj, 2005). Au laboratoire, Dominique Legrand et collaborateurs ont montré 

qu’il existe également des interactions de haute affinité entre la lactoferrine et le CD14 

soluble provenant du sérum (sCD14) et entre la hLf et le complexe sCD14/LPS (Baveye et al., 

2000). L’interaction entre la hLf et le sCD14 est responsable de l’inhibition de l’expression de 

molécules d’adhésion telles que la E-sélectine, I-CAM1, VCAM et la chimiokine IL-8 dans les 

cellules endothéliales ombilicales (Elass et al., 2002). En outre, la fixation et l’internalisation 

de la Lf au sein de cellules monocytaires est capable d’inhiber la fixation du facteur de 

transcription NF-!B sur le promoteur du gène TNF-" et ainsi, de diminuer la production de 

cytokines induites par le LPS (Håversen, 2002). Récemment, Puddu et al. ont démontré que 

l’exposition constante de cellules monocytaires à de la bLf contribue à leur différenciation en 

cellules dendritiques. Ces cellules potentialisent l’activité anti-inflammatoire de la bLf en 

sécrétant de l’IL-6, (Puddu et al., 2011). Enfin, l’administration intra-nasale de Lf est 

également responsable d’une diminution du recrutement de cellules éosinophiles et d’une 

réduction de l’inflammation induite par le pollen dans des modèles d’asthme  murins (Kruzel 

et al., 2006). 

Tableau II : Les différents récepteurs de la Lf présents sur les cellules de mammifères et leurs fonctions. 
Tissu, Cellule Récepteur Fonction Référence 

Petit intestin (Caco2) Intélectine Absorption du fer (Suzuki et al., 2001) 

 LfR Internalisation de la Lf (Ashida et al., 2004) 

Foie LRP Régulation de l’inflammation (Ziere et al., 1993) 

 des asialoglycoprotéines  (McAbee et al., 1998) 

Lymphocytes CD14 Maturation des lymphocytes (Bi et al., 1994) 

Monocytes CD14 Régulation de l’inflammation (Baveye et al., 2000; 2000) 

Macrophages TLR4 Régulation de l’inflammation (Curran et al., 2006; 2006) 

Fibroblastes LRP Synthèse du collagène (Takayama et al., 2003) 

Os LRP Mitogénèse des ostéoblastes (Grey et al., 2004) 

Cerveau LRP Transport de la Lf (Fillebeen et al., 1999) 

Glande mammaire Nucléoline Internalisation de la Lf (Legrand et al., 2004) 

Nombreux tissus Protéoglycannes Fixation de la Lf (Legrand et al., 2008) 
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2) Activité pro-inflammatoire 

Les expériences in vitro réalisées par Shinoda et al. montrent que la Lf est responsable 

de la production de superoxydes du relargage de molécules pro-inflammatoires telles que le 

NO (nitric oxyde) (Shinoda et al., 1996), TNF-! et IL-8 (Sorimachi et al., 1997). En outre, des 

expériences réalisées chez l’animal montrent que la bLf est responsable de l’augmentation de 

l’activité des cellules NK (Shimizu et al., 1996), de l’activation de la phagocytose (Kai et al., 

2002), de la stimulation de la maturation et de la différenciation des lymphocytes T, de la 

présentation d’antigènes aux cellules dendritiques (la Rosa et al., 2008) et de la modulation 

de la myélopoïèse (Broxmeyer et al., 1987; Sawatzki et Rich, 1989). De plus, la prise orale de 

bLf augmente le nombre de lymphocytes T CD4+ dans les tissus lymphoïdes (Dhennin-

Duthille et al., 2000; Artym et al., 2003), et entraîne l’induction de la production d’IL-18 et 

la polarisation des lymphocytes en cellules T auxiliaires de type 1 (Th-1) (Suzuki et al., 2005). 

Ces dernières conduisent ensuite à l’élimination du virus de l’hépatite C lors d’une thérapie 

par l’IFN-" (interféron), favorisent la phagocytose de Staphylococcus aureus et de certains 

champignons et augmentent l’efficacité d’une vaccination par le BCG (Hwang et al., 2005). 

Par ailleurs, l’ingestion de hLf augmente la production de splénocytes (Zimecki et al., 1995), 

d’IFN-" et d’IL-12 (Wakabayashi et al., 2004) en réponse à une infection par le virus de 

l’herpès. 

3) Activité anti-oxydante 

De par sa capacité à séquestrer le fer libre, la Lf n’est pas uniquement responsable de 

l’inhibition de la croissance des microorganismes, elle est également impliquée dans la 

réduction du niveaux des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et par là même, dans la 

diminution du stress oxydatif (Baldwin et al., 1984). En effet, les niveaux de ROS engendrés 

par le pollen au niveau des cellules épithéliales bronchiques sont fortement réduits en 

présence de hLf qui empêche le développement des cellules productrices de mucines ainsi 

que la production de mucines elles-mêmes (Kruzel et al., 2010; 2006).  

Ainsi, les voies par lesquelles la Lf transmet ses effets semblent être toutes aussi variées 

que ses activités biologiques et dépendantes du type cellulaire étudié (Tableau III, page 27) 
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Figure 6 : Représentation schématique des interactions par lesquelles la lactoferrine pourrait exercer ses 
fonctions vis-à-vis des cellules immunes (schéma inspiré de (Legrand et al., 2006). Les LPS libérés dans la 
circulation sanguine s’associent à la LBP (LPS-binding protein) et au récepteur membranaire CD14 présent sur les 
monocytes et les macrophages. 1. L’activation de ces cellules nécessitera l’interaction du complexe ternaire avec le 
récepteur TLR4 (cell-signalling Toll-like receptor) 2. Les cellules endothéliales dépourvues de CD14 seront 
activées par la présentation au TLR4 du complexe LPS- LBP-CD14 soluble. Le CD14 soluble est produit soit par les 
cellules activées, soit par clivage enzymatique du CD14 membranaire. L’activation des monocytes/macrophages et 
des cellules endothéliales conduit à la production de cytokines proinflammatoires. La Lf, en piégeant le LPS, 
inhibe la formation des différents complexes et s’oppose aux effets délétères du LPS, offrant ainsi une protection 
contre le choc septique(Legrand et al., 2005; 2006). Les flèches 3, 4 et 5 illustrent les interactions de la Lf avec 
ses différents récepteurs de surface : le LRP (Lipoprotein Receptor-related Protein), les protéoglycanes et la 
nucléoline de surface respectivement. La fixation de la Lf au LRP est responsable de l’endocytose de la Lf et/ou de 
l’activation de voies de signalisations (éclairs oranges). La fixation de la Lf à la nucléoline conduit à une 
endocytose et un ciblage nucléaire des deux protéines (Legrand et al., 2004). 

C. Rôle de la lactoferrine dans le cancer et la prolifération 
cellulaire 

La lactoferrine est impliquée dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la 

tumorigénèse ainsi que dans la réduction de la formation de métastases.  

 

1) Activité anticancéreuse 

De nombreux travaux ont montré que les activités anticancéreuses sont partagées par 

la Lf et !Lf, bien que les deux molécules vont agir de manière différente, ceci dû à leur 

structure ainsi qu’à leur localisation. En effet, la Lf va utiliser différents mécanismes d’action 

pour exercer son rôle d’agent anticancéreux tels que des effets anti-angiogéniques, une 

régulation de la prolifération cellulaire ainsi qu’une immunomodulation. La !Lf, quant à elle, 
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exerce des effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques via son activité de facteur de 

transcription. 

Une des premières expériences montrant l’activité anti-tumeur de la Lf a été publiée en 

1994. Dans cette étude, les auteurs ont montré que l’injection intratumorale de bLf à des 

souris présentant une tumeur chimiquement induite conduit à une diminution significative 

de sa taille ainsi qu’à une réduction du nombre de métastases (Bezault et al., 1994). Par la 

suite, de nombreux modèles animaux de carcinogénèse chimique de différents organes ont 

été mis en place, et pour tous les animaux traités à la bLf ou hLf, une nette régression de la 

taille des tumeurs a pu être observée (Tsuda et al., 1998; 2000; 2002; 2004; Ushida et al., 

1998; 1999; Tanaka et al., 2000; Li et al., 2011; Wang et al., 2011a). Les hLf et bLf sont non 

seulement capable d’empêcher la formation de métastases in vitro mais également in vivo 

(Varadhachary et al., 2004; Masuda et al., 2000; Iigo et al., 1999). Cependant, les 

mécanismes ne sont pas très clairs puisque des expériences in vitro ont montré que la hLf est 

responsable de la surexpression de la métalloprotéase MMP-1 (Oh, 2001) et de 

l’augmentation la capacité de migration et d’invasion des cellules de glande mammaire MCF7, 

ZR-75, MDA-MB-231, MDA-MB-468 et SK-BR-3 (Ha et al., 2011). 

a) Activité anti-angiogénique  

L’injection intra-péritonéale ainsi que l’ingestion de bLf chez le rat, conduit à une 

inhibition de l’angiogenèse par l’intermédiaire de la sous-expression du VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor) (Norrby et al., 2001; Shimamura et al., 2004). De la même 

manière, la bLf saturée en fer est un adjuvant naturel potentiel qui renforce les effets de la 

chimiothérapie en régulant négativement l’angiogénèse in vivo (Kanwar et al., 2008). 

Curieusement, la bLf et la hLf semblent exercer des effets totalement opposés vis-à-vis de 

l’angiogénèse. Alors que l’administration orale de bLf inhibe l’angiogénèse (Norrby et al., 

2001), la hLf a plutôt des activités pro-angiogéniques (Norrby, 2004). L’activité anti-

angiogénique de la Lf est encore sujette à controverse puisqu’elle semble dépendre de 

l’origine de la Lf utilisée pour le traitement ainsi que du type cellulaire étudié. D’ailleurs, Kim 

et al. ont montré que la bLf était capable de stimuler l’angiogénèse in vivo, via la 

surexpression du récepteur au VEGF, conduisant ainsi à la prolifération et la migration des 

cellules endothéliales (Kim et al., 2006).  

b) Régulation de la prolifération cellulaire  

L’expression de la hLf et de son isoforme intracellulaire !Lf, est sous-régulée dans les 

cellules cancéreuses. La hLf est sous-exprimée ou absente de nombreux tissus cancéreux 

(Siebert et Huang, 1997; Benaïssa et al., 2005). Cette sous-expression est due à des 

mutations, perte allélique du chromosome 3 ou modifications du degré de méthylation du  

promoteur (Iijima et al., 2006; Teng et al., 2004a). La !Lf est présente dans les tissus sains 

mais est sous-régulée dans les tissus cancéreux correspondants (Siebert et Huang, 1997 ; Liu 
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et al., 2003 ; Benaïssa et al., 2005). Lf et !Lf semblent être des facteurs de bon pronostic 

dans le cas de cancer du sein puisqu’une forte expression de leurs transcrits est associée à 

une survie plus importante des patientes (Benaïssa et al., 2005). Qui plus est, Lf et !Lf 

exercent une activité antiproliférative sur les cellules cancéreuses puisqu’elles sont capables 

de réduire la croissance tumorale. 

En effet, La Lf limite la prolifération cellulaire des cellules MDA-MB-231 grâce à sa 

capacité à provoquer un arrêt du cycle cellulaire en G1/S. Cet arrêt du cycle passe par 

l’inhibition des cyclines cdk2 et cdk4 et l’induction de l’expression de la protéine p21 (cdk 

inhibitor) via la voie de signalisation des MAPK (Damiens et al., 1999). Cette augmentation 

de p21 est également retrouvée après traitement des lignées cellulaires humaines H1299, 

MCF7 et HEK 293 aussi bien avec de la bLf que de la hLf (Son et al., 2006). D’ailleurs, ces 

auteurs ont mis en évidence la capacité qu’a la hLf à surexprimer la protéine du 

rétinoblastome (Rb), suppresseur de tumeur clef impliqué dans la progression du cycle 

cellulaire. En effet, la hLf maintient la protéine Rb sous sa forme hypophosphorylée grâce à la 

surexpression de p21, contribuant ainsi à la formation du complexe Rb/E2F, donc à une 

inhibition de l’expression des gènes répondant à E2F qui sont responsables du passage de la 

transition G1 à S (Son et al., 2006). Xiao et al, (2004) ont également noté un arrêt du cycle 

en G1/S de cellules issues de résections de tumeurs de la tête et du cou en réponse à la Lf, via 

une diminution de la phosphorylation de la protéine Akt qui conduit à une surexpression de 

la protéine p27 et de la cycline E, ainsi qu’à une diminution de la phosphorylation de Rb. 

Varadhachari et collaborateurs ont mis en évidence un arrêt du cycle en G1/S dans des 

cellules squameuses cancéreuses de la tête et du cou en réponse à la hLf, avec une sous-

expression de la cycline D (Wolf et al., 2007). De plus, la surexpression de la hLf dans les 

cellules HeLa induit une surexpression du suppresseur de tumeur p53, mais également de 

mdm2 et de p21, due à l’activation du facteur de transcription NF-!B (Oh et al., 2004). La Lf 

agit donc sur de nombreuses voies pour contrôler la transition G1/S (Figure 7, page 25). Par 

ailleurs, des modèles animaux de carcinogénèse chimique au niveau de la glande mammaire 

(Wang et al., 2011) et du col de l’utérus (Li et al., 2011) ont été réalisés et les animaux ont 

subi ou non l’injection d’un vecteur adénoviral déficient en réplication, contenant le gène de 

la hLf, directement au niveau de la tumeur. L’analyse des cellules primaires issues de ces 

tumeurs a aussi clairement mis en évidence un arrêt de la prolifération cellulaire des cellules 

traitées par rapport aux cellules contrôles, reflété par un arrêt du cycle en G1/S pour les 

cellules de glande mammaire (Wang et al., 2011) et un arrêt en G2/M pour les cellules du col 

utérin (Li et al., 2011). 

Parallèlement, une étude réalisée au laboratoire a montré que la surexpression de la 

!Lf conduit à un arrêt du cycle cellulaire à la transition G1/S (Breton et al., 2004). Cet arrêt 



 24 

du cycle serait dû à la transactivation du gène Skp1 par la !Lf (Mariller et al., 2007). Activité 

pro-apoptotique 

De nombreuses études ont montré que la Lf favorise l’apoptose des cellules cancéreuses. 

Des études in vivo ont montré que l’administration orale de bLf inhibe la tumorigénèse et 

augmente l’apoptose grâce à l’induction de l’expression des récepteurs de mort Fas, des 

protéines pro-apoptotiques Bax et Bid, membres de la famille Bcl-2, l’activation des caspases 

8 et 3 ainsi que l’induction de la fragmentation de l’ADN caractéristique d’un état 

apoptotique (Fujita et al., 2004a; 2004b; Chandra Mohan et al., 2006). Par ailleurs, il a été 

démontré que le domaine 679Y-K695 de la hLf est capable de se fixer à la pro-caspase 3 in vitro 

et de conduire à sa maturation. D’ailleurs, le peptide synthétique de ce domaine entre en 

compétition avec la hLf et bloque la maturation de la pro-caspase 3 (Katunuma et al., 2006).  

Des études in vitro ont montré que le traitement des cellules Jurkat par de la hLf 

conduit à une augmentation significative de l’apoptose de manière dose dépendante, avec 

une activation des caspases 9 et 3 ainsi qu’un clivage de la PARP (Poly ADP Ribose 

Polymerase) (Lee et al., 2009). La voie de signalisation JNK1/2 est impliquée dans 

l’apoptose des cellules Jurkat en réponse à la hLf, ainsi qu’une phosphorylation de Bcl2 qui 

conduit à son inactivation. À de fortes concentrations de hLf dans ces cellules, Lee et al. 

(2010) ont pu observer une surexpression de Rb maintenue sous sa forme phosphorylée 

grâce à l’augmentation de l’expression de la kinase Cdk6 (Lee et al., 2010b). Ceci inhibe 

l’interaction entre Rb et E2F, permettant ainsi l’expression du facteur pro-apoptotique Bim. 

Par ailleurs, l’injection de l’adénovirus contenant le gène de la hLf  directement au niveau de 

tumeurs chimiquement produites chez la souris a montré une augmentation de l’expression 

de Bax, Fas et de la caspase 3 activée ainsi qu’une sous-régulation de Bcl2 (Li et al., 2011 ; 

Wang et al., 2011). D’autre part, les études réalisées sur les cellules neuronales PC12 

montrent que la hLf est capable de promouvoir ou d’inhiber l’apoptose selon la dose 

appliquée. En effet, de fortes concentrations de hLf stimulent l’activation des caspases 8 et 3 

et régulent négativement l’expression de Bcl2 et ERK1/2 sous sa forme phosphorylée. Au 

contraire, de faibles concentrations de hLf conduisent à une surexpression de ERK1/2 et Bcl2 

et ne conduisent pas à l’apoptose des cellules traitées (Lin et al., 2005; Lee et al., 2009).  
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Figure 7 : Effets des lactoferrines sur la régulation de la transition G1/S. La lactoferrine intervient à différents 
niveaux de régulation de cette transition. La lactoferrine induit la surexpression de Rb qui s’accumule 
majoritairement sous une forme hypophosphorylée conduisant à la rétention de E2F. Elle induit également la 
surexpression de p53 qui en retour conduit à celle de p21. En activant p53, la Lf va également conduire à la 
transcription d’un facteur anti-angiogénique, la maspine. La lactoferrine comme p21 inhibe alors l’activité des 
complexes Cycline D/Cdk4 et Cycline E/Cdk2 maintenant ainsi indirectement la protéine Rb sous la forme 
hypophosphorylée. La !Lf transactive les gènes Bax et Skp1. La protéine Skp1 appartient au complexe SCF à 
activité ubiquitine ligase responsable de la dégradation protéasomale de nombreux acteurs du cycle cellulaire de 
la transition G1/S (d’après Pierce et al., 2009). 

c) Immunomodulation 

Les modèles animaux de carcinogénèse chimique traités à la bLf ont montré une 

augmentation du nombre de cellules NK, CD8+, CD4+ et INF-"+ au niveau des muqueuses de 

l’intestin ainsi que le relargage de cytokines telles que l’IL-18, l’IL-12 et l’INF-" (Iigo et al., 

1999). En outre, l’administration orale de hLf recombinante à des souris atteintes de tumeur 

chimiquement induite conduit à une réponse immune mucosale et systémique (Varadhachari 

et al., 2004). De plus, le relargage de la Lf par les cellules neutrophiles est considéré comme 

une alarmine recrutant les leucocytes et activant les cellules de l’immunité (la Rosa et al., 

2008; Yang et al., 2009). En effet, une alarmine est définie comme étant un facteur cellulaire 

libéré par un stress chimique mécanique ou biologique, pouvant activer le processus 

inflammatoire et agissant comme un facteur de danger. Les alarmines sont reconnues par les 

cellules de l’immunité innée et de l’immunité acquise (Bianchi, 2006). 
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2) Activité proliférative de la lactoferrine 

Le processus d’ossification est géré par des cellules de la moelle osseuse appelées 

ostéoblastes. Au contraire, il existe des cellules appelées ostéoclastes qui détruisent la 

substance osseuse. De manière intéressante, Cornish et al. ont montré que la Lf est un facteur 

anabolique pour l’os (Cornish et al., 2004). 

En effet, des études in vivo montrent que l’injection intraclaviculaire de bLf à des 

souris mâles adultes augmente la croissance osseuse de manière localisée avec une activité 

supérieure à la plupart des autres facteurs de croissance ou hormones ostéogéniques 

normalement utilisés dans les stratégies anti-ostéoporotiques ou de réparation de fracture 

osseuse (Cornish et al., 2004). De plus, l’administration orale de bLf à des rates ayant subi 

une ovariectomie améliore la densité osseuse (Blais et al., 2009; Guo et al., 2009). Par 

ailleurs, de la bLf encapsulée dans des liposomes a été délivrée à des rats atteints de maladies 

parodontales induites par le LPS. Les auteurs ont ainsi pu constater une suppression de 

l’augmentation des ostéoclastes et une diminution de l’inflammation par l’intermédiaire du 

TNF! dans l’os (Ishikado et al., 2005). 

D’autre part, la bLf in vitro, stimule la formation de modules calcaires et augmente le 

nombre d’ostéoblastes matures issus de fémurs de rat (Cornish et al., 2004; Takayama et 

Mizumachi, 2009; Blais et al., 2009). En outre, la bLf est capable d’inhiber non seulement 

l’activité résorptive des ostéoclastes in vitro (Lorget et al., 2002) mais également la 

différenciation des pré-ostéoclastes en ostéoclastes (Cornish et al., 2006; Blais et al., 2009). 

Ces données font de la bLf un agent thérapeutique prometteur contre l’ostéoporose.    
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Tableau III : Les lactoferrines bovines et humaines activent de nombreuses voies de signalisation dépendantes 
des tissus ou types cellulaires 

D. Activité de facteur de transcription  

1) Activité putative de facteur de transcription de la lactoferrine sécrétée 

En 1989, Hutchens et collaborateurs ont mis en évidence l’existence d’une interaction 

entre la Lf et de l’ADN double brin et utilisé cette propriété pour de purifier et isoler la hLf 

issue de fluides biologiques comme le lait (Hutchens et al., 1989). Garré et al. ont montré 

qu’après traitement des cellules érythroleucémiques humaines K-562 par de la hLf, ils 

assistaient à la fixation de la hLf à ses récepteurs spécifiques de surface, une internalisation 

rapide puis une relocalisation nucléaire (Garrè et al., 1992). En outre, la partie N-terminale 

de la Lf expose une région fortement basique analogue au signal de localisation nucléaire de 

 Cellules Voies de 

signalisation 

Références  

in 

vitro 

Cellules de la tête et du cou  PI3K/AKT  Xiao et al., 2004 

MDA-MB-231 MAP kinase Damiens et al., 1999 

Cellules cancéreuses stomacales AKT Xu et al., 2010 

HeLa  NFkB  

Récepteur au TGF-ß et Smad 

Oh et al., 2004 

Zemann et al., 2010 

PC12  ERK, Fas  

P38 MAPK 

Lin et al., 2005 

Ishii et al., 2009 

Cellules primaires de glande 

mammaire bovine (MeBo), MCF7  

Acides rétinoïques  Baumrucker et al., 

2006 

Jurkat  JNK-associée à Bcl-2  Lee et al., 2009 

Jurkat, H1299, MCF7, HEK293  Hypophosphorylation de Rb Son et al., 2006 

in 

vivo 

Foie maturation de la procaspase-3  Katunuma et al., 2006 

Muqueuse du colon, poumon Fas  Fujita et al., 2004a 

Petit intestin  IFN-!/IL-7  Iigo et al., 2009 

Glande mammaire Fas, Caspase 3 Wang et al., 2011 

Utérus Caspase 3 Li et al., 2011 



 28 

SV-40 (Meier et Blobel, 1990). En effet, le 1GRRRR5 contenant 4 résidus d’arginine 

consécutifs a été décrit comme étant un signal de localisation nucléaire (Penco et al., 2001). 

He et Furmanski (1995) ont tenté de donner une signification biologique à cette présence de 

Lf sécrétée, interagissant avec l’ADN au sein du noyau. Pour ce faire, ils ont incubé la Lf dans 

des conditions stringentes en présence de séquences oligonucléotidiques aléatoires d’ADN. 

Les complexes Lf/ADN résultants ont été purifiés et après dissociation de l’ADN, ce dernier a 

été amplifié par PCR (Polymerase Chain Reaction). Soixante-quatre séquences d’ADN ont pu 

être isolées et l’alignement de ces séquences a permis de mettre en évidence trois séquences 

nucléotidiques consensus interagissant spécifiquement avec la Lf in vitro (Tableau IV). Parmi 

ces séquences, seules les séquences S1 et S3 permettent l’expression d’un gène rapporteur 

CAT (Chloramphenicol Acetyl Transferase) en présence de Lf ou d’une construction de Lf 

amputée de son peptide signal (proche de la !Lf). S1 (Tableau IV) est la séquence cis la plus 

efficace (He et Furmanski, 1995). 

Tableau IV : Séquences d’ADN reconnues spécifiquement par la lactoferrine humaine (He et Furmanski, 1995). 

Nom Séquence Fonctionnalité 

S1 GGCACTT(G/A)C ++ 

S2 TAGA(A/G)GATCAAA - 

S3 ACTACAGTCTACA + 

 

Le gène de l’IL-1! humain possède au sein de son promoteur une séquence identique à 

S1 (-3202GGCACTTGC-3193) et 4 séquences imparfaites, similaires à S1, situées en 

positions -3137 à -1043. Des expériences de retard sur gel ont permis de montrer que la hLf 

était capable de se fixer aux cinq séquences. La séquence la plus distale qui d’ailleurs est la 

seule séquence optimale, conduit à une activité transcriptionnelle in vitro plus importante 

(Son et al., 2002). Par ailleurs, l’expression d’un gène rapporteur CAT en présence de 

fragments de différente taille de hLf a permis de montrer que ce sont les 90 premiers résidus 

d’acides aminés de la hLf (incluant la séquence de localisation nucléaire 1GRRRR5) qui 

présentent la plus grande activité transcriptionnelle (Son et al., 2002), suggérant que ce 

fragment devrait à la fois posséder un DBD (DNA Binding Domain) et un TAD 

(TransActivation Domain). 

Récemment, le gène de l’endothéline-1 (ET-1) a été décrit comme étant une cible de 

l’activité transcriptionnelle de la hLf (Ha et al., 2011). Après traitement de cellules de glande 

mammaire cancéreuses MDA-MB-231 par de la hLf, les extraits nucléaires ont été soumis à 

des expériences de retard sur gel. Les résultats obtenus mettent en évidence l’existence d’une 

interaction spécifique entre la hLf et la séquence d’ADN GGCACTTGG contenue dans le 

promoteur du gène ET-1 (Ha et al., 2011) qui est identique à la séquence consensus S1 décrite 

par He et Furmanski (1995). 
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La localisation nucléaire de la Lf est extrêmement controversée. En effet, sa présence 

n’a pas été détectée au sein des noyaux des cellules Jurkat, K-562, Raji, U-937, HL-60, HeLa 

et Hec-1B traitées par de la Lf-GFP (Liu et al., 2003). De la même manière, après traitement, 

il ne semble pas y avoir de relocalisation de Lf-GFP dans les noyaux des cellules 

embryonaires de fibroblastes de souris (Goldberg et al., 2005). Par ailleurs, Mulligan et al., 

infirment non seulement la présence de hLf dans les noyaux des cellules K-562 mais 

également sa fixation sur des séquences spécifiques et consensuelles d’ADN (Mulligan et al., 

2006). Au contraire, sept autres équipes confirment l’existence d’une endocytose de Lf suivie 

d’une translocation au noyau. En effet, une faible quantité de hLf a pu être détectée par 

immunofluorescence au sein des noyaux des cellules monocytaires Thp1 (Håversen, 2002) 

ainsi que par immunohistochimie dans des cellules provenant de tumeurs hépatiques 

(Tuccari et al., 2002). Suite à l’interaction avec son récepteur spécifique à la surface des 

cellules épithéliales intestinales Caco-2 (Tableau II, page 19), côté apical, la hLf est 

internalisée puis relocalisée au noyau (Ashida et al., 2004). Baumrucker et al (2006) ont mis 

en évidence la présence de bLf préalablement marquée au FITC dans les noyaux de cellules 

de glande mammaire MCF-7. Par ailleurs, suite à la fixation de la hLf aux protéoglycanes de 

surface et à la nucléoline de surface, la hLf est endocytée dans les endosomes précoces, de 

manière clathrine dépendante et relocalisée dans le noyau de cellules MDA-MB-231 et CHO. 

La nucléoline est une protéine nucléolaire de 105 kDa faisant la navette entre la surface 

cellulaire et le noyau (Legrand et al., 2004). Recemment, Puddu et al. (2011) ont montré par 

microscopie confocale à l’aide d’anticorps dirigés contre la bLf, qu’elle est internalisée dans 

les monocytes. En effet, dix minutes après l’endocytose, les auteurs ont pu détecter la bLf 

dans le cytoplasme, une heure après, elle s’accumule dans la zone périnucléaire et enfin, trois 

heures après elle est retrouvée dans le noyau. Cependant, les mécanismes d’internalisation 

restent encore à déterminer. 

La localisation nucléaire de la Lf serait donc vraisemblablement cellule-dépendante 

mais également dépendante des récepteurs de surface présents (Tableau II, page 19). Cette 

activité de facteur de transcription n’a cependant jamais été démontrée in vivo pour la Lf de 

sécrétion. 

2) La delta-lactoferrine est un facteur de transcription fonctionnel 

Comme tout facteur de transcription, la !Lf devrait posséder non seulement un DBD 

mais également un domaine de transactivation (TAD). Bien que l’extrémité N-terminale de la 

!Lf soit tronquée, elle conserve l’extrémité C-terminale de la première hélice (résidus 27 à 30 

de la lactoferrine, 2 à 5 pour la delta-lactoferrine) qui constitue l’un des sites de liaison 

proposé pour l’ADN. Il apparaît alors que les résidus de lysine 13 et 260 ainsi que les résidus 

d’arginine 14 et 28 se trouvent dans l’environnement immédiat du premier domaine 

d’interaction à l’ADN (DBD) putatif et forment une structure basique saillante susceptible 
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d’interagir avec la double hélice de l’ADN. La seconde région basique présente au niveau de la 

région inter-lobe a également été proposée comme un autre DBD (Figure 8, page 31). 

L’entrée de la !Lf au noyau va dépendre de la reconnaissance par des importines d’une 

séquence NLS (Nuclear Localisation Sequence) autre que le 1GRRRR5 précédemment décrit 

comme NLS pour la hLf. L’analyse in silico de la séquence primaire des Lf a révèlé la possible 

présence d’une séquence NLS  bipartite conservée parmi les Lfs de différentes espèces. Il 

s’agit d’une séquence NLS bipartite 417RRSDTSLTWNSVKGKK432 localisée au niveau du lobe 

C de la protéine (Figure 8, page 31). Elle est proche des séquences NLS fonctionnelles 

retrouvées pour Rb (Efthymiadis et al., 1997), IL-5 (Jans et al., 1997) et la nucléoplasmine 

(Robbins et al., 1991). Cette séquence est pleinement fonctionnelle pour la !Lf puisqu’au 

laboratoire, des expériences d’immunorévélation et de microscopie confocale ont révélé que 

la !Lf avait une localisation essentiellement cytoplasmique mais également nucléaire (Breton 

et al., 2004). Par ailleurs, l’utilisation d’une protéine de fusion !Lf-GFP a clairement 

démontré que la localisation subcellulaire de la !Lf pouvait être nucléaire (Liu et al., 2003 ; 

Goldberg et al., 2005 ; Hardivillé et al., 2010). Enfin, la mutation des deux résidus d’acides 

aminés de part et d’autre de cette séquence bipartite conduit à une inhibition du trafic 

nucléaire de la !Lf (Mariller et al., 2007).  

Une étude réalisée au laboratoire a permis de démontrer, pour la première fois, que la 

!Lf est un facteur de transcription responsable de la transactivation du gène Skp1 (Mariller 

et al., 2007). Skp1 est une protéine qui participe à la formation de deux complexes différents 

agissant au niveau de la transition G1/S du cycle cellulaire et au cours de la mitose (Kitagawa 

et Hieter, 2001). La !Lf est également capable de transactiver le gène de Bax (Hardivillé, 

communication personnelle). Les promoteurs des gènes Bax et Skp1 présentent des 

séquences homologues à S1, que nous avons pu définir comme étant des éléments de réponse 

fonctionnels à la !Lf (!Lf Response Element, !LFRE) grâce à des expériences de gènes 

rapporteurs et d’immunoprécipitation de la chromatine (Mariller et al., 2007 ; Hardivillé et 

al., 2010). 

La majorité des facteurs de transcription sont la cible de modifications post-

traductionnelles qui vont contrôler leur activité, leur localisation subcellulaire, leur durée de 

demi-vie ainsi que leurs interactions avec d’autres protéines. Les travaux réalisés au 

laboratoire ont permis de mettre en évidence les modifications qui pouvaient contrôler 

l’activité transcriptionnelle et la stabilité de la !Lf. En effet, la phosphorylation du résidu de 

S10 conduit à une interaction entre la !Lf et le promoteur du gène Skp1, ainsi qu’à une forte 

activité transcriptionnelle, alors que la modification par O-GlcNAc du même site empêche la 

fixation de la !Lf au promoteur de Skp1 et conduit à une forte diminution de la 

transactivation (Hardivillé et al., 2010).  
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Figure 8 : Représentation schématique de la structure primaire de la lactoferrine (A) et de la delta-lactoferrine 
(B) présentant les différents domaines ainsi que leurs positions respectives. Les sites de N- et O-glycosylation 
respectivement pour la lactoferrine et la delta-lactoferrine sont représentés dans des carrés bleus. Les sites 
d’ubiquitination sont représentés dans les carrés rouges. L’acide aminé cible de l’acétylation est représenté en 
jaune, celui de la SUMOylation est représenté en orange. Les DBD1 et DBD2 sont représentés par des boites 
violettes. Les séquences PEST et NLS sont mises en évidence par une ligne horizontale verte clair et rose 
respectivement (D’après Mariller et al., 2012). 

Par ailleurs, la difficulté à isoler la !Lf, même lorsqu’elle est surexprimée, laisse 

suggérer que cette protéine est rapidement dégradée. L’analyse de la séquence primaire nous 

a permis de mettre en évidence un domaine de dégradation rapide (PEST) potentiel 

391PVLAENYKSQQSSDPDPNCVD405 en position C-terminale. Les résidus de sérine ou de 

thréonine des séquences PEST sont fréquemment la cible d’une phosphorylation qui conduit 

généralement à la reconnaissance du substrat par le complexe SCF (Skp1-Cul1-F-box-

protein) à activité ubiquitine ligase, signal de dégradation protéasomale de la protéine 

(Rechsteiner et Rogers, 1996). La mutation de cette séquence PEST augmente la durée de 

demi-vie de la !Lf, ce qui confirme sa fonctionnalité (Hardivillé et al. 2010). Cette séquence 

de dégradation rapide, reconnue par le système ubiquitine/protéasome, est conservée 

phylogénétiquement parmi les Lf. Nous avons d’autre part démontré que la GlcNAcylation du 

résidu de S10 protège la !Lf de la polyubiquitinylation (Hardivillé et al., 2010). Les résidus de 

K379 et K391 proches de la séquence PEST, sont les cibles de l’ubiquitinylation, leur mutation 

nous a permis de montrer que le résidu de K379 est la cible majeure de la polyubiquitinylation. 

Deux autres séquences de dégradation rapide putatives sont retrouvées et conservées 

phylogénétiquement parmi les Lf, il s’agit de deux D-Box de séquence 108RPFL111  et 

475RSNL478 dont la fonctionnalité reste à confirmer. Ces séquences sont connues pour 
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interagir avec le complexe APC/C qui dirige la dégradation des protéines en phase G2 et M 

(Hames et al., 2001). 

D’autre part, nous avons voulu savoir si la !Lf pouvait être modifiée par SUMOylation. 

La recherche in silico a révélé 4 sites putatifs de SUMOylation aux positions 13, 308, 361 et 

391. SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) est un membre de la famille des ubiquitines 

(Johnson, 2004; Kirkin et Dikic, 2007). La SUMOylation est une modification post-

traductionnelle dynamique et réversible, impliquant des voies de SUMO-conjugaison et 

SUMO-déconjugaison qui conduisent à une modification de la fonction de la protéine cible. 

Les principales cibles de la SUMOylation sont les protéines impliquées dans le transport 

nucléaire, la répression de la transcription ou encore la réparation de l’ADN (Gareau et Lima, 

2010; Hannoun et al., 2010). Nous avons pu déterminer à l’aide d’expériences 

d’immunoprécipitation que la !Lf est effectivement SUMOylée (Figure 9) (Hoedt et al., 

communication personnelle). Des mutants ponctuels ont été construits afin de vérifier la 

fonctionnalité de chacun des 4 sites.  

Figure 9 : La delta-lactoferrine est modifiée par SUMOylation. Les cellules HEK 293 ont été cotransfectées avec 
les vecteurs d’expression 3XFLAG-!Lf et His-SUMO. Les anticorps M2 dirigés contre l’étiquette 3XFLAG ont été 
utilisés afin d’immunoprécipiter la !Lf 24 h après la transfection. Les fractions purifiées ont été analysées par 
immuno-électrotransfert avec des anticorps dirigés contre l’étiquette histidine. Il existe des motifs de 
polySUMOylation avec une première bande à 84 kDa qui correspond à la !Lf monoSUMOylée et les autres bandes 
reflètent la polySUMOylation de la !Lf 

La !Lf possède également un site putatif d’acétylation en position N-terminale, au 

niveau du résidu de K3, cible potentielle des acétyltransférases (Figure 8, page 31). 

L’acétylation est une modification post-traductionnelle réversible qui neutralise la charge de 

la chaîne latérale du résidu de Lysine cible, entrainant ainsi un changement de conformation 

de la protéine cible. Cette modification modifie donc l’interaction de la protéine cible avec ses 

partenaires intracellulaires, en particulier l’ADN qui est chargé négativement (pour revue : 

(Arif et al., 2010). De plus, il a été démontré que l’acétylation d’un résidu de lysine spécifique 

du facteur de transcription p53 est responsable de la modification conformationnelle de p53 

qui est à l’origine du recrutement de co-activateurs transcriptionnels (Mujtaba et al., 2004; 

Bode et Dong, 2004). L’acétylation d’un facteur de transcription peut entrer en compétition 
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avec sa phosphorylation et sa SUMOylation et ainsi induire une réactivation 

transcriptionnelle (pour revue : (Yang et Seto, 2008). 

IV. Analyse protéomique, définition et origines 

A. Définition  

Le terme protéome est défini comme l’ensemble des protéines exprimées par le génome. 

Il  a été employé pour la première fois en 1994 par Marc Wilkins lors d’un congrès et publié 

en 1996 (Wilkins et al., 1996). L’analyse protéomique correspond à l’étude de l’ensemble des 

protéines exprimées par un génome pour une cellule, un tissu, un organe ou organisme à un 

moment donné et dans des conditions données. A la différence du génome qui reste constant 

(si l’on ne tient pas compte du polymorphisme génétique) dans les cellules d’un organisme, le 

protéome varie selon le type de cellules, l’activité des cellules ou leur environnement. En effet, 

en réponse à différents signaux, les protéines peuvent subir des modifications post-

traductionnelles, changer de compartiment cellulaire, être synthétisées ou dégradées. En 

conséquence, l’étude du protéome doit s’effectuer dans un cadre bien défini, afin d’obtenir 

une meilleure compréhension de la complexité du fonctionnement cellulaire à partir de 

l’expression protéique dans un contexte exhaustif. Le volume de travaux publiés depuis 

l’apparition de l’analyse protéomique en 1995 ne cesse de croitre et ce, de manière 

exponentielle (Figure 1). La première publication en analyse protéomique date de 1995 et l’on 

pouvait dénombrer plus de 12000 pour l’année 2010. 

Figure 10 : Publications dans le domaine de l’analyse protéomique en recherchant les mots proteomic ou 
proteomics ou proteome depuis la base de donnée de NCBI Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). 

B. Origines 

Les prémices de l’analyse protéomique sont apparus en 1975 lorsque O’Farrell a décrit 

pour la première fois la séparation d’un mélange complexe de protéines d’Escherichia coli 
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grâce à l’électrophorèse bidimensionnelle (2-D) (O'Farrell, 1975). Néanmoins, les techniques 

de l’époque ne permettaient pas d’identifier aisément les protéines dans ce contexte. Ce n’est 

que dans les années 1990 qu’on a pu assister à un réel avènement de l’analyse protéomique 

avec l’identification de protéines dans un contexte intégré. Sans le développement simultané 

de techniques complémentaires telles que la séparation des protéines (électrophorèse 

bidimensionnelle, chromatographie liquide), la bio-informatique (bases de données en ligne, 

algorithmes de recherche,...) et la spectrométrie de masse (amélioration de la sensibilité, la 

résolution, la précision de masse,...), l’émergence de l’analyse protéomique n’aurait pu avoir 

lieu. De plus, l’augmentation exponentielle de génomes séquencés disponibles a largement 

contribué à cet essor.  

Le premier séquençage complet d’un génome fut celui d’Haemophilia influenzae, 

publié en 1995 (Fleischmann et al., 1995). Depuis, les outils de l’analyse génomique ont 

permis le séquençage de nombreux génomes dont celui de l’Homme en 2003. Le génome  

humain est composé de 23 000 gènes qui codent pour environ 500 000 protéines. En effet, si 

le génome fournit l’ensemble des gènes de chaque cellule d’un organisme, la réalité cellulaire 

dépendra du choix des gènes exprimés, du niveau d’expression de leurs produits ainsi que de 

la modulation de la fonctionnalité des protéines, par exemple par la maturation des ARN 

messagers et les modifications post-traductionnelles (glycosylation, phosphorylation, 

SUMOylation, …). De plus, les protéines n’agissent pas dans la cellule de façon isolée mais le 

plus souvent sous forme de complexes. Il est donc clair que la seule séquence génique ne 

suffit pas à rendre compte de toutes les protéines exprimées à un moment donné dans la 

cellule. L’analyse génomique et l’analyse protéomique sont des domaines complémentaires 

qui, avec le séquençage complet du génome humain, ont ouvert un nouveau système de 

référence en biologie : les omics. Le terme omic réfère à la biologie qui s’intéresse aux 

interactions dans et entre des ensembles vivants complexes (espèces, populations, individus, 

cellules, protéines, ARN, ADN). C’est surtout l’introduction de nouvelles technologies qui a 

permis de développer les sciences omics. Ainsi, grâce à l’analyse génomique, l’analyse 

transcriptomique, l’analyse protéomique et l’analyse métabolomique, de nouveaux 

biomarqueurs de maladie et de nouvelles cibles thérapeutiques peuvent être identifiés 

(Ricquier, 2005; Adourian et al., 2008; Zamboni et al., 2010; Griffin et al., 2011; Wu et al., 

2011). 

V. L’analyse protéomique 

La démarche classique de l’analyse protéomique consiste, dans un premier temps, à 

séparer les protéines présentes dans une cellule ou dans un compartiment cellulaire. Après 

extraction des protéines, ces dernières sont prétraitées : la solubilisation, la dénaturation et 
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la réduction permettent de supprimer toute interaction potentielle entre les protéines et 

d’éliminer le contenu non protéique. L’étape suivante consiste à séparer avec la meilleure 

résolution possible les protéines (ou peptides si la digestion a déjà été réalisée) présentes 

grâce à des méthodes séparatives (électrophorèse 1-D/2-D, chromatographie liquide), afin de 

les identifier et de les quantifier. Pour cela, chaque protéine d’intérêt est donc hydrolysée en 

fragments (c.à.d. peptides) par une protéase dont la spécificité est connue. La spectrométrie 

de masse permet de mesurer précisément la masse des différents peptides obtenus, lesquels 

constituent dans leur ensemble, la signature de la protéine (approche dite d’empreinte 

peptidique massique). Finalement, l’identification des protéines par interprétation des 

résultats des analyses de spectrométrie de masse est réalisée grâce à des outils 

bioinformatiques. 

A. Fractionnement des protéines et des peptides 

Les techniques électrophorétiques et chromatographiques sont les deux principales 

approches utilisées en analyse protéomique pour séparer les protéines. 

1) L’électrophorèse bidimensionnelle (2-D) 

Depuis la description originale de la 2-D par les travaux de O’Farrell en 1975, de 

nombreuses études ont contribué à l’amélioration de cette technique de séparation des 

protéines. Dès 1977, Anderson et Anderson ont utilisé l’électrophorèse 2-D pour séparer 

environ 300 protéines du plasma humain mais avec une résolution encore insuffisante 

(Anderson et Anderson, 1977). L’électrophorèse 2-D repose sur une séparation en deux 

étapes basées sur les deux principales caractéristiques physico-chimiques intrinsèques des 

protéines : leur point isoélectrique et leur masse moléculaire. La première dimension 

consiste en une isoélectrofocalisation (IEF). Les protéines sont séparées en fonction de leur 

point isoélectrique (pI) grâce à un gradient de pH utilisant des ampholytes, libres ou liées, 

dans un gel d’acrylamide. La fixation du gradient de pH au gel, qui passe par un greffage 

d’ampholytes directement sur l’acrylamide par des liaisons covalentes, a été mise au point 

afin de palier aux problèmes récurrents de reproductibilité. Ce système d’immobilines utilise 

des bandelettes à gradient de pH immobilisé, commercialisé sous le nom d’Imobilized pH 

Gradient (IPG), a aussi pour intérêt de proposer des gradients de pH étroits ou non linéaires, 

adaptés à la résolution d’un mélange à l’échelle du protéome (Görg et al., 1985; 1988). Sous 

l’effet du champ électrique, les protéines vont donc migrer dans le gel selon leur charge nette. 

On peut ainsi focaliser les protéines sur une gamme allant de 3 à 10 unités de pH ou sur des 

gammes plus ciblées. Vient ensuite la seconde dimension qui consiste en une séparation en 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide, en présence de dodécylsulfate de sodium (Sodium 

Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE). Dans cette seconde étape, 

l’ordre de migration n'est pas déterminé par les charges électriques des protéines mais par 
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leur taille. Le SDS, qui est un détergent anionique, va se fixer sur les protéines, masquer leur 

charge propre et uniformiser leur forme. Ainsi, la séparation des protéines se fera 

principalement en fonction de la longueur de la chaîne polypeptidique.  

A l’issue des deux étapes, les protéines sont séparées en fonction de leurs 

caractéristiques (pI et masse moléculaire) sur la surface du gel. Il existe différentes 

techniques de mise en évidence des protéines sur le gel. Chacune d’elle a des caractéristiques 

propres, en terme de sensibilité de détection et de linéarité de quantification. Le choix va 

donc dépendre de l’application ultérieure. La coloration à l’argent est considérée comme la 

référence en ce qui concerne la sensibilité (détection de l’ordre du ng de protéines) afin de 

visualiser les protéines minoritaires, mais elle présente une faible reproductibilité et elle est 

peu compatible avec l’analyse par spectrométrie de masse sans un protocole adapté 

(Rabilloud et al., 2008). D’autres colorants comme le bleu de Coomassie sont utilisés pour la 

bonne linéarité de leur réponse, leur reproductibilité et leur bonne compatibilité avec 

l’analyse en spectrométrie de masse mais disposent d’une sensibilité moindre (détection de 

l’ordre de 10 ng de protéines) (Lin et al., 2008). Les fluorochromes tels le  SYPRO Ruby et le 

Deep Purple représentent actuellement le meilleur compromis car ils permettent une 

coloration avec une sensibilité équivalente à celle du nitrate d’argent, linéaire, homogène et 

compatible avec l’analyse par spectrométrie de masse. Néanmoins, ces réactifs sont couteux 

et nécessitent un appareillage spécifique pour la visualisation (Chakravarti et al., 2010). 

Par conséquent, la combinaison de ces deux séparations permet d’obtenir une carte 2-D 

où chaque spot représente une protéine de l’échantillon initial. Elle permet aussi de 

différencier les isoformes d’une même protéine en utilisant simultanément les deux 

principaux paramètres des protéines, leur masse moléculaire et leur point isoélectrique.  

L’électrophorèse 2-D est une technique très utile en analyse protéomique car elle 

permet de séparer les protéines avec une très bonne résolution, jusqu’à 2000 protéines 

pouvant être analysées en routine. Une électrophorèse à haute résolution est capable de 

séparer 5000 protéines en une seule expérience (Wildgruber et al., 2000). Cependant, il 

s’agit d’une approche longue à mettre en œuvre et difficile à établir en terme de 

reproductibilité. De plus, elle est peu adaptée à l’analyse des protéines membranaires 

(Rabilloud, 2002) et ne permet pas d’analyser les protéines de très haut ou très bas poids 

moléculaire (<10kDa ou >100kDa), ainsi que les protéine de haut ou bas pH (pI<4 ou 

>9)  (Corthals et al., 2000). 

2) La séparation des peptides par chromatographie liquide haute pression 
(CLHP)  

La chromatographie liquide haute pression (CLHP) est définie en fonction de la nature 

de sa phase stationnaire. Il existe des chromatographies de partage, d’exclusion, d’adsorption, 

d’affinité et d’échange d’ions. En analyse protéomique, les molécules à séparer sont 
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classiquement des peptides issus de la digestion trypsique d’un mélange plus ou moins 

complexe de protéines (ces peptides proviennent de la digestion d’un spot de gel 2-D, d’une 

bande de gel 1-D voire de la digestion d’un mélange plus complexe). Des colonnes 

chromatographiques en phase inverse (Reverse Phase, RP) sont communément utilisées. Ces 

colonnes sont composées de billes de silice greffée à des chaînes linéaires de 8 à 18 atomes de 

carbone qui leur confèrent un caractère très hydrophobe (phase stationnaire). Elles séparent 

les peptides trypsiques (ou peptides protéotypiques) en fonction de leur hydrophobie grâce à 

un gradient d’un solvant organique (phase mobile) qui est généralement de l’acétonitrile. Ces 

colonnes ont été miniaturisées afin de travailler avec des débits plus faibles, de l’ordre de 

quelques nl/min, de manière à augmenter l’efficacité de l’analyse en spectrométrie de masse 

et ce, grâce à un couplage de la chromatographie liquide (LC) avec la spectrométrie de masse 

(LC-MS), on parle alors de nano-LC (Calvio et al., 1995; Davis et al., 1995). Les peptides élués 

en sortie de colonne sont directement envoyés à la source du spectromètre de masse pour 

être ionisés. Les faibles débits d’injection, sont préférables pour une ionisation de type 

électro-nébulisation (Shen et al., 2002). Ainsi, à volume d’échantillon constant, cette 

diminution des débits d’entrée permet d’avoir un temps d’analyse plus long et donc 

d’améliorer la précision de mesure du spectromètre de masse. Cette miniaturisation présente 

également d’autres avantages tels qu’une amélioration de la tolérance aux sels et une 

augmentation de la sensibilité (Wilm et Mann, 1996).  

La complexité des échantillons nécessite parfois plusieurs étapes de séparations en 

chromatographie avant l’analyse par MS. Il existe une approche basée sur une double 

séparation en chromatographie appelée MudPIT pour Multidimensional Protein 

Identification Technology. Elle consiste à séparer les peptides dans un premier temps sur 

une colonne échangeuse de cations qui est séquentiellement éluée sur une colonne en phase 

inverse, cette fois-ci, directement couplée au spectromètre de masse (McCormack et al., 1997; 

Wolters et al., 2001). 

VI. Analyse protéomique et spectrométrie de masse 

Afin d’identifier et d’étudier l’expression des protéines dans différentes conditions 

physiologiques ou pathologiques, l’analyse par spectrométrie de masse (MS) est devenue 

incontournable en protéomique. Un spectromètre de masse permet de séparer, de détecter et 

d’identifier des protéines (ou autres analytes) grâce à la mesure de leur masse mono-

isotopique. De plus, le spectromètre de masse va permettre  de caractériser la structure 

chimique de ces molécules en les fragmentant. Après ionisation des molécules en phase 

gazeuse, les ions sont envoyés, grâce à un champ électrique, vers l’analyseur qui les sépare en 

fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Le détecteur envoie alors l’information vers 
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l’ordinateur pour analyse (Figure 11). Les méthodes d’ionisation fréquemment utilisées pour 

les biomolécules sont la désorption-ionisation laser assistée par matrice (Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionisation, MALDI) et l’électro-nébulisation (ou electrospray, ESI) car 

elles engendrent peu ou pas de fragmentation de la molécule durant le processus d’ionisation 

et/ou de désorption. Elles sont couplées à des analyseurs de plus en plus résolutifs et 

sensibles, rendant ainsi possible l’analyse de très faibles quantités d’échantillon (inférieures à 

la femtomole). 

Figure 11 : Principe général de fonctionnement du spectromètre de masse. 

A. Les sources d’ionisation en spectrométrie de masse 

La molécule doit être ionisée car il est bien plus simple de manipuler de manière 

expérimentale le mouvement et la direction d’un ion par rapport à une molécule neutre. En 

appliquant des forces électriques et/ou magnétiques, l’énergie et la vitesse des espèces 

ioniques peuvent être contrôlées, ce qui va aider à leur séparation et leur détection. 

1) L’ionisation par un spectromètre de masse à source MALDI 

La spectrométrie de masse par désorption et ionisation laser assistée par matrice 

(MALDI) a été développée en 1988, simultanément par deux équipes de recherche en 

Allemagne (Karas et Hillenkamp, 1988) et au Japon (Tanaka et al., 1988). Toutes deux ont 

montré que la MS peut analyser les protéines et d’autres molécules ayant une masse 

supérieure à  200 kDa avec une bonne sensibilité. 

La première étape en MALDI consiste à co-cristalliser sur une cible l’analyte avec un 

large excès de matrice qui absorbe l’énergie à la longueur d’onde du laser employé. Elle va 

pouvoir ensuite transmettre de manière douce et contrôlée l’énergie absorbée à l’analyte. En 

analyse protéomique, trois matrices sont principalement utilisées : l’alpha-cyano (acide !-

cyano-4-hydroxycinnamique), l’acide sinapinique (acide 3,5-dimethoxy-4-hydroxy 

cinnamique) et le DHB (acide 2,5-dihydroxybenzoique). 

L’ionisation MALDI (Figure 12, page 39) génère généralement des ions monochargés, 

ce qui facilite l’analyse des spectres de masse (Karas et al., 2000). Les peptides ainsi ionisés 

seront ensuite accélérés par l’application d’une différence de potentiel en vue d’être séparés 

par l’analyseur à temps de vol (Figure 15, page 41). 
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Figure 12 : Principe de l’ionisation MALDI. L’ionisation MALDI s’effectue sous vide (! 10-7 mbar). Les ions sont 
produits en phase gazeuse sous l’effet d’une impulsion laser qui irradie la surface cristalline de la matrice 
entourant l’analyte. L’ionisation s’effectue en deux phases. La première consiste en l’ionisation de la matrice 
résultant de l’absorption de photons émis par le laser. L’ionisation de l’échantillon se réalise dans un second 
temps grâce au transfert d’un proton de la matrice à l’analyte. 

2) Ionisation par un spectromètre de masse à source ESI 

L’ionisation par electrospray (ESI) a été découverte par Dole et al. en 1968 (Dole, 

1968). Cette technique fut développée par les travaux de Fenn à la fin années 80 (Fenn et al., 

1989; Meng et Fenn, 1990). Ils ont démontré que dans ce type d’expérience, les molécules 

non volatiles peuvent être ionisées en phase gazeuse sans fragmentation ni destruction et ce, 

à pression atmosphérique. Cette technique peut donc être directement couplée (on line) à 

une chromatographie liquide. Ces travaux lui ont d’ailleurs permis de recevoir le prix Nobel 

de Chimie en 2002. Le principe de l’ESI consiste à produire un nuage de gouttelettes 

chargées sous l’influence d’un champ électrique intense. Ces gouttelettes vont être dirigées 

vers l’analyseur grâce au champ électrique et au gradient de pression appliqué. Pendant ce 

trajet, la taille des gouttelettes  diminue par évaporation du solvant qui est au contact de l’air. 

L’électricité fournie conduit à des explosions coulombiennes successives provoquant la 

libération des ions en phase gazeuse. (Figure 13, page 40) L’ionisation par electrospray crée 

souvent des ions multi-chargés (Nguyen et Fenn, 2007). 
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Figure 13 : Principe de l’ionisation ESI. L’ESI consiste en une cascade de fission de gouttes entrainant une 
diminution de la taille de la goutte donc une augmentation de la charge à sa surface jusqu’à atteindre la limite 
d’instabilité de Railey. A ce point, les forces répulsives de Coulomb excèdent la tension de surface de la goutte, 
causant une fission de la goutte en une plus petite et hautement chargée. 

B. Les analyseurs en spectrométrie de masse (MS) 

Les analyseurs sont caractérisés par cinq paramètres : la précision de mesure, la 

résolution, la vitesse de balayage, la gamme de rapports m/z balayée et la transmission 

(Stroobant, 2007). La précision sur la mesure des rapports m/z des ions correspond à la 

différence observée entre la masse théorique et la masse mesurée. Souvent exprimée en parts 

par million (ppm), elle est liée à la stabilité et à la résolution de l’analyseur. La résolution ou 

pouvoir de résolution de l’analyseur correspond à sa capacité à distinguer des ions de m/z 

proches (Figure 14A, page 41). Plus la résolution est élevée, plus la différence entre deux 

signaux distincts est faible sur le paramètre mesuré. En spectrométrie, la résolution 

correspond à la finesse des pics. En considérant le pouvoir séparatif, il est possible de définir 

la résolution comme le rapport m/!m où !m est la largeur du pic à mi-hauteur (Figure 14B, 

page 41). Dans ce cas, une résolution de 1000 est atteinte pour un ion de masse 1000 est 

séparé de l’ion de masse 1001. Dans le cas d'un analyseur quadripolaire, la résolution est liée 

à la vitesse de balayage des m/z (en m/z par seconde) : plus le balayage est rapide et moins 

bonne est la résolution. La gamme de masse correspond à la masse (m/z) maximale que 

l’analyseur peut mesurer. La transmission caractérise la capacité de l’analyseur à conserver 

les ions entre leur formation et leur détection. Elle est difficile à évaluer car on ne connaît pas 

précisément la quantité d’ions formés en source (Stroobant, 2007). 
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Figure 14 : Pouvoir de résolution. Le pouvoir de résolution est une caractéristique importante du spectromètre 
de masse, il définit sa qualité. Il représente l'aptitude à séparer deux pics adjacents (A). La résolution est définie 
comme le rapport entre la masse m et la largeur !m du pic de masse mesurée à une certaine fraction de sa hauteur 
(souvent à 50 % : largeur à mi-hauteur) : (B) R = m/!m. 

1) L’analyseur à temps de vol (TOF) 

L’analyseur à temps de vol (Time Of Flight, TOF) a été introduit par Dempster en 1918. 

Ce type d’analyseur est souvent couplé à une source d’ionisation de type MALDI, ce qui en 

fait la principale technique pour l’analyse de biomolécules (Cornish et Cotter, 1993). Il s’agit 

d’un long cylindre vide dans lequel règne une basse pression (Figure 15). Son principe est 

d’accélérer les ions issus de la source grâce à l’application d’une différence de potentiel qui va 

les séparer en fonction de leur énergie cinétique qui est inversement proportionnelle à leur 

rapport m/z. En conséquence, des ions de rapports m/z différents auront des temps de vol 

différents. Un spectre de masse sera généré après mesure du temps de vol de chaque ion. 

Figure 15 : L’analyseur en temps de vol (TOF). Le TOF sépare les ions selon leur différence de vitesse. Comme 
tous les ions possèdent la même énergie cinétique à la sortie de la source : Ec =1/2 mv2, les ions les plus légers ont 
une vitesse plus grande que les ions plus lourds. En réalisant, non pas un faisceau ionique continu, mais un 
faisceau "pulsé", il sera possible de séparer les ions dans le temps, à condition qu'ils partent tous en même temps 
de la fente d'entrée du système dispersif. 

L’utilisation du TOF en mode linéaire est la plus simple. Elle repose sur la génération 

d’ions par impulsion du laser, ces ions sont alors accélérés et expulsés de la source. Ce mode 

n’a en théorie pas de limitation sur la masse des ions mais la résolution peut être altérée. En 



 42 

effet, l’ionisation peut être à l’origine d’une dispersion angulaire du faisceau ionique qui fait 

que deux ions identiques avec des vitesses initiales égales, s’ils sont initialement à deux 

endroits différents, peuvent avoir des temps de vol différents. Leur entrée dans le tube de vol 

se fera alors avec des vitesses et des énergies cinétiques différentes. Or la résolution du TOF 

est définie par la distribution du temps de vol d’une population d’ions de même masse. Pour 

palier au problème de basse résolution en mode linéaire, le TOF peut être réglé en mode 

réflectron. Cette méthode consiste en l’interposition de miroirs électrostatiques 

appelés  réflectrons sur le trajet ionique. Ces derniers permettent de compenser les 

différences de vitesses pour des valeurs de m/z identiques en imposant des trajets à parcourir 

d’autant plus longs que les espèces ioniques sont rapides (Figure 16). Il est donc possible 

d’avoir recours à la mise en place d’une extraction retardée qui permet de réaligner les ions 

de vélocité différente pour qu’ils pénètrent simultanément dans le tube de temps de vol, ce 

qui augmente ainsi sensiblement la résolution des pics. Dans ce cas, le détecteur est placé au 

point focal du réflectron (Figure 16). Ainsi, alors qu’en mode linéaire on atteint une 

résolution comprise entre 1000 et 5000, la résolution d’un TOF moderne en mode réflectron 

peut atteindre une résolution de 20 000 en routine. De même, cet analyseur est doté d’une 

précision de mesure comprise entre 1 et 5 ppm (Cole, 2010). 

Figure 16 : Extraction retardée. La formation d’ions peut générer une certaine dispersion en énergie cinétique 
qui peut être corrigée avec un réflectron. Le réflectron met en œuvre un champ électrique pour réfléchir le 
faisceau d'ions vers le détecteur. Les ions dotés de la plus grande énergie pénètrent plus profondément dans le 
réflectron, ce qui augmente la longueur effective de l'analyseur, alors que les ions de même m/z mais moins 
énergétiques pénètrent moins profondément dans leur réflectron. 

2) Le quadripôle 

Le quadripôle est constitué de quatre électrodes cylindriques soumises deux à deux à 

une différence de potentiel qui crée un champ quadripolaire. Il est constitué d’une tension 

alternative (radiofréquence) et d’une tension continue (Figure 17, page 43). 

Son principe de fonctionnement a été décrit en 1953 par Paul et Steinwedel et utilisé 

quelques années plus tard en spectrométrie de masse (Prestage et al., 1991). Il consiste à 

utiliser la stabilité des trajectoires des ions dans le quadripôle en fonction des tensions qui y 

sont appliquées pour séparer ces ions selon leur rapport m/z. En fonction des valeurs de 
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tension alternative et de tension continue appliquées, les ions ayant un rapport m/z donné 

sont sélectionnés et adoptent des trajectoires stables en direction du détecteur. Ces 

trajectoires obéissent aux équations de Mathieu (équations qui ont été décrites en 1866 pour 

décrire la propagation d’ondes dans les membranes). Le spectre de masse est alors obtenu en 

faisant varier progressivement les valeurs de tensions pour stabiliser de manière séquentielle 

un ensemble d’ions compris dans une certaine gamme de masse (Wells et al., 1998). 

Figure 17 : Représentation schématique de l’analyseur quadripôlaire. Le quadripôle est constitué de quatre 
barres à section cylindrique. Les ions sont faiblement accélérés dans la source ionique, de l'ordre de la centaine de 
volts seulement. Un champ électrique continu et un champ variable (radiofréquence) sont appliqués sur les barres 
diamétralement opposées. Les trajectoires des ions obéissent à des équations mathématiques de Mathieu, qui 
permettent de définir une probabilité de trouver l'ion recherché dans une certaine région de l'espace. Seuls les 
ions résonants seront détectés. 

3) La trappe ionique 3-D (Ion trap) 

La trappe ionique est constituée de trois électrodes hyperboliques (Stafford, 2002). 

Une des électrodes a la forme d'un anneau, elle est appelée électrode annulaire. L’électrode 

annulaire est encadrée par les deux autres électrodes, dites électrodes chapeau, une d’entrée 

et une de sortie (Figure 18, page 44). 

Contrairement au quadripôle qui sélectionne uniquement les ions ayant un rapport 

m/z donné et confère à eux seuls une trajectoire stable, la trappe ionique piège tous les ions 

et mesure leurs masses. L’électrode annulaire génère un champ quadripolaire (une tension 

continue plus une tension en radiofréquence) qui permet de piéger les ions et de les retenir. 

De plus, un gaz neutre, l’hélium, est utilisé afin de stabiliser les ions dans la trappe. Il va 

freiner les ions, réduire leur trajectoire pour éviter les fragmentations induites par collisions, 

qui pourraient avoir lieu de façon non contrôlée. Comme pour le quadripôle, la trajectoire des 

ions à l’intérieur du piège est imposée par un champ quadripolaire et peut être définie par 

l’équation de Mathieu. En augmentant de façon progressive la tension alternative, les ions 

sont successivement déstabilisés et expulsés de façon séquentielle de la trappe, ce qui permet 
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l’enregistrement des spectres. La gamme de masse est traditionnellement de 50 à 

2000/3000 Da. Les meilleures performances d'un piège ionique sont obtenues quand le 

nombre d’ions stockés est réduit (Schwartz et al., 2002). Le piège à ions peut être aisément 

couplé à une chromatographie et il possède des avantages indéniables en terme de coût et 

d'encombrement.  

Figure 18 : Représentation schématique de la trappe ionique. La trappe ionique est un quadripôle à 3 
dimensions, constitué d'une électrode annulaire et de deux électrodes chapeaux (d’entrée et de sortie) de sections 
hyperboliques. Une pression résiduelle d’hélium (10-3 Torr) freine les ions et les maintient tous dans la trappe. Les 
ions seront ensuite éjectés sélectivement en direction du détecteur en augmentant progressivement la tension 
pour déstabiliser les trajectoires des ions en fonction de leurs masses croissantes.  

4) Analyseur à résonance ionique cyclotronique par transformée de Fourier 
(FT-ICR) 

Dans cet analyseur, les ions sont piégés dans une cellule ICR (Ion Cyclotron 

Resonance) où un champ magnétique uniforme force les ions à suivre une trajectoire. 

L’application d’un champ électrique balayant une gamme de fréquence identique à celle de la 

rotation des ions rend leur mouvement cohérent. Le mouvement cyclotronique cohérent 

génère alors un signal électrique entre deux électrodes opposées qui sera mesuré et converti 

en fréquence. L’échantillon global conduit à un signal complexe, nommé interférogramme, 

composé de l’ensemble des fréquences induites par l’ensemble des ions de rapport m/z 

différents. De cet interférogramme sera déterminée par transformée de Fourier, la totalité 

des rapports m/z de la population d’ions. La détermination des valeurs des rapports m/z des 

ions est reliée à la fréquence de rotation des ions. 

Cet analyseur a l’une des meilleures résolutions qui soient (>100 000), ainsi qu’une 

très bonne précision de mesure de masse (~ 1 ppm). Il est également doté d’une sensibilité de 
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l’ordre de l’atomole. Par contre, il nécessite d’avoir à disposition un aimant supraconducteur 

permettant la génération d’un champ magnétique élevé, ce qui engendre un coût non 

négligeable tant en terme d’utilisation que d’entretien (Feng et Siegel, 2007).  

5) Trappe orbitale 

C’est au sein de General Electric en 1923 qu’est né le piégeage orbital. Il fut mis en 

place par Langmuir Irving et Lingdon Kenneth Hay dans le but de capturer les ions en les 

faisant tourner dans l’orbite d’une électrode centrale. En 2000, Makarov développe un 

analyseur de masse électrostatique dérivé du piégeage orbital et appelé Orbitrap® (Makarov, 

2000).  

La géométrie de l’Orbitrap® consiste en une électrode externe en forme de tonneau 

partagée par une électrode centrale fuselée le long de l’axe (Figure 19, page 46). L’électrode 

axiale de l’Orbitrap génère un potentiel électrostatique qui est mesuré par l’électrode en 

forme de tonneau.  

L’ion piégé analysé suit un mouvement oscillatoire dont la fréquence est inversement 

proportionnelle à la racine carrée de son rapport m/z. Ce rapport m/z peut ainsi être calculé 

par la transformée de Fourrier inverse à partir de l’enregistrement du signal. L’Orbitrap® est 

un système moins onéreux que le FT-ICR et il présente des spécifications de résolution et de 

mesure de masse similaires. En effet, il a une précision de masse élevée (1 à 2ppm), une 

puissance de résolution élevée (jusqu’à 200 000) et une haute gamme dynamique (autour de 

5000 Da) (Makarov et al., 2006). L’avantage est qu’il permet de capturer les ions dans un 

champ électrique généré par deux électrodes et non un champ magnétique. 
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Figure 19 : Représentation schématique de la trappe orbitale (Orbitrap®). L’Orbitrap® est constitué d’un piège 
d’ions traversé par une électrode axiale chargée. Les ions ont à la fois un mouvement de rotation autour de 
l’électrode, ainsi qu’un mouvement axial le long de cette électrode. Ce mouvement axial génère un courant induit 
qui est enregistré par les deux électrodes. La transformée de Fourrier permet de calculer la fréquence axiale des 
ions qui est proportionnelle à leur rapport m/z. (d’après http://aston.chem.purdue.edu) 

C. La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) 

1) Principe 

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) fait intervenir au moins deux étapes 

d’analyse de masse, donc au moins deux analyseurs. Son but est de fournir des informations 

structurales sur les molécules à analyser. En analyse protéomique, elle va donc aider à 

l’identification des protéines. Les ions issus de la source entrent dans le premier analyseur 

qui permet de sélectionner l’ion à fragmenter. Cet ion est appelé ion parent ou ion 

précurseur et il sera le seul à sortir de l’analyseur pour entrer en collision avec des molécules 

de gaz neutres (argon, azote ou hélium) dans la chambre de collision. La collision provoquera 

sa fragmentation en peptides plus petits, appelés ions fils,  et qui permettront de déduire la 

séquence en acides aminés. Les ions fils seront ensuite triés dans un second analyseur selon 

leur rapport m/z. La formation de ces ions suit des règles précises. L’étude du spectre 

MS/MS obtenu donne des informations fiables sur la séquence de l’ion précurseur. En 

fonction de la localisation de la fragmentation et de la partie du peptide portant la charge de 

l’ion, différents types d’ions peuvent être générés Il existe une nomenclature explicite qui 

différencie les fragments selon la rupture de la liaison peptidique et la terminaison du 

peptide qui retient la charge après fragmentation. Dans le cas de coupures au niveau de la 

chaîne peptidique, les séries a, b et c correspondent aux ions dont la charge est portée par la 

partie N terminale ; tandis que les séries x, y et z correspondent aux ions dont la charge est 

portée par la partie C terminale. (Figure 20, page 47). La nomenclature associe à ces 

fragments un indice qui indique le nombre de résidus portés par l’ion fragment (Biemann, 
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1990). La nature des fragments générés va dépendre du mode de fragmentation utilisé. Les 

principaux modes de fragmentation des peptides utilisés en spectrométrie de masse sont la 

fragmentation (ou dissociation) induite par collision (CID) et la dissociation par transfert 

d’électron (ETD) ou par capture d’électron (ECD). 

Figure 20 : Nomenclature des fragments ioniques en spectrométie de masse inspiré de Biemman, 1990. Les ions 
(sous-peptides ou acides aminés) qui résultent de la fragmentation des peptides par ionisation par collision ont 
une nomenclature particulière. Lorsque la fragmentation a lieu au niveau d’une liaison peptidique, des ions b 
(contenant la partie N-terminale du peptide fragmenté) et des ions y (contenant la partie C-terminale du peptide 
fragmenté) sont formés. Lorsque la fragmentation a lieu au niveau d'une autre liaison des ions a ou c (contenant la 
partie N-terminale) et des ions x ou z (contenant la partie C-terminale) sont formés. Le chiffre qui accompagne la 
lettre indique le nombre d'acides aminés dans le fragment. 

Dans le cas de la CID, la fragmentation est réalisée en augmentant l’énergie interne des 

ions par collision de ceux-ci dans un gaz inerte. Ce mode de fragmentation implique une 

délocalisation du proton à différents endroits du squelette peptidique. En fonction du type 

d’analyseur, on observe deux types de fragmentation en CID, les fragmentations basse 

énergie (quelques eV, IT et Q-TOF) et les fragmentations haute énergie (quelques keV, TOF-

TOF). Pour les fragmentations basse énergie, les liaisons peptidiques sont les principaux sites 

de fragmentation et les ions des séries b et y majoritaires. Ainsi, les spectres MS/MS obtenus 

sont relativement simples à analyser. En effet, la différence de masse entre deux ions 

consécutifs d’une même série issus d’un même parent permet l’identification du résidu 

d’acide aminé ((Palumbo et al., 2011; Wiesner et al., 2008; Darula et al., 2010; Nagaraj et al., 

2010) (Figure 21, page 48).  

Néanmoins, pour les acides aminés isobares (leucine et isoleucine) cette distinction 

sera impossible.  

La fragmentation par ECD, spécifique aux spectromètres de masse FT-ICR et 

Orbitrap® est basée sur la capture exothermique d’un électron par les peptides chargés. 

Dans le cas de l’ETD, l’électron nécessaire à la fragmentation d’un peptide correspond à un 

radical anionique fixé à des molécules comme l’anthracène ou le fluoranthène (Hartmer et al., 
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2008). Dans les deux cas, le site de fragmentation est aléatoire et toutes les séries peuvent 

être générées. Les spectres MS/MS obtenus sont beaucoup plus complexes à analyser mais ce 

type de fragmentation apporte des informations suppémentaires sur la structure des peptides, 

notamment au niveau des modifications post-traductionnelles (phosphorylation, 

glycosylation,…). La fragmentation en MS/MS est donc utilisée pour déterminer la séquence 

des peptides, mais aussi pour mettre en évidence et caractériser des modifications post-

traductionnelles (Palumbo et al., 2011; Wiesner et al., 2008; Darula et al., 2010; Nagaraj et 

al., 2010). 

Figure 21 : Exemple de spectre de masse et d’ions générés par fragmentation de type CID. L’ion précurseur de 
masse 1495.77 a été fragmenté par collision de type CID. Les différentes masses des ions fils ainsi formés 
permettent de remonter à la séquence du peptide précurseur. 

2) Les analyseurs utilisés en spectrométrie de masse MS/MS 

a) La trappe ionique 3-D 

Contrairement au simple quadripôle, la trappe ionique permet intrinsèquement 

d’effectuer également de la MS/MS. En mode MS/MS, des valeurs précises de potentiel sont 

appliquées aux électrodes pour ne conserver dans la trappe que des ions de la valeur de m/z 

choisie. Puis en appliquant au niveau de l’électrode annulaire une radiofréquence 

correspondant à la fréquence de résonance les ions m/z spécifiquement choisis, ces ions vont 

alors être fragmentés dans l’analyseur et être éjectés vers le détecteur. Ainsi, chaque tension 

de l'électrode annulaire correspond à l'éjection d'un m/z particulier. Ce type d’appareil 

permet même d’obtenir des ions fils de génération supérieure à deux et ce, par simple 

renouvellement du processus de fragmentation. Ce type d’expérience est appelé MSn, n étant 
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le nombre de génération d’ions (Viseux et al., 1998). Ainsi la MS2 est la MS/MS, la MS3 est la 

MS/MS/MS et ainsi de suite. 

Son couplage aisé à un chromatographe et ses facilités d’utilisation en mode 

spectrométrie de masse en tandem font de cet appareil un dispositif très fréquemment utilisé 

dans les laboratoires d’analyse. 

b) Le TOF-TOF 

Décrit pour la première fois en 2000, cet appareil composé de deux analyseurs en 

temps de vol, séparés par une cellule de collision, est principalement utilisé pour les analyses 

de séquence de peptides et la caractérisation de modifications post-traductionnelles (Redeker, 

2010; Medzihradszky et al., 2000). 

c) Le triple quadripôle 

Un triple quadripôle correspond à l'association de deux analyseurs quadripolaires en 

série (Q1 et Q3), séparés par une cellule de collision constituée d'un quadripôle plus court 

(Q2) (Figure 22, page 50). Cette combinaison permet de travailler en MS ou MS/MS. Lors 

d'une acquisition en MS/MS, la cellule de collision est remplie d'un gaz inerte à pression 

élevée. Différentes analyses peuvent être entreprises selon l'information recherchée. Le mode 

descendant permet d’obtenir des informations structurales. Les modes ascendant et perte de 

neutre sont utiles pour rechercher des ions possédant des caractéristiques communes 

(séquence, modifications post-traductionnelles,...). Le quatrième mode (Multiple Reaction 

Monitoring ou MRM), dérivé du mode descendant, est dédié quant à lui à la quantification. 

En mode descendant, l'ion précurseur est sélectionné en Q1, fragmenté en Q2 et ses 

ions fragments analysés en Q3. 

En mode ascendant, le Q1 balaie une gamme de masse tandis que Q2 est focalisé sur 

une valeur de m/z particulière. Tous les ions précurseurs capables de donner un ion fragment 

de m/z similaire sont détectés en Q3. 

En mode perte de neutre, Q1 et Q3 balaient simultanément une gamme de masse avec 

un décalage de masse constant. Le spectre établi présente alors tous les ions précurseurs 

capables de se fragmenter en générant une masse neutre égale au décalage imposé. 

En mode MRM, l'ion précurseur d’intérêt est sélectionné en Q1 et fragmenté en Q2, 

comme pour le mode descendant. En revanche, Q3 est focalisé sur l'ion fragment d’intérêt. Ce 

mode présente une double sélectivité : au niveau de l'ion précurseur et de l'ion fragment. En 

outre, Q1 et Q3 sont à tensions constantes, ce qui augmente la sensibilité de détection par 

rapport aux autres modes de balayage. En conséquence, le mode MRM est très utile pour la 

quantification  et la détection de molécules en faible quantité (Gstaiger et Aebersold, 2009; 

Yao et al., 2008; Lange et al., 2008).  
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Figure 22 : Concept de spectrométrie de masse en tandem dans un analyseur triple quadripôle : Le premier 
analyseur (Q1) sélectionne l’ion précurseur d’intérêt. Cet ion précurseur est ensuite fragmenté par des collisions 
énergétiques dues à la pression d’un gaz inerte dans le quadripôle Q2 encore appelé cellule de collision. Enfin, le 
quadripôle Q3 permet d’effectuer l’analyse des ions ainsi formés.  

Depuis quelques années, les spectromètres de masse qui apparaissent sur le marché 

sont de plus en plus performants. Pour augmenter la performance d’analyse de masse, sur le 

marché, sont apparus des appareils de type hybrides qui combinent les forces des différents 

analyseurs qui les composent en évitant bien sûr d’additionner leurs faiblesses. Tous les 

appareils hybrides permettent de faire de la MS/MS, ils sont choisis selon le type d’analyse à 

effectuer (Walther et Mann, 2010). 

Aujourd’hui, ils sont de plus en plus nombreux, je ne décrirai que le quadripôle-TOF, et 

la LTQ-Orbitrap® car ce sont les appareils les plus utilisés en analyse protéomique. 

d) Le quadripôle-TOF (Q-TOF) 

Comme son nom l’indique, cet appareil de masse est composé d’un premier analyseur, 

le quadripôle et d’un analyseur à temps de vol TOF perpendiculaire. Entre les deux 

analyseurs se trouve la cellule de collision. Le Q-TOF combine la sensibilité, la résolution et la 

précision de mesure du TOF avec l’efficacité du quadripôle en MS/MS (Domon et Aebersold, 

2006b). 

e) La LTQ-Orbitrap® 

La LTQ-Orbitrap® a été commercialisé en 2005 par la société ThermoFisher (Scigelova 

et Makarov, 2006). Elle consiste en deux analyseurs de masse complets qui peuvent être 

utilisés indépendamment ou en association. Il s’agit d’un orbitrap® et d’une trappe ionique 

linéaire : LIT® (Linear Ion Trap) ou LTQ® (Linear Quadripole ion Trap). La trappe linéaire 

permet de combiner les avantages du quadripôle et de la trappe ionique 3-D en ajoutant de 

nouveaux types de balayage (Riter et al., 2006). En effet, la LTQ® montre une vitesse de 

balayage cinq fois supérieure à la trappe ionique. De plus, elle acquiert 2,5 fois plus de 

spectres MS/MS qu’une trappe classique, ce qui augmente l’identification de protéines issues 

d’un mélange complexe (Yates et al., 2006; Scigelova et Makarov, 2006). Le couplage entre 

ces deux analyseurs se fait via une C-trap qui focalise et concentre les ions. Dans le cas du 

couplage, tandis qu’un spectre de haute résolution est acquis dans l’Orbitrap®, la trappe 

ionique, plus rapide, réalise la fragmentation et la détection des spectres MS/MS des 

peptides les plus intenses sélectionnés lors d’un prescan. En une seconde, il est possible 

d’acquérir un spectre MS de haute résolution dans l’Orbitrap® et 3 à 5 spectres de 
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fragmentation MS/MS dans la trappe ionique, ce qui permet d’augmenter considérablement 

le nombre de peptides identifiés (Scigelova et Marakov 2006).  

En 2009, ThermoFisher crée le LTQ-Orbitrap Velos® qui a une précision de masse plus 

élevée et augmente la vitesse et la confiance de l’identification des protéines dans des 

échantillons complexes grâce à une couverture de séquence plus importante et une sensibilité 

accrue. 

VII. Identification des protéines  

La première information requise pour l’étude des protéines est la connaissance de leur 

séquence. Aujourd’hui, la spectrométrie de masse présente une très bonne sensibilité et 

permet de fragmenter les peptides en quelques secondes au lieu de quelques heures voire 

quelques jours pour le séquençage dégradation d’Edman (Wilm et al., 1996). Elle est sans 

conteste la méthode de choix pour la caractérisation des biomolécules (Cravatt et al., 2007; 

Mann et al., 2001; Domon et Aebersold, 2006a). La spectrométrie de masse nécessite une 

mesure précise de la masse des analytes. Lors d’une expérience d’analyse protéomique 

classique, les protéines sont lysées au préalable en peptides de façon contrôlée grâce à 

l’utilisation d’endoprotéases. L’endoprotéase la plus couramment utilisée est la trypsine. Elle 

hydrolyse les liaisons peptidiques en position carboxy-terminale d’un acide aminé basique 

(lysine ou arginine). Ces deux acides aminés présentent une abondance et une répartition 

homogène dans les différentes protéines. L’occurrence de ces résidus basiques permet de 

générer des peptides dont la taille moyenne est d’environ 10 résidus d’acides aminés, ce qui 

correspond à un poids moléculaire moyen de 1100 Da, taille idéale pour une analyse par 

spectrométrie de masse. 

Il existe deux grandes approches pour l’identification de protéines : l’empreinte 

peptidique massique (Peptide Mass Fingerprinting, PMF) et les éléments de séquence issus 

de la fragmentation spécifique des peptides. Les deux reposent sur un même principe 

général : les données expérimentales obtenues en spectrométrie de masse sont comparées à 

des données théoriques stockées dans les bases de données protéiques grâce à l’utilisation 

d’un moteur de recherche. Si les deux types de données coïncident, la protéine est identifiée 

avec un score de confiance.  
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A. Identification par empreinte peptidique massique  

Cette approche, décrite en 1993, est généralement utilisée lorsque la méthode de 

séparation des protéines est l’électrophorèse bidimensionnelle (Henzel et al., 1993; Mann et 

al., 1993; Yates et al., 1993). Lorsque la résolution de l’électrophorèse bidimensionnelle est 

suffisante, chaque spot observé correspond à une seule forme protéique. Le spot protéique 

d’intérêt est alors excisé, la protéine contenue dans le morceau de gel est digérée par la 

trypsine et les différents peptides qui en sont issus sont extraits du gel. L’analyse en mode MS 

qui passe généralement par l’utilisation du MALDI TOF (Domon et Aebersold, 2006b), 

génère une liste de masses expérimentales correspondant aux peptides trypsiques observés 

pour la protéine analysée. Cette liste constitue la signature de la protéine, on parle alors 

d’empreinte peptidique massique ou PMF. La liste de masses est ensuite comparée aux listes 

de masses théoriques issues de la digestion in silico de protéines répertoriées dans des bases 

de données (Figure 23). Les résultats obtenus sont ensuite confrontés à l’aide d’outils 

statistiques afin de déterminer la meilleure correspondance (Baldwin, 2003). 

Figure 23 : Stratégie d’identification d’une protéine par empreinte peptidique massique. Après séparation des 
protéines par gel 2-D, digestion et analyse par MALDI-TOF-MS, les listes de masses expérimentales sont 
comparées aux listes de masses théoriques issues de la digestion trypsique in silico de toutes les protéines 
contenues dans une banque protéique 

B. Identification par fragmentation MS/MS 

L’identification de la protéine se fait via l’analyse du spectre de masse d’un peptide 

séquence spécifique (Aebersold et Goodlett, 2001). Le principe consiste à digérer un mélange 

complexe de protéines par la trypsine, afin de générer les peptides qui seront ensuite analysés 

par LC-MS/MS. L’identification des protéines repose alors sur la fragmentation spécifique de 

chaque peptide précurseur ainsi que sur l’analyse en spectrométrie de masse des différents 
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fragments générés. Lors des analyses LC- MS/MS, la sélection des ions parents qui seront 

fragmentés au cours de l’analyse chromatographique est réalisée de manière automatique sur 

la base de leur intensité, leur rapport m/z ou encore leur état de charge. Etant donné que 

chaque spectre MS représente l’élution chromatographique de peptides appartenant à 

plusieurs protéines, cette fois-ci, l’approche PMF ne peut pas être utilisée. À partir de 

l’ensemble des peptides dont le rapport m/z est mesuré par le détecteur du spectromètre de 

masse à l’instant t, un certain nombre sera fragmenté. Les spectres MS/MS ainsi générés, 

correspondent à la fragmentation des peptides dont on connaît la masse. L’interprétation de 

ces spectres donnera des informations de séquence sur ces peptides, permettant de remonter 

à l’identité des protéines dont ils sont issus. Il existe trois approches utilisant des outils 

informatiques et statistiques qui permettent d’attribuer automatiquement une séquence 

peptidique à un spectre d’ion fragment (Nesvizhskii et al., 2007). 

1) L’approche par recherche dans les banques protéiques : 

Il s’agit d’une approche parfois appelée Peptide Fragment Fingerprinting (PFF) par 

analogie au PMF (Blueggel et al., 2004). L’utilisation de moteurs de recherche permet de 

comparer les profils de spectres MS/MS expérimentaux obtenus aux profils de 

fragmentations théoriques des peptides obtenus après digestion in silico des protéines de la 

base de données ou confrontation aux spectres d’ions fragments d’une grande collection 

d’expériences ultérieures où l’on peut observer des spectres de masse de peptides 

correctement identifiés (spectral libraries searching). L’ensemble des peptides identifiés 

dans cette approche, qui est la plus fréquemment utilisée dans les études protéomiques à 

grande échelle, permet de remonter à l’identité des protéines présentes dans l’échantillon 

(Figure 24, page 54). 
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Figure 24 : Identification peptidique par recherche dans les banques protéiques. Confrontation du spectre 
MS/MS acquis au spectre théorique construit pour chaque banque de données peptidique ciblée par 
l’expérimentateur. C’est sur la base du score qu’est mesuré le degré de similarité entre les deux spectres. Le 
peptide ayant le meilleur score sera ensuite sélectionné pour les analyses suivantes schéma inspiré de Nesvizhskii 
et al., 2007) . 

2) L’approche par séquençage de novo  

Le séquençage de novo permet de déduire directement la séquence peptidique du 

spectre de l’ion fragment. Dans cette approche, la séquence en acides aminés des peptides est 

directement déterminée à partir des spectres MS/MS. A l’origine, cette approche était 

réalisée manuellement en tenant compte des règles de fragmentation des peptides (vu 

précédemment). Depuis quelques années, une série d’outils informatiques a été développée 

pour assister le séquençage de novo. Parmi les plus connus on trouve Lutefisk (Johnson et 

Taylor, 2002), Peaks (Ma et al., 2003) ou encore Pepnovo (Frank et al., 2005). Le 

séquençage de novo, qu’il soit manuel ou assisté, permet d’obtenir des fragments étiquetés de 

séquences en acides aminés qui sont généralement soumis à un algorithme de recherche de 

similarité de séquence comme MS-BLAST (Shevchenko et al., 2001). 

3) L’approche hybride  

Cette approche combine le séquençage de novo et la recherche dans les banques de 

données protéiques. L’identification commence par la caractérisation de petites étiquettes de 

séquence à partir des spectres MS/MS, puis une recherche tolérante aux erreurs dans les 

banques protéiques est réalisée grâce aux outils informatiques  Peaks (Ma et al., 2003), 

GutenTag (Tabb et al., 2003) ou encore Inspect (Tanner et al., 2005). 
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Cette approche permet une réduction du temps de recherche pour l’identification et elle 

est essentiellement utilisée dans le cadre d’une analyse systématique des peptides portant des 

modifications post-traductionnelles. 

C. Interrogation des banques de données 

Les banques de données destinées à l’analyse protéomique regroupent les séquences 

des protéines connues avec des annotations sur leurs fonctions, leurs modifications 

post-traductionnelles connues ou encore les variants connus des différentes protéines. Elles 

offrent la possibilité d’échanger, de comparer, d’analyser à nouveau les résultats, de 

développer des moteurs de recherche et des méthodologies d’analyses statistiques plus 

performants afin d’obtenir des conclusions plus fiables (Mead et al., 2007).  

La banque protéique du NCBI rassemble les séquences des banques GenPept (GenBank 

gene Products Data Bank) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) crée à partir de la 

traduction des régions codantes des gènes entreposés dans la GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), EMBL (European Molecular Biology Laboratory) 

(http://www.ebi.ac.uk/embl/) (Stoesser, 2003), DDBJ (DNA Data Bank of Japan) 

(http://www.ddbj.jp) (Miyazaki, 2003) ainsi que de multiples sources incluant SwissProt 

(http://expasy.org/sprot/) (Boeckmann, 2003), PIR (Protein Information Ressource) 

(http://pir.georgetown.edu/) (Wu et al., 2003), PRF (Protein Research Fundation) 

(http://www.prf.or.jp/index-e.html) (Belew et al., 2008) et PDB (Protein Data Bank) 

(http://www.pdb.org/) (Westbrook et al., 2003). 

Les banques contenant des informations non redondantes les plus complètes sont 

SwissProt (Boeckmann et al., 2003) et PIR (Wu et al., 2003). Parmi les autres banques de 

données, on peut citer TrEMBL, Refseq et PDB. La TrEMBL 

(http://www.matrixscience.com/help/seq_db_setup_Trembl.html) correspond à la 

traduction des séquences nucléotidiques de la banque génomique EMBL, déduction faite des 

entrées de SwissProt et GenPept. La PDB, quant à elle, est une banque de structure 

tridimensionnelle de protéines contenant des données issues de cristallographie et/ou de 

RMN pour chaque protéine de la banque. Enfin, la banque Refseq 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/) a été créée afin de fournir un ensemble non 

redondant de séquences protéiques de référence d’un nombre limité d’espèces (Pruitt et al., 

2009). 

De nombreux outils bio-informatiques permettent l’identification des protéines à partir 

de résultats obtenus par spectrométrie de masse en utilisant l’interrogation de ces banques 

de données. Les sites de Mascot (http://matrixscience.com) (Perkins et al., 1999), Protein 

Prospector (http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm) (Clauser et al., 1999), 

ProFound (http://visites.unb.br/cbsp/paginiciais/profound.htm) (Zhang et Chait, 2000), 
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Phenix (http://phenix-ms.com et Sequest (http://fields.scripps.edu/sequest/) (Klimek et al., 

2008) proposent les outils pour réaliser l’analyse de cartographies peptidiques massiques. 

Les résultats de l’identification des protéines à l’aide des moteurs de recherche sont 

associés à un score qui représente la probabilité que la correspondance entre la liste de 

valeurs expérimentales et celle obtenue théoriquement avec la base de données soit aléatoire. 

Si le score excède le seuil de confiance défini au préalable (au moins 95 %), l’identification de 

la protéine est significative. En analyse MS, la valeur du score dépend de la taille de la base 

de données interrogée, du pourcentage de recouvrement de séquence de la protéine et du 

nombre de peptides qui ont permis son identification. Outre la masse expérimentale des 

peptides trypsiques, d’autres paramètres tels que l’origine de la protéine, ses propriétés 

physiques ainsi que les modifications apportées par la technique utilisée sont pris en compte 

par les algorithmes de recherche. Bien que sensiblement différente, l’interrogation des 

banques de données à partir de données MS/MS fait intervenir les mêmes éléments. Mais 

pour l’analyse MS/MS, la valeur du score prend également en compte la masse, la séquence 

des peptides ainsi que le bruit de fond. Enfin, des algorithmes de séquençage de novo de plus 

en plus performants sont disponibles et permettent d’identifier une séquence à partir de 

spectres MS/MS qui n’ont pas été interprétés. Par exemple, les logiciels PEAKS (Anderson et 

al., 2003), MassLynx de Micromass et Biotools de Bruker sont à citer dans ce cadre. 

VIII. L’analyse protéomique différentielle  

L’analyse protéomique différentielle consiste à comparer et quantifier des protéomes 

distincts (par exemple les cellules normales par rapport aux cellules malades, malades 

traitées par rapport aux malades non traitées, etc …). Il existe différentes approches et 

chacune d’elle présente des avantages et des inconvénients à la fois du point de vue 

conceptuel et méthodologique. Les approches utilisées impliquent généralement 

l'électrophorèse et/ou la chromatographie combinée à spectrométrie de masse. Elles visent à 

identifier et quantifier des cibles moléculaires, les protéines, impliquées dans différents états 

physiopathologiques.  

A. Approches gel-based 

1) Quantification par électrophorèse bidimensionnelle 

L’un des objectifs principal de l’électrophorèse 2-D est d’identifier l’expression 

différentielle des protéines entre deux échantillons ayant migrés sur des séries distinctes de 

gels 2-D. L’analyse de cette expression différentielle se fait par la quantification et 

l’identification des spots qui changent de niveau d’expression, voire disparaissent ou 

apparaissent, d’un type d’échantillon à l’autre, et ce, de façon significative. La quantification 

se fait par le biais de l’analyse de l’intensité de coloration des spots de protéines. Il existe de 
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nombreux logiciels tels que Progenesis (Nonlinear Dynamics), Image Master 2D Platinum 

et Melanie Software (Amersham Biosciences) ou encore PDQuest (Bio-Rad)  qui permettent 

d’aligner automatiquement les gels à comparer spot par spot pour mettre en évidence des 

modifications de quantité. Ces logiciels permettent d’effectuer un pré-traitement automatisé 

des spots et de les quantifier, mais cette étape doit être complétée manuellement.  L’analyse 

d’image est cruciale pour la quantification sur gel mais reste un processus long et fastidieux 

(Monteoliva et Albar, 2004).  

Après sélection des spots d’intérêt, il faut identifier les protéines qu’ils contiennent par 

spectrométrie de masse. Le travail d’identification des spots est un point crucial de 

l’interprétation des gels. Il est nécessaire de prendre en considération les caractéristiques 

particulières de l’électrophorèse 2-D, ainsi que les nombreux biais liés à son caractère 

expérimental. Le MALDI-TOF est l’appareil de masse le plus adapté pour l’identification de 

protéines issues d’un gel 2-D. En effet, ces analyses sont rapides, facilement automatisables, 

relativement tolérantes aux sels et aux détergents, et présentent une bonne résolution et une 

bonne précision de masse (Thiede et al., 2005). Cette identification est principalement 

réalisée par l’approche de type PMF mais dans certains cas, le recours à des approches par 

LC-MS/MS, offrant une plus grande spécificité grâce à l’obtention d’informations de 

séquence, est nécessaire (Horn et al., 2004). 

2) Quantification par l’approche DIGE 

L’approche DIGE (Differential In Gel Electrophoresis) est basée sur l’emploi de 

différents esters de succinimidyle de colorants cyanines pour effectuer un marquage 

différentiel covalent des protéines de chaque condition par des cyanines fluorescentes 

spécifiques (Cy2, Cy3 et Cy5) afin de les quantifier. Une normalisation est effectuée à l’aide 

d’un standard interne qui correspond souvent au mélange de chaque échantillon à comparer 

selon un ratio 1:1, marqué par l’un des trois fluorochrome. Ensuite, il est d’usage de mélanger 

les protéines des différentes conditions, marquées par des fluorochromes différents et de les 

faire migrer au sein du même gel 2-D, de manière à éliminer les erreurs dues aux variations 

inter-gels (Figure 25, page 58). L’analyse différentielle est réalisée en comparant la 

fluorescence des différentes cyanines. Des logiciels tels que Decyder (GE Healthcare) et 

SameSpots (Nonlinear Dynamics) permettent d’analyser les images acquises aux longueurs 

d’onde d’émission de chaque cyanine à partir du même gel. La superposition des images et 

l’intensité des spots protéiques à chaque longueur d’onde renseigne sur l’abondance relative 

de chaque protéine (Alban et al., 2003).  

Les méthodes classiques de quantification utilisant les intensités de colorations ou les 

fluorophores disposent d’une très bonne sensibilité, linéarité et gamme dynamique, 

cependant, elles présentent deux principales limitations. D’abord, elles nécessitent une 

séparation à haute résolution des protéines en mélange par le biais de l’électrophorèse 2-D, 
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ce qui limite donc leur application aux protéines abondantes et solubles. Ensuite, elles ne 

permettent pas toujours de révéler l’identité de la protéine directement et avec exactitude car 

il peut y avoir plusieurs protéines dans un même spot. Ces deux problèmes peuvent être 

résolus par les applications récentes de la LC-MS/MS. 

Figure 25 : Principe du marquage DIGE : la 2-D-DIGE est une électrophorèse bidimensionnelle réalisée sur des 
extraits préalablements marqués par des fluorochromes (Cy2, Cy3 et Cy5). Dans le but de comparer deux 
échantillons, leurs extraits protéiques sont marqués à l’aide de deux cyanines différentes, ici, Cy2 et Cy3. La 
cyanine Cy5 permet de marquer les extraits d’un mélange à parts égales des deux extraits à analyser, elle sert ainsi 
de standard pour tous les gels. Les trois extraits peuvent alors co-migrer sur le même gel 2-D. La fluorescence 
permet une quantification sur une large gamme dynamique et avec une bonne sensibilité. L'acquisition des images 
en fluorescence est assurée par un scanner spécifique. Deux logiciels d'analyse d'images sont disponibles pour 
comparer les gels : Decyder (GE Healthcare) et SameSpots (Nonlinear Dynamics). (Schéma inspiré de Medical 
Proteomics : http://www.medicalproteomics.com/instrumentation.html). 

B. Quantification par marquages isotopiques 

L’approche majeure d’analyse protéomique basée sur la spectrométrie de masse repose sur le 

principe selon lequel un peptide marqué par un isotope stable a les mêmes propriétés 

physicochimiques que son homologue non marqué, à l’exception de sa masse. Les deux 

peptides ont donc des comportements identiques en chromatographie liquide. Le 

spectromètre de masse peut ainsi repérer précisément la différence de masse entre la forme 

marquée et non marquée du même peptide. Le marquage par isotopes stables a été introduit 

en analyse protéomique en 1999 par trois laboratoires indépendants (Pa!a-Toli! et al., 1999; 

Gygi et al., 1999; Oda et al., 1999) et a été grandement développé ces dernières années 

(Bantscheff et al., 2007). Il existe différentes stratégies de marquage isotopiques qui peuvent 

être réalisées par des approches chimiques (ICAT, Isotope Coded Affinity Tag et iTRAQTM, 

isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification), enzymatiques (H2
16O/H2

18O) ou par 

marquage métabolique (SILAC, Stable Isotope Labelling by Amino acids in Cell culture) 

(Figure 26, page 59).  
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Figure 26 : Niveau d’introduction du marquage dans l’échantillon. Le marquage peut être introduit 
dans l’échantillon à différentes étapes du processus analytique qui mène à la quantification des 
protéines. Le marquage métabolique (SILAC) s’effectue directement au niveau des cellules en 
culture  (Ong et al., 2002). Après lyse des cellules, l’étiquette ICAT permet de marquer les protéines à 
quantifier (Gygi et al., 1999) alors que le second marquage chimique, iTRAQTM, est introduit au niveau 
des peptides après digestion enzymatique des protéines (Ross, 2004). Enfin, le marquage enzymatique 
(H216O/H218O) est effectué lors de la lyse des protéines à quantifier (Stewart et al., 2001). 

Le marquage peut également provenir de l’ajout d’un standard externe constitué de 

peptides synthétiques marqués (Ong et Mann, 2005; Eyers et al., 2008). La quantification 

s’effectue par comparaison des intensités des signaux MS. Lorsque le peptide est élué de la 

colonne chromatographique dans une analyse LC-MS, il peut être suivi au cours du temps. 

L’aire sous le pic chromatographique correspond au courant ionique extrait (XIC, eXtracted 

Ion Current ou eXtracted Ion Chromatogram). Chelius et Bondarenko ont été les premiers à 

montrer en 2002 que le ratio de l’aire sous le pic dans les XIC peut être utilisé pour réaliser 

une quantification de l’abondance relative des protéines d’un complexe en mélange (Chelius 

et Bondarenko, 2002). La quantification s’effectue par l’intégration et la comparaison des 

intensités de signal pour chaque forme isotopique (Figure 27, page 60). Cette technique est 

donc basée sur l’intégration du XIC sur l’ensemble de l’analyse chromatographique et sur 

l’intensité du signal de l’ion précurseur (MS) qui provient des données acquises sur des 

spectromètres de masse de haute précision comme les nouvelles générations de TOF, le 

FTICR ou encore l’Orbitrap® (Silva, 2005).  
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Figure 27 : Définition du XIC. Lors de l’étape de chromatographie liquide, les versions endogènes et marquées 
du peptide protéotypique sont éluées simultanément (A). La quantification est effectuée en comparant les 
chromatogrammes des ions extraits (XIC) grâce à l’aire sous le pic. 
Par contre, les contributions isotopiques des formes endogènes et marquées du peptide protéotypique sont 
différentiables au niveau du spectre de masse grâce au marquage différentiel (B).  

Des logiciels tels que MsQuant (Mortensen et al., 2010), MaxQuant (Cox et al., 2009) 

et MFPaQ (Bouyssié et al., 2007) ont été développés afin d’extraire les intensités observées 

pour chaque forme isotopique dans le but de comparer leur abondance relative.  

Selon la méthode utilisée, le marquage s’effectue à différentes étapes du processus 

d’analyse protéomique (Brewis et Brennan, 2010) (Figure 26, page 59). 

Depuis quelques années, on assiste aussi à l’émergence de techniques alternatives 

appelées Label-free. Ces méthodes permettent de comparer deux ou plusieurs expériences 

grâce à la quantification d’un peptide donné en spectrométrie de masse. 

1) Marquage chimique 

L’analyse différentielle par marquage isotopique est réalisée par l’ajout d’une étiquette 

non protéique particulière soit au niveau protéique, soit au niveau peptidique après 

hydrolyse. Différentes approches ont été développées et nous présenterons ici les deux plus 

utilisées : l’ICAT et l’iTRAQ. 

a) ICAT 

L’ICAT a été le premier marquage chimique utilisé pour la quantification relative des 

protéines. Développé en 1999 par l’équipe de Ruedi Aebersold, cette approche repose sur 

l’utilisation de deux étiquettes portant des isotopes distincts pour marquer spécifiquement 

les résidus de cystéine des protéines par liaison covalente (Gygi et al., 1999). Ces étiquettes 

sont composées de trois parties distinctes (Gartner et al., 2007) (Figure 28, page 61) : 

• un groupement réactif iodoacétamide qui réagit par alkylation avec les groupements 

thiols des cystéines de la protéine marquée. 

• une étiquette de structure isotopique caractéristique (Isotope coded tag) qui induit à 

la différence de masse entre les deux formes de l’étiquette selon sa composition 

isotopique, neuf atomes de 12C ou neuf atomes de 13C, introduisant une différence de 

masse de 9 Da entre les deux étiquettes correspondant aux peptides lourd et léger. 
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• une étiquette biotine va permettre la purification des peptides marqués grâce à une 

chromatographie d’affinité. 

Un bras espaceur clivable en milieu acide permet d’éliminer l’étiquette biotine pour 

l’analyse par spectrométrie de masse. 

Figure 28 : Composition de l’étiquette ICAT. Elle est composée d’un groupement réactif iodoacétamide (IAA) qui 
réagit avec le groupement thiol des cystéines des protéines, d’une étiquette biotine qui permet de purifier les 
peptides marqués sur colonne d’avidine, d’un bras clivable en milieu acide et d’une étiquette de structure 
isotopique caractéristique (Isotope coded tag) qui induit à la différence de masse entre les deux formes de 
l’étiquette selon sa composition isotopique, neuf atomes de 12C ou neuf atomes de 13C. 

Les protéines de chaque échantillon à comparer par une étiquette ICAT spécifique. Les 

échantillons sont ensuite mélangés en quantité équivalente et digérés par la trypsine. Après 

enrichissement des peptides marqués par purification sur colonne d’avidine, la quantification 

relative des peptides est réalisée par intégration du signal MS au niveau des massifs 

isotopiques des peptides lourds et légers ( Figure 29, page 62).  

Cependant, seules deux conditions expérimentales sont comparables par cette 

approche. De plus, cette technique est basée sur le marquage des cystéines des protéines, or 

la répartition des cystéines est hétérogène selon les protéines et il s’agit d’un acide aminé rare 

présent dans seulement 80% des protéines. Cette approche ne permet donc pas de quantifier 

de nombreuses protéines qui ne contiennent pas de cystéines (Schmidt et al., 2005). Ce type 

de quantification n’est donc pas adapté à une analyse exhaustive de protéomes complexes.  
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 Figure 29 : Principe de la stratégie ICAT. Les protéines de deux échantillons biologiques à comparer sont 
d’abord marquées avec un réactif  léger (neuf 12C) ou lourd (neuf 13C). Puis, les deux extraits sont mélangés et 
soumis à une hydrolyse enzymatique. Le marqueur utilisé possède à son extrémité un groupement biotine 
permettant ensuite la sélection spécifique des peptides contenant au moins une cystéine après le passage sur une 
colonne d’avidine immobilisée. La dernière étape consiste à analyser le mélange peptidique par LC-MS/MS. Deux 
peptides homologues issus chacun d’un des deux extraits cellulaires analysés se distinguent par un écart de 9 Da. 
Ainsi, le calcul du ratio de l’intensité entre les deux formes permet la quantification relative des protéines 
présentes dans le mélange. 

b) iTRAQTM 

La technologie iTRAQ a été introduite en 2003 par l’équipe de Thompson (Thompson 

et al., 2003). Elle vise à palier les limitations de l’ICAT, à savoir qu’il devient possible de 

comparer jusqu’à huit conditions simultanément par cette approche (Choe et al., 2007). Son 

principe repose sur le marquage des peptides trypsiques sur leurs groupements !-NH2 

terminal et "-NH2 des chaînes latérales de lysines grâce à des étiquettes dites isobariques car 

la masse ajoutée au peptide est la même quelque soit l’étiquette utilisée. Par conséquent, les 

spectres MS sont relativement simples puisqu’un peptide marqué par les différentes formes 

du réactif présente une masse unique avec la co-élution parfaite des différentes formes du 

peptide marqué. Seul son spectre MS/MS atteste de ce marquage par les différentes formes 

du réactif. En effet, les peptides marqués génèrent des ions rapporteurs de masses 

spécifiques lors de la fragmentation des ions en MS/MS (Figure 30, page 63) 
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Figure 30 : Principe de l’analyse iTRAQ 4-plex. Les échantillons de protéines à comparer sont d’abord 
soumis à l’action enzymatique de la trypsine et les peptides résultants, marqués en N-terminal et sur la 
chaîne latérale des lysines avec une étiquette iTRAQTM particulière. Après mélange et séparation des 
peptides par chromatographie, ils sont analysés en spectrométrie de masse. Lors de l’analyse en MS, 
les les différents peptides marqués apparaissent sous la forme d’un seul et même pic correspondant à 
la masse du peptide + les 145 Da ajoutés par l’étiquette. Lors du fractionnement en tandem (MS/MS) 
chaque peptide ayant une étiquette différente génère une fragmentation peptidique caractéristique de 
l’étiquette greffée. La coupure préférentielle de part et d’autre du groupement perte de neutre 
provoque la libération des groupements rapporteurs de m/z 114 à 117 qui est donc proportionnelle à la 
quantité relative du peptide dans chacune des conditions auxquelles ils se rapportent. La 
quantification protéique est alors réalisée en comparant les intensités des 4 ions rapporteurs dans le 
spectre de masse MS/MS (inspiré de Applied Biosystems : http://www.appliedbiosystems.com). 

L’étiquette iTRAQTM est composée de trois parties (Figure 31, page 64) : 

• un groupement réactif spécifique qui permet la fixation covalente de l’étiquette aux 

fonctions amines N-terminales des peptides ainsi qu’aux chaînes latérales des lysines. 

• un groupement rapporteur chargé de m/z 113, 114, 115, 116, 117, 118 ou 121 Da selon 

l’étiquette. 

• un groupement perte de neutre, non chargé, de 36 à 28 Da permet de contrebalancer 

les masses du groupement rapporteur de façon à avoir, quelque soit l’étiquette, une 

masse finale de 145 Da. Un site de fragmentation préférentielle en MS/MS est présent 

de chaque côté de ce groupement. Ainsi, la coupure préférentielle de part et d’autre 

du groupement perte de neutre provoque la libération des groupements rapporteurs 

de m/z 114 à 117 qui est donc proportionnelle à la quantité relative du peptide dans 

chacune des conditions auxquelles ils se rapportent. La quantification protéique est 

alors réalisée en comparant les intensités des 4 ions rapporteurs dans le spectre de 

masse MS/MS (Figure 30). 

. 
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 L’intégration des signaux obtenus en MS/MS et leur comparaison permet d’effectuer 

une quantification relative de chaque peptide marqué. Cette approche, contrairement à 

l’ICAT, ne nécessite donc pas la présence de paires de peptides pour la quantification relative. 

Ce qui offre l’avantage de décomplexifier le spectre car moins de chevauchements des 

signaux peptidiques sont à craindre (Pflieger et al., 2008). Il a été démontré que le marquage 

iTRAQ est plus sensible que l’ICAT, ce dernier étant aussi sensible que la 2D-DIGE (Wu et al., 

2006) 

Figure 31 : Structure de l’étiquette iTRAQTM.  Elle est composée d’un groupement réactif d’ester de N-
hydroxysuccinimide (Peptide Reactive Group) qui se fixe de manière covalente aux fonctions amines des peptides 
et d’une étiquette isobarique qui permet de différentier les différentes formes du même peptide uniquement en 
analyse MS/MS grâce à la présence de sites spécifiques de fragmentation. 

2) Marquage enzymatique 

La technique de marquage enzymatique repose sur l’incorporation d’atomes d’oxygène 

à l’extrémité C-terminale des peptides générés au cours de la digestion protéolytique (Havlis 

et al., 2003; Stewart et al., 2001). Un des échantillons est soumis à l’action protéolytique de 

la trypsine dans de l’eau normale (H2
16O) alors que le second est hydrolysé dans de l’eau 

lourde (H2
18O). La trypsine ajoute deux atomes d’oxygène 18O ou 16O au niveau du 

groupement carboxyl-terminal (COOH) généré pour chaque peptide. L’analyse en 

spectrométrie de masse révèle pour chaque peptide des paires de pics, séparés de 4 Da 

(incorporation de deux 18O). Ces paires sont utilisées pour la quantification relative du 

peptide dans chacun des échantillons (Gevaert et al., 2008). Cette méthode, qui permet en 

théorie de marquer tous les peptides générés par la protéolyse, peut être appliquée à de très 

faibles quantités de matériel et est compatible avec pratiquement tous les types de 

préparation d’échantillon. Par contre, le marquage est réalisé au niveau du peptide et toutes 

les étapes précédentes dans la préparation des échantillons sont réalisées en parallèle et 

peuvent conduire à une variabilité expérimentale entre les deux échantillons à comparer. 

Enfin, il a également été démontré que l’incorporation des isotopes 18O est très lente et 

incomplète pour les peptides très acides (Gevaert et al., 2008). 
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Figure 32 : Marquage enzymatique. Les deux échantillons sont préparés parallèlement jusqu’à la protéolyse 
incorporant une étiquette 16O ou 18O puis mélangés et analysés par chromatographie liquide couplée à la 
spectrométrie de masse. L’hydrolyse par la trypsine dans de l’eau lourde permet l’incorporation d’18O aux deux 
atomes d’oxygène des groupements carboxyliques en C-terminal des peptides. 

3) Marquage métabolique : SILAC 

Le SILAC est une stratégie qui permet de comparer les protéomes de types cellulaires 

maintenus en culture. 

Initialement appelée AACT (Amino Acid Coded mass Tagging), elle a d’abord été mise 

au point par Oda et al. pour l’étude de protéines bactériennes grâce à un enrichissement à 

l’azote isotopiquement stable 15N (Oda et al., 1999). Cette approche a ensuite été adaptée à 

l’étude de cellules eucaryotes par l’équipe de Mathias Mann par l’ajout de leucine deutérée au 

milieu de culture de cellules d’une condition pour comparaison avec des cellules non 

marquées d’un état physiologique différent (Ong et al., 2002; Gygi et al., 1999). Elle a été 

mise en place dans le but de détecter de  faibles variations d’expression spécifiques lors d’une 

étude protéomique fonctionnelle (Blagoev et al., 2003). 

Actuellement, le principe de l’approche SILAC est basé sur le remplacement d’un ou 

plusieurs acides aminés naturels essentiels, dans le milieu de culture de l’un des deux types 

cellulaires, par leur(s) équivalent(s) isotopique(s) lourd(s). La croissance cellulaire et la 

demi-vie des protéines conduisent les cellules à incorporer les acides aminés marqués afin de 

renouveler leur stock protéique et synthétiser des protéines soit légères soit lourdes dans 

deux cultures réalisées en parallèle. Après un nombre de doublements cellulaires suffisant 

(au moins cinq) afin d’assurer un renouvellement complet du stock protéique, une quantité 

égale des deux populations de cellules (ou une quantité équivalente de protéines des deux 

conditions) est mélangée et traitée comme un seul échantillon. Après séparation par 
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SDS-PAGE, les protéines sont alors extraites du gel puis digérées par la trypsine. Les peptides 

résultants sont analysés et quantifiés par spectrométrie de masse. Sur les spectres MS 

obtenus, chaque peptide apparaît alors sous la forme d’une paire de massifs isotopiques 

utilisée pour le calcul de la quantité relative du peptide dans chaque condition. Les intensités 

de tous les ions-peptides contenant le marquage peuvent être comparées avec celles de leurs 

homologues non marqués. La méthode a été améliorée avec l’introduction dans le milieu de 

culture des résidus d’acides aminés [13C6]Lysine et [13C6]Arginine qui confèrent une 

différence de masse fixe de 6 Da entre les peptides lourds et légers, ce qui conduit au 

marquage de l’extrémité C-terminale de tous les peptides trypsiques et assure la co-élution 

des peptides lourds et légers en chromatographie liquide en phase inverse (Ciccimaro et Blair, 

2010) (Figure 33, page 67). C’est un avantage du SILAC par rapport aux premières approches 

de marquage métabolique au 15N modifiant l’extrémité N-terminale des liaisons peptidiques 

ainsi que les chaînes latérales des acides aminés contenant de l’azote. En effet, lors d’un 

marquage métabolique au 15N, l’écart de masse entre le peptide lourd et léger n’est alors pas 

fixe puisqu’il dépend de la séquence en acides aminés de chaque peptide et la quantification 

est donc plus difficile. Il est cependant nécessaire d’effectuer un double marquage Lys et Arg 

afin d’obtenir un maximum de peptides marqués pour une quantification précise et 

exhaustive (Graumann et al., 2007). Enfin, il faut normaliser les ratios pour limiter tout biais 

dû à un renouvellement partiel du stock protéique. Il est possible de comparer jusque cinq 

conditions en jouant sur les combinaisons d’acides aminés marqués ([13C6]Lys (+6 Da); 

[13C6]Arg (+6 Da); [15N4]Arg (+4 Da); [D4]Lys (+4 Da); [13C6,15N2]Lys (+8 Da); [13C6,15N4]Arg 

(+10 Da); [13C6,15N2,D9]Lys (+17 Da); [13C6,15N4,D7]Arg (+17 Da)) (Molina et al., 2009; Pan et 

al., 2008; Seyfried et al., 2010). 

Le principal avantage de la méthode SILAC réside dans l’incorporation précoce de la 

forme isotopique sur les cellules en culture. Les échantillons sont mélangés au stade 

cellulaire, limitant ainsi les biais dus à des pertes inégales de protéines durant la lyse des 

cellules, l’extraction des protéines, la digestion ou les étapes de séparation. Par contre, étant 

limité à l’étude de cellules amplifiables en culture, le SILAC n’est donc pas applicable aux 

tissus ou échantillons cliniques (plasma,...). Toutefois, une méthode récente a été mise au 

point pour remédier à ce problème. Elle permet de quantifier qualitativement le protéome 

d’une tumeur humaine en combinant des lignées cellulaires marquées en SILAC directement 

avec des tissus de carcinome humain (Geiger et al., 2010b).  

À l’heure actuelle, la stratégie SILAC est l’une des méthodes de protéomique 

quantitative les plus fiables et les plus performantes. Ces atouts sont d’ailleurs reflétés par la 

bibliographie qui révèle que, comparativement aux autres techniques de l’analyse 

protéomique quantitative avec marquage, les dix dernières années ont montré un véritable 

essor du nombre publications reposant sur le SILAC. Cette approche est parfaitement 
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adaptée à l’étude quantitative des profils d’expression protéiques à grande échelle et elle est 

désormais une méthode de choix pour l’étude des interactomes (Hubner et Mann, 2011; 

Agrawal et al., 2010; Hanke et Mann, 2009). 

Figure 33 : Principe du SILAC. Les cellules sont cultivées dans un milieu de culture normal, milieu léger puis 
une partie est repiquée et cultivée dans un milieu lourd, contenant les acides aminés marqués par des isotopes 
stables comme l’arginine avec six 13C. Pendant la division cellulaire, la synthèse des protéines et leur demi-vie 
conduisent à une incorporation métabolique de ces acides aminés SILAC dans tout le protéome. Les protéines 
sont ensuite hydrolysées par la trypsine en fragments peptidiques contenant des arginine 13C6 (et lysines 13C6) et 
un décalage de masse résidu-spécifique de 6 Da entre le peptide léger et le peptide lourd. Les deux formes utiles 
pour la quantification sont distinguables en MS.  

Il existe de nombreux critères qui conduisent au choix de la stratégie de marquage. Le 

prix et la facilité ainsi que la vitesse d’introduction du marquage, la qualité de la séparation 

chromatographique, le nombre de peptides disponibles pour chaque protéine et la différence 

de masse entre les peptides marqués et non marqués peuvent être importants. Dans la 

plupart des cas, il est préférable d’introduire un marquage qui incrémente la masse du 

peptide de manière homogène en évitant d’introduire une modification au niveau des 

caractéristiques d’hydrophobie pour une bonne séparation en chromatographie liquide. La 

stratégie doit être exhaustive et applicable à de petites quantités d’échantillons protéiques en 

mélange, ayant une large gamme dynamique. Il est préférable de mélanger les échantillons à 

comparer le plus précocement possible. Ce dernier point est l’argument majeur pour une 

incorporation métabolique des marquages. Notons aussi que la précision de mesure pour une 

quantification relative est aussi largement déterminée par le choix du spectromètre de masse.  
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C. Approches sans marquage label-free 

Les techniques de marquage protéiques décrites précédemment permettent la 

quantification relative de protéines et peptides d’un échantillon. Leur inconvénient est qu’il 

s’agit de techniques onéreuses qui ne fournissent parfois pas suffisamment de données pour 

permettre une analyse statistique fiable et donner une signification biologique pertinente aux 

résultats obtenus. Cela est très sensible pour les études cliniques où un grand nombre 

d’échantillons doit être analysé pour expliquer la variabilité biologique. De plus, les 

techniques de marquage métabolique ne peuvent pas être utilisées pour tous les types 

d’analyse et les méthodes de dérivation de protéines nécessitent une optimisation adaptée à 

chaque type d’échantillon. C’est la raison pour laquelle un grand intérêt est porté à 

l’utilisation d’une LC-MS label-free quantitative en tant que technique alternative. 

L’approche label-free, peu onéreuse, vise également à déterminer l’abondance relative des 

protéines issues d’une ou plusieurs conditions. Deux approches sont principalement utilisées. 

La première consiste à comparer directement les intensités des signaux MS d’identification 

pour un même peptide dans différentes analyses chromatographiques (ion current). La 

seconde est basée sur le comptage et la comparaison du nombre de spectres de fragmentation 

(MS/MS) des peptides d’une protéine donnée (spectral counting) entre plusieurs analyses. 

1) Comparaison des intensités des signaux MS 

Dans le cas du label free, les échantillons à comparer sont analysés individuellement. 

Pour un même peptide dans les mêmes conditions expérimentales, la quantité est 

directement proportionnelle au XIC (Schulze et Mann, 2004; Bouyssié et al., 2007; Cox et al., 

2009). Les logiciels MsQuant (Schulze et Mann, 2004), MaxQuant (Cox et al., 2009; Geiger 

et al., 2010a) et MFPaQ (Bouyssié et al., 2007) ont également été développés afin d’extraire 

les intensités observées pour un même peptide dans différentes expériences.  

2) Comparaison du nombre de spectres (spectral counting) 

La stratégie de comptage et comparaison du nombre de spectres est empirique et basée 

sur l’observation selon laquelle le nombre de fragmentations (de MS/MS) obtenues pour une 

protéine est proportionnel à son abondance dans le mélange protéique (Lu et al., 2007; 

Blondeau et al., 2004; Ishihama et al., 2005). Cependant, une normalisation est essentielle 

car une protéine de grande taille va générer plus de peptides qu’une protéine de petite taille. 

C’est la base du PAI (Protein Abundance Indices) qui est calculé en normalisant le nombre de 

peptides observés par le nombre de peptides théoriquement observables grâce à une 

hydrolyse in silico pour une protéine donnée (Rappsilber et al., 2002; Liu et al., 2004; Old et 

al., 2005). La quantification relative entre deux peptides est donc révélée en comparant le 

nombre de spectres entre deux séries d’expériences. Une estimation plus juste de l’abondance 

relative des protéines dans un échantillon passe donc par la normalisation du nombre de 
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spectres MS/MS collectés pour les peptides en tenant compte des particularités des 

différentes protéines. Cette normalisation peut être réalisée pour chaque protéine en divisant 

le nombre de spectres MS/MS observés pour la protéine par la taille ou la masse de la 

protéine (Bernay et al., 2009; Blondeau et al., 2004; Bergeron et Hallett, 2007). Ce type de 

normalisation permet de corriger les estimations des abondances relatives des protéines de 

l’échantillon de manière satisfaisante. Lu et collaborateurs ont proposé dans leur approche 

APEX (Absolute Protein EXpression measurement) une méthode de normalisation plus 

poussée qui tient compte des propensions prédites des différents peptides à être identifiés 

dans les analyses MS/MS. Les résultats obtenus avec ce mode de traitement ont montré une 

bonne corrélation avec ceux obtenus par d’autres méthodes. L’approche par spectral 

counting permet donc une estimation de l’abondance relative des protéines présentes dans 

un échantillon de manière simple. La connaissance de la quantité d’une ou plusieurs 

protéines présentes dans les mélanges (ou ajoutées artificiellement) permet d’estimer 

l’abondance absolue de l’ensemble des protéines du mélange. 

Les principaux avantages du label-free sont l’absence de marquage, l’application à tous 

types d’échantillons et la réduction du coût de l’analyse. Cette technique est fréquemment 

utilisée et s’applique à de nombreux domaines en biologie. Cependant, le gros inconvénient 

est qu’elle nécessite une reproductibilité rigoureuse de la séparation en LC et une calibration 

précise des spectromètres de masse pour palier au risque d’erreurs multiples durant les 

procédés d’analyse individuelle des échantillons à comparer. 

IX. Quantification absolue 

Les stratégies de quantification décrites précédemment ont été développées dans le but 

d’étudier le dynamisme de protéomes entiers et de fournir une comparaison relative des 

quantités de protéines entre différentes conditions. Par contre, les stratégies de 

quantification absolue ont pour but de déterminer les quantités de protéines cibles dans des 

échantillons biologiques, permettant ainsi de comparer les données entre différents 

laboratoires (Viswanathan et al., 2007; Pan et al., 2009). Si le dosage ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay), particulièrement la méthode sandwich reste la technique la 

plus utilisée de nos jours, récemment le dosage quantitatif de protéines, via leurs peptides 

protéotypiques, par des techniques de spectrométrie de masse telles que le SRM (Selected 

Reaction Monitoring) ou le MRM (Multiple Reaction Monitoring) lorsque plusieurs dosages 

SRM sont réalisés simultanément, a été validé dans des échantillons biologiques complexes 

au sein de plusieurs équipes (Anderson et Hunter, 2006; Lee et al., 2010a; Wei et al., 2011). 

En amont du dosage par spectrométrie de masse, les protéines à doser sont hydrolysées par 

une endoprotéase. Les peptides spécifiques de la protéine sont alors dosés par spectrométrie 
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de masse. Les avantages des dosages par SRM ou MRM par rapport aux dosages ELISA, sont 

une réduction considérable du coût à long terme et de la durée de développement du dosage, 

notamment si des anticorps nécessaires au dosage ELISA doivent être développés (Zhi et al., 

2011). Il a été démontré qu’un grand nombre de peptides peuvent être quantifiés en une seule 

expérience de LC-MS grâce au mode MRM (Stahl-Zeng et al., 2007; Lange et al., 2008). De 

telles approches par spectrométrie de masse apparaissent donc comme des méthodes de 

choix pour le dosage de nombreuses protéines marqueurs potentiels, par les recherches en 

analyse protéomique différentielle (Carr et Anderson, 2008; Zhi et al., 2011). 

La quantification des peptides protéotypiques est souvent réalisée dans un 

spectromètre de masse de type triple quadripôle, particulièrement adapté au mode MRM 

(Figure 22, page 50). Cette quantification est basée sur le principe de dilution isotopique 

(Bowers et al., 1993) grâce à l’utilisation d’un standard interne : AQUA, QconCAT ou PSAQ.  

A. Peptide AQUA 

L’approche AQUA (Absolute QUAntification) développée en 2003 consiste à réaliser 

une quantification absolue de protéines choisies, contenues dans un échantillon biologique 

(Gerber et al., 2003). Cette quantification est réalisée suite à l’incorporation, dans 

l’échantillon, d’une quantité connue d’un peptide synthétique nommé peptide AQUA et 

utilisé comme standard interne. Ce peptide possède une séquence identique au peptide natif 

mais contient des formes isotopiques stables de certains acides aminés (13C, 15N). Après 

protéolyse, l’échantillon est analysé en LC-MS. Les peptides natifs et AQUA ont le même 

temps de rétention et les mêmes propriétés d’ionisation mais ils sont distinguables en MS 

grâce à la différence de masse due au marquage isotopique. Le spectre MS met en évidence 

une paire de pics au niveau du peptide d’intérêt. Connaissant la quantité ajoutée de peptide 

synthétique, la quantité de peptide natif, donc de la protéine peut être déduite grâce à une 

comparaison des intensités de signal en MS. Les limites de cette approche sont que la 

quantification est faite à partir d’un seul peptide et que ce peptide AQUA est ajouté 

tardivement à l’échantillon (Kirkpatrick et al., 2005). Cet ajout tardif est peu compatible avec 

un préfractionnement des échantillons. En effet, Havlis et al. ont montré qu’une simple étape 

de décomplexification de l’échantillon par électrophorèse monodimensionnelle pouvait 

dramatiquement affecter la précision de la quantification par l’approche peptide AQUA 

(Havlis et Shevchenko, 2004). Deux améliorations méthodologiques ont été mises en place. 

La première, appelée SISCAPA pour Stable Isotope Standards and Capture by Anti-Peptide 

Antibodies consiste à ajouter une étape d’enrichissement par immunoprécipitation du 

peptide protéotypique et de son analogue AQUA entre la digestion trypsique et l’analyse par 

LC-MS (Anderson et al., 2004). Commme l’approche SISCAPA augmente la sensibilité de 

détection, elle est particulièrement utilisée pour la quantification de protéines très peu 
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abondantes dans les échantillons complexes comme le plasma (Whiteaker et al., 2007; 

Keshishian et al., 2007; Brun et al., 2009). La seconde permet d’incorporer des modifications 

covalentes comme la phosphorylation au niveau des standards AQUA, ce qui ouvre la voie à 

l’étude des enzymes de régulation et des voies de signalisation (Pan et al., 2009; Brun et al., 

2009; Gerber et al., 2003; Mayya et al., 2006). 

B. QconCAT 

La technique QconCAT (quantification concatamer) utilise un principe similaire à 

l’AQUA mais a l’avantage de permettre la quantification absolue de plusieurs protéines 

simultanément (Beynon et Pratt, 2005). Elle repose sur la synthèse et le marquage 

métabolique d’un concatémère de peptides protéotypiques caractéristiques des protéines 

d’intérêt à quantifier. Un gène synthétique codant pour ce concatémère des différents 

peptides doit donc être construit. Son expression permet alors la production d’une protéine 

chimérique constituée de l’accolement bout à bout des peptides de chaque protéine à doser 

(Rivers et al., 2007; Pratt et al., 2006). Comme pour la technique AQUA, cette protéine 

artificielle est synthétisée en y incorporant des formes isotopiques stables de certains acides 

aminés, permettant ainsi la quantification à partir du spectre MS.  

C. PSAQ 

La méthode de quantification PSAQ (Protein Standard Absolute Quantification) utilise 

comme étalons internes des protéines recombinantes entières de séquences identiques aux 

protéines naturelles à doser. Ces étalons PSAQ sont alourdis par incorporation de résidus de 

[13C6, 15N2]Lysine et [13C6, 15N4]Arginine lors de leur biosynthèse in vitro. Les étalons internes 

PSAQ, se comportant comme leurs contre-parties naturelles, peuvent être ajoutés 

préalablement à tout traitement de l’échantillon, ce qui permet d’éviter tout biais dû au 

processus analytique. L’échantillon est ensuite fractionné, digéré à la trypsine puis analysé en 

LC-MS. Chaque peptide issu d’un étalon PSAQ produit un massif isotopique caractéristique 

décalé du peptide naturel à doser. L’intégration des signaux légers et lourds résultants 

permet de déterminer la concentration exacte du peptide cible. La technique PSAQ est de fait, 

la seule qui prenne en compte les rendements des étapes de pré-fractionnement, de 

décomplexification et de digestion trypsique. En effet, des études comparatives ont montré 

que seule la méthode PSAQ permettait une quantification exacte des protéines (Lebert et al., 

2011; Huillet et al., 2011; Brun et al., 2007).cfgfgjfgjfgjfghjfghjfghjfghjfghjfghjfghjfghjfghjftg
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I. Problématique et objectifs 

L’expression de la Lf a souvent été étudiée dans de nombreux tissus et cellules mais les 

techniques utilisées ne permettent pas toujours de discerner les deux isoformes. De plus, leur 

expression simultanée dans de nombreux tissus sains complique la mise en évidence de l’une 

ou l’autre des isoformes. En effet, la différence entre les séquences primaires de ces protéines 

réside uniquement dans l’absence des 26 résidus d’acides aminés N-terminaux de la !Lf. 

C’est pour cela qu’il n’existe pas d’anticorps spécifiques de chacune des isoformes. On ne peut 

donc discriminer ces deux Lf que par leur masse moléculaire et évaluer leur niveau 

d’expression qu’après séparation électrophorétique. Il apparaît donc plus simple et plus 

judicieux de doser le niveau d’expression de chacun des transcrits. La transcription à partir 

des promoteurs alternatifs P1 et P2 permet de distinguer les messagers hLf et !Lf, l’exon 1 

étant caractéristique du transcrit hLf et l’exon 1ß du transcrit !Lf. 

 Le but de mon travail a donc été de mettre au point un dosage, utilisant une technique 

de biologie moléculaire, la qPCR Taqman, afin de discriminer et quantifier les transcrits hLf  

et !Lf 

II. Moyens mis en œuvre 

 Nous avons choisi d’utiliser pour cette étude deux cas pathologiques dans lesquels les 

niveaux d’expression des deux isoformes varient  : le cancer et l’inflammation. 

Plusieurs équipes dont la nôtre (Benaïssa et al., 2005), ont démontré que les deux 

isoformes, hLf et !Lf, sont sous-exprimées au sein de nombreux tissus cancéreux et cellules 

tumorales (Siebert et Huang, 1997 ; Liu et al.,  2003 ; Benaïssa et al., 2005 ; Goldberg et al., 

2005), ceci étant dû à des mutations génétiques, des pertes alléliques du chromosome 3 

duquel est issu le gène de la Lf ainsi qu’à une hyperméthylation des deux promoteurs (Teng 

et al.,  2004 ; Iijima et al., 2006). Les techniques utilisées pour ces études faisaient appel à la 

PCR semi-quantitative et étaient difficilement adaptées à des études cliniques.  

Au laboratoire, Fillebeen et al. (2001) ont montré que l’expression de la hLf est 

augmentée dans  les cellules microgliales en cas d’inflammation. Cette surexpression a 

également été constatée dans un contexte inflammatoire dans des cellules provenant d’autres 

espèces telles que les bovidés (Zheng et al., 2005) et les murinés (Li et al., 2009). Cette 

régulation positive du gène de la Lf chez ces trois espèces peut être due à la présence 

d’éléments de réponse aux stimuli inflammatoires.  

 Jusqu’alors, aucune étude n’avait été réalisée concernant une possible régulation de 

l’expression de la !Lf par ce type de stimuli. J’ai donc recherché à l’aide des outils 

informatiques Genomatix et MatInspector des éléments de réponse aux stimuli 
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inflammatoires tels que STAT3 et cRel/NF!B au sein des promoteurs P1 et P2. En parallèle, 

j’ai conçu différents couples d’oligonucléotides ciblant l’exon 1 ou l’exon 1ß afin d’effectuer 

une quantification par qPCR des transcrits de la Lf. Cette technique ne s’est pas avérée assez 

sensible et spécifique pour détecter et doser les deux transcrits. J’ai ensuite optimisé le 

dosage en ayant recours à la technologie qPCR Taqman. J’ai, pour cela, mis au point une 

série d’oligonucléotides et de sondes Taqman qui ciblent spécifiquement l’exon 

caractéristique de chaque isoforme (Fig. 1 de l’article). Ce système m’a permis de doser  

simultanément l’une ou l’autre des isoformes et un gène de ménage, l’HPRT (Hypoxanthine 

PhosphoRibosylTransferase), afin d’effectuer une quantification relative (le Taqman en 

triplex ne pouvait être réalisé sur l’appareil de PCR quantitative utilisé au laboratoire).  

III. Résultats 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet de la publication suivante : 

« Discrimination and evaluation of lactoferrin and delta-lactoferrin gene 

expression levels in cancer cells and under inflammatory stimuli using TaqMan 

real time PCR » 

Hoedt, E., Hardivillé, S., Mariller, C., Elass, E., Perraudin, J.-P., et Pierce, A. 

 

Cet article a été publié dans le journal Biometal (Biometals, 2010, 23 : 441-452) 

 

 Après analyse de l'expression de nos deux isoformes dans un contexte inflammatoire, 

j’ai pu montrer que même si les promoteurs P1 et P2 contiennent des éléments de réponse 

putatifs pour des stimuli  inflammatoires, les transcrits de la hLf sont fortement surexprimés 

en réponse LPS alors que ceux de la !Lf ne le sont pas (Fig. 4 de l’article). J’ai également 

confirmé la sous-expression ou l’absence des transcrits des deux isoformes dans de 

nombreuses lignées cancéreuses par rapport aux lignées saines correspondantes.  

Par ailleurs,  nos résultats mettent en évidence une forte expression des transcrits !Lf 

dans les cellules immunitaires tels que les leucocytes (les transcrits !Lf ont une expression 

soixante fois supérieure à ceux de la hLf) et les lymphocytes (les transcrits !Lf ont une 

expression quinze fois supérieure à ceux de la hLf) (Fig. 2B de l’article). Ainsi, dans le but de 

purifier la !Lf, nous avons isolé les leucocytes et lymphocytes du sang humain (Deligny et al., 

2010) puis effectué sur le lysat de la fraction leucocytaire et lymphocytaire, des 

immunoprécipitations à l’aide d’anticorps dirigés contre la hLf. Après séparation de 

l’immunoprécipitat sur gel SDS-PAGE, de fines bandes ont été découpées entre 70 et 80 kDa. 

Les protéines contenues dans les bandes ont été hydrolysées par l’endoprotéase Glu-C 

(Staphylococcus aureus Protease V8) qui est une sérine-protéase qui hydrolyse 
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sélectivement après les résidus de glutamate et d’aspartate. La Glu-C est la seule protéase 

capable de discriminer les deux isoformes de la Lf par leur extrémité N-terminale. Notre 

analyse des peptides par MALDI TOF-TOF ne nous a pas  permis de mettre en évidence ces 

peptides N-terminaux ni d’ailleurs aucun autre peptide appartenant à la !Lf. Cette absence 

de !Lf dans nos préparations de leucocytes et de lymphocytes pourrait s’expliquer par une 

régulation au niveau post-transcriptionnel. En effet, le transcrit de la !Lf possède deux 

cadres ouverts de lecture, un uORF, upstream Open Reading Frame présent dans l’exon 1! 

directement suivi par un codon stop, ce qui implique un début de la traduction au niveau du 

pORF, primary ORF, présent dans l’exon 2. Chez les eucaryotes, les ribosomes fixent 

l’extrémité 5’ coiffée de l’ARNm et balayent ensuite l’ARNm à la recherche du codon 

d’initiation. La présence d’un uORF en amont d’un pORF est connue pour perturber 

l’efficacité de la traduction (Kozak, 2001). En effet, des uORFs sont souvent retrouvés dans 

des oncogènes et dans des gènes impliqués dans le contrôle de la croissance et la 

différenciation cellulaire (Sachs et Geballe, 2006). Cette régulation pourrait expliquer 

pourquoi la !Lf est faiblement exprimée et pourquoi nous avons autant de difficultés à 

l’isoler. 

IV. Conclusion 

 Notre étude démontre l’efficacité de la chimie Taqman dans la discrimination et la 

quantification des deux isoformes de la Lf. Ces résultats font de la qPCR Taqman une 

méthode de choix pour quantifier l’une ou l’autre isoforme dans tout modèle cellulaire. Suite 

à cela, nous avons établi une collaboration avec :  

• le Dr. Bo Lonnerdal de l’Université de Davis en Californie, USA, afin de savoir si les 

transcrits dégradés en présence du micro-ARN, miR-214, que son équipe a mis en 

évidence sont ceux de la Lf ou de la !Lf puisqu’il cible la région 3’UTR commune aux 

deux transcrits. 

• le Dr. Thierry Idziorek  de l’Institut de Recherche contre le Cancer de Lille, pour 

étudier l’expression des deux isoformes dans des biopsies de patients atteints de 

leucémie myéloïde.
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Abstract The lactoferrin gene is known to be

expressed either constitutively or under inducible
conditions such as hormonal stimuli or inflammation.

Its transcription from alternative promoters leads to

two products, lactoferrin (Lf) and delta-lactoferrin
(DLf) mRNAs the expressions of which are altered

during oncogenesis. The comparison of the two
enhancer/promoter regions revealed that the two

isoforms might be differentially trans-activated. Nev-

ertheless, concomitant expression of both transcripts
has been found in some normal tissues and in a subset

of breast cancer cell lines and biopsies. Moreover, we

found putative inflammatory response elements in
both P1 and P2 promoter regions suggesting that both

Lf and DLf might be upregulated under inflammatory

stimuli. Therefore, a duplex Taqman gene expression

assay has been developed and used to profile mRNA

expression of the Lf gene in the case of cancer
and under inflammatory conditions. Discrimination

between the two transcripts is achieved by using a

primer pairs/probe set within exon 1b for DLf and a
primer pairs/probe set within exon 1 and exon 2 for Lf.

In this study, we confirmed that Lf/DLf Taqman gene
expression assay is a powerful tool to investigate the

expression of both Lf and DLf transcripts. We also

showed that lymphocytes and leukocytes isolated from
fresh human blood expressed an extremely high level

of DLf messengers. An extensive series of cancer cell

lines has been studied confirming that both P1 and P2
promoter regions of the Lf gene are downregulated or

silenced in the case of cancer. Furthermore, using

stimulation by bacterial lipopolysaccharides (LPS),
we showed that in MDA-MB-231 and HT-29 epithe-

lial cells, Lf expression is strongly increased with a

higher expression level in MDA-MB-231 whereas
DLf expression is not. These results suggest that the

NF-jB/cRel response elements present in the P1

promoter region are functional whereas those present
in the P2 promoter region are not and show that DLf is
not regulated in inflammatory conditions.
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LPS Lipopolysaccharides
FCS Fetal calf serum

BSA Bovine serum albumin

PBS Phosphate buffer saline
NF-jB Nuclear factor jB
STAT3 Signal transducer and activator of

transcription 3

Introduction

The Lf gene appeared in mammals and is highly
conserved among species with an identical organiza-

tion (Teng 2002). It is mapped to human chromosome

3 at 3p21.3 (McCombs et al. 1988). Its transcription
leads mainly to two products, lactoferrin (Lf) and

delta-lactoferrin (DLf) mRNAs, which result from the

use of alternative promoters, the P1 promoter for Lf
and P2, located in the first intron of the Lf gene, for

DLf (Siebert and Huang 1997; Liu et al. 2003).

Therefore, alternative splicing concerns the first
exon; exon 1 which characterizes the Lf mRNA is

replaced by exon 1b in the DLf messenger (Siebert

and Huang 1997). Selection of the P2 promoter and
the use of the first available AUG codon in frame

produce an alternative N-terminus. Thus, compared

to Lf, its secretory counterpart, DLf is a cytoplasmic
protein able to enter the nucleus (Mariller et al.
2007). The secretory Lf isoform is a powerful

antimicrobial agent with immunodulatory activity
which is also able to protect organisms against cancer

and metastasis (Ward et al. 2005; Legrand et al.
2008; Pierce et al. 2009) whereas DLf, its intracel-
lular counterpart, is a transcription factor that controls

cell cycle progression and survival (Mariller et al.
2007; Pierce et al. 2009).

The two promoter regions of the Lf gene contain

numerous constitutive and inducible regulatory ele-
ments that modulate both Lf and DLf transcriptions
(Siebert and Huang 1997; Teng 2002, 2006; Liu et al.
2003). The P1 promoter is highly sensitive to nuclear
receptors such as the estrogen receptor in the repro-

ductive organs and to retinoic acid receptors. Con-

cerning the P2 promoter, potential upstream regulatory
elements different from those of P1, elevated expres-

sion in lymphoid cells and upregulation by Ets have

been described (Siebert and Huang 1997; Liu et al.
2003). However, in many normal tissues Lf and DLf

mRNAs coexist but are expressed at differential levels
(Siebert and Huang 1997). In breast cancer cell lines

and biopsies, both transcripts were always observed

(Benaı̈ssa et al. 2005). Taken together these data
suggest that some regulatory elements might direct

both transcriptions.

Lf expression is also increased during early steps
of embryogenesis, following oxidative damage and in

response to infection (Ward et al. 2005) and we

previously demonstrated that Lf expression by human
microglia was up-regulated in inflammatory condi-

tions and under oxidative stress (Fillebeen et al.
2001). Moreover, the Lf gene is regulated by innate
immune stimuli and cRel/NF-jB binding sites have

been identified in the promoter of the bovine Lf gene

and proved to be highly responsive to LPS induction
(Zheng et al. 2005). Recently, it has been shown that

Lf expression is induced in the bovine mammary

gland in response to Staphylococcus aureus and
Escherichia coli infection (Griesbeck-Zilch et al.
2008) and in normal murine mammary gland epithe-

lial cells by LPS, a major component of the outer
membrane of gram negative bacteria, or dsRNA

which mimics viral infection (Li et al. 2009). Until
now, no data are available concerning the putative
presence of inflammatory response elements and their

eventual functionality in the human Lf and DLf
promoter regions.

Downregulation of the expression of Lf and DLf
has been found in numerous tumors (Siebert and

Huang 1997; Liu et al. 2003; Benaı̈ssa et al. 2005;
Ward et al. 2005). This is mainly due to structural

alterations such as mutations, allelic loss of part of

chromosome 3 and modification of the degree, as
well as the pattern of methylation (Teng et al. 2004;
Iijima et al. 2006). This genetic and epigenetic

inactivation of the Lf gene in cancer may therefore
provide the tumor cells with a selective growth

advantage. Interestingly, we previously showed,

using RT–PCR, that the expression level of either
Lf or DLf mRNAs was of good prognosis value in

human breast cancer with high concentrations being
associated with longer relapse-free and overall sur-

vival, suggesting the usefulness of the detection of

either Lf or DLf transcripts as markers for the follow-
up of breast cancer patients (Benaı̈ssa et al. 2005).

Since Lf isoforms may coexist in the same cells,

be expressed under the same regulatory elements,
downregulated in case of cancer and used as
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prognosis tools, we have developed a very specific
and highly sensitive method to discriminate and

evaluate both Lf isoform transcripts in the same

sample using duplex TaqMan real-time PCR.

Materials and methods

Cell culture and reagents

Human cervical carcinoma HeLa cells (ATCC CCL-

2), human prostate cancer cell line DU 145 (ATCC

HTB-81) and human hepatocarcinoma cell line Hep
G2 (ATCC HB-8065), were a kind gift from Pr. T.

Lefebvre (UGSF, UMR 8576 CNRS, Villeneuve

d’Ascq, France). Human breast cancer MDA-MB-
231 (ATCC HTB-26) and MCF7 (ATCC HTB-22)

cell lines were kindly provided by Pr X. Lebourhis

(INSERM U908, Villeneuve d’Ascq, France). Human
melanoma cells SK-MEL-28 (ATCC HTB-72),

human breast cancer BT-20 (ATCC HTB-19) and

T-47D (ATCC HTB-133) cell lines were a generous
gift of Pr. P. Delannoy (UGSF, UMR 8576 CNRS,

Villeneuve d’Ascq, France). Human gastric cancer

cells KATO III (ATCC HTB-103) were provided by
Dr. A. Hardouin (UGSF, UMR 8576 CNRS, Ville-

neuve d’Ascq, France). Human colon carcinoma HT-

29 cells (ATCC HTB-38), human promonocytic
leukemia THP-1 cells (88081201, ECACC), normal

human lung epithelial cells NL20 (ATCC CRL-2503)

and lung adenocarcinoma cells Calu-3 (ATCC HTB-
55) were a kind gift from Drs. C. Masselot and S.

Degroux (UGSF, UMR 8576 CNRS, Villeneuve

d’Ascq, France). Human leukemia acute T Jurkat
cell line (ATCC TIB-152) and MCF 10A normal-like

human breast cells (ATCC CRL-10318) were pur-

chased from the American type culture collection
(ATCC).

All these cell lines were routinely grown in

Dulbecco’s modified Eagle’s medium or RPMI,
containing 10% (v/v) FCS, 2 mM L-glutamine and

1% (w/v) penicillin/streptomycin. Cell lines were
cultured at 37!C in a humidified atmosphere with 5%

CO2. The DAMI megakaryocytic cells were kindly

provided by Dr S. Greenberg (Greenberg et al. 1990)
and cultured as described (Nillesse et al. 1994).

Cell culture materials were obtained from Dut-

scher, and culture media and additives from Cambrex
Corporation and Invitrogen. Mousemonoclonal FITC-

conjugated anti-human CD14 antibody andmouse IgG
isotype were purchased fromMiltenyi Biotec and BSA

from Sigma.

LPS induction

Cells were plated the day before induction in 6-well
plates at a density of 106 cells/well. Prior to induc-

tion, cells were gently washed by fresh medium

supplemented or not with FCS. Cells cultured without
FCS were grown 24 h with FCS-free medium prior

LPS treatment in FCS-free medium. Cells were then

exposed or not to LPS (E. coli 055B5, Sigma) at a
concentration of 100 ng/well during 24 h (Li et al.
2009). All experiments were conducted in triplicate.

After washing with PBS, cells were harvested,
centrifuged and lysed in an appropriate buffer for

RNA assays.

RNA extraction and cDNA preparation

Total RNA extract from human normal mammary
gland (HNMG) was purchased from Clontech. Total

RNA from all cancer cell lines was isolated from

cells using a NucleoSpin RNA II kit, according to the
instructions of the manufacturer (Macherey–Nagel).

The purity and integrity of each extract were checked

using the nanodrop ND-1000 spectrophotometer
(Labtech International) and the Bioanalyzer 2100

(Agilent Technologies). Reverse transcription was

performed from 2 lg of total RNA with an oligo-dT
primer and M-MLV reverse transcriptase (Promega).

First strand cDNA from isolated human blood cells

(leukocytes, lymphocytes, macrophages) were a kind
gift of Dr. A. Denys (UGSF, UMR 8576 CNRS,

USTL, Villeneuve d’Ascq, France).

RT–PCR conditions

RT–PCR assays were performed in triplicate as
already described (Mariller et al. 2007). Negative

control reactions were performed using sterile water
instead of cDNA template. Contaminations of geno-

mic DNA were excluded by performing 35 cycles of

amplification without retrotranscription. GAPDH was
used as internal control. Primer pairs were synthesized

by Eurogentec. RT–PCR conditions specific to each

primer pair are reported in Table 1. PCR products
were separated onto a 1.5% agarose gel stained with
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ethidium bromide and image acquisition was per-

formed by UV transillumination using a Gel Doc 1000
system (Bio-Rad).

TaqMan Real-time PCR

Duplex Taqman Q-PCR and subsequent analyses

were performed using the MX4000 Multiplex
Quantitative System equipped with v3.0 software

(Stratagene). Using Primer Express software v3.0

(Applied Biosystems) primers and probes were
designed and their specificity checked using the

BLAST algorithm on major nucleotide databases. Lf

isoform primer pairs/probe sets are shown in Fig. 1.

The transcript of HPRT (hypoxanthine guanine

phosphoribosyltransferase) was used as a control to
normalize the expression of genes of interest. The

HPRT primer pair was designed to hybridize within

exon 1 and exon 2. The nucleotide sequence of
primer pairs and probes is presented in Table 1.

Primer pairs were synthesized by Eurogentec and

the TaqMan probes were from Applied Biosystems.
The DLf and Lf probes were 50-FAM-labeled and

the normalizing HPRT gene probe was 50-VIC-

labeled. The 30 non-fluorescent quencher (NFQ)
(Applied Biosystems) was used for each probe. PCR

reactions were performed with 12.5 ll of the

QuantiTect Multiplex PCR Kit Mix (Qiagen),

Table 1 Oligonucleotides used for TaqMan Q-PCR and RT–PCR

Method Target DNA Oligonucleotides (50 ? 30) Tm (!C) Cycle number Amplicon size (pb)

Q-PCR Lf primers Forward: cagaccgcagacatgaaacttg

Reverse: gatacggcgcaccactgaa

60 40 117

Lf probe ccctcggactgtgtct

Q-PCR DLf primers Forward: ctgaagtttgaatcctgcagtcaat

Reverse: aagggttgcaatggcacttt

60 40 66

DLf probe tggtggcttgtaccc

Q-PCR HPRT primers Forward: gccctggcgtcgtgatt

Reverse: ctcagcataatgattaggtatgcaaaa

60 40 101

HPRT probe tgatgatgaaccaggttat

RT–PCR GAPDH Mariller et al. (2007) 69 16 240

RT–PCR TLR4 Erridge et al. (2007) 57 25 336

RT–PCR TNF-a Satoh et al. (2000) 60 33 266

Fig. 1 Diagramatic
representation of Lf and
DLf primer pairs and
TaqMan probe localization
on the Lf gene. DLf primer
pairs/probe set was
designed to hybridize
within exon 1b whereas for
Lf, the primer pairs/probe
set was designed to amplify
a short region around the
exon 1/exon 2 junction. The
sense primer hybridizes
within exon 1, the forward
primer within exon 2 and
the probe within the exon
1/exon 2 junction
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0.6 lM of each primer, 0.2 lM of Taqman probe
and 2 ll of cDNA in a final volume of 25 ll. After
95!C for 15 min, 40 PCR cycles were performed as

follows: 94!C for 1 min, 60!C for 1 min (hybrid-
ization and elongation). Each TaqMan Q-PCR assay

was performed in triplicate in 96-well plates. Two to

three separate RNA extractions were carried out for
each sample and each cDNA was analysed at least

three times by Q-PCR. The amplification efficiency

was generated for each primer pairs/probe set
separately and in duplex with the primer pairs/probe

set of the normalizing gene HPRT using 2-fold

serial dilutions of cDNA. The fluorescence data
were measured at the end of each cycle. The point

at which the PCR product is first detected above a

fixed threshold, termed cycle threshold (Ct), was
determined for each sample, and the average Ct of

triplicate samples was used for further calculations.

In order to check amplification efficiency (E) of all
three primer pairs/probe (Lf, DLf and HPRT), a

validation experiment was performed using serial

dilutions of each sample. Standard curves are
obtained and the slopes of curves (slope) calculated.
Efficiency is then established using the formula

E = 10[-1/slope]. Relative quantities of Lf and DLf
mRNA were calculated as described (Pfaffl 2001)

and expressed normalized to HPRT.

Flow cytometry analysis

THP-1, MDA-MB-231 and HT-29 cells were washed
twice by centrifugation for 5 min at 1,100 rpm in

cold Dulbecco’s phosphate buffer saline (DPBS)

(Sigma) and resuspended in DPBS supplemented
with 0.5% bovine serum albumin (BSA) to obtain a

final concentration of l06 cells/ml. Each pellet was

resuspended in DPBS-BSA added with mouse mono-
clonal FITC-labelled anti-human CD14 (1/1,000) or

mouse IgG isotype control (1/1,000) for 30 min at

4!C in the dark. Data were monitored on a Becton–
Dickinson FACScan flow cytometer. The light-scatter

channels were set on a linear gain, and the fluores-
cence channels were set on a logarithmic scale. Cells

were gated for forward- and site-angle light scatters,

and 10,000 fluorescent particles of the gated popu-
lation were analyzed. The data collected with loga-

rithmic amplification were analyzed by the CellQuest

Pro v6.0 software.

Bioinformatics tools and promoter modelling

The P1 promoter of the Lf gene (Genbank NT_022
517.18, Homo sapiens chromosome 3 genomic

contig, 46450953-46446654) and the P2 promoter

(Genbank NT_022517.18, Homo sapiens chromo-
some 3 genomic contig, 46446314-46445095) were

analysed by checking matrix family assignment. All

software employed were part of the Genomatix Suite/
GEMS Launcher software package (http://www.geno

matix.gsf.de). Potential control elements and tran-

scription factor binding sites were analysed using
MatInspector Professional software (Quandt et al.

1995). In order to ensure selection of high-quality

binding sites throughout the library of binding-site
matrices, MatInspector applies individually opti-

mized matrix thresholds. The inflammatory response

modules were defined as follows: NF-jB/cRel ele-
ment (family V$NF-jB) with a core similarity of 1

and minimum matrix similarity of 0.87; STAT3 ele-

ments (family V$STAT) with a core similarity of 1
and minimal matrix similarity of 0.9.

Results and discussion

Design of Taqman probe and primer pairs and
validation experiments

Since both human Lf and DLf transcripts have been
often found in the same cell type at the same time,

and at a low level in cancer cells, it was crucial to use

a sensitive and highly specific method in order to
discriminate them and assay their expression. We

chose HPRT as an internal control gene since we

previously checked that its expression was not altered
in the cancer cell lines we used or during cell

exposure to LPS. Therefore, we developed a duplex

TaqMan real-time PCR assay which measures PCR-
product accumulation during the exponential phase of

the PCR reaction using labeled fluorogenic probes

(Gibson et al. 1996). Minor groove binder (MGB)
probes that incorporate a 50 reporter dye (FAM or

VIC) and a 30 non-fluorescent quencher (NFQ) were

used. The NFQ offers the advantage of a lower
background signal which results in better precision in

quantification (Kutyavin et al. 2000). FAM and VIC

fluorescent reporter dyes were used to get a narrow
spectrum and maximum of emission. Therefore, Lf
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and DLf probes were FAM-labeled whereas HPRT
was VIC-labelled at the 50 end. Discrimination

between the two transcripts was achieved as shown

in Fig. 1.
Optimization of the assay was performed in order to

obtain maximal efficiency of the primer/probe set. The

maximum of efficiency was obtained using 600 nM
primer pairs and 200 nM probe for each transcript.

Efficiencies, determined for all the three primer pairs/

probe sets, are 97.8% for DLf, 98% for Lf and 96.7%
for HPRT. We confirmed that the efficiency was the

same when duplex TaqMan Q-PCR assays (Lf/HPRT

and DLf/HPRT) were carried out.
We next investigated whether the duplex TaqMan

Q-PCR assay was sensitive enough to evaluate the

respective expression of Lf and DLf transcripts in the
case of downregulation as in cancerous cells and in

the case of overexpression such as in inflammatory

conditions.

Evaluation of Lf and DLf mRNA contents

in cancerous and normal cells

Since both Lf and DLf are expressed in a wide variety
of tissues, have antitumoral properties, are good
prognosis markers and might act as tumor suppres-

sors, detection of their expression levels should be

extremely useful to follow tumor development.
Therefore, we studied Lf and DLf expression levels

in breast, lung, stomach, prostate, colon, skin, cervix,

hepatocyte, megakaryocyte, monocyte and lympho-
cyte cancer cell lines, and seven normal human cells

or tissues (Fig. 2) using the duplex TaqMan real-time

reverse transcription PCR assay we developed.
We demonstrated that Lf mRNA was downregu-

lated in three of the four breast cancer cell lines tested

when compared with normal breast tissue (HNMG)
or MCF 10A normal-like cell line. We found that

only MDA-MB-231 cells exhibit a higher level of Lf

mRNA compared to normal counterparts. Lf was at a
very low level expressed by T-47D and BT-20 cells.

Of the other cancer cell lines tested, only HT-29 and
HeLa cells produced detectable Lf mRNA expression

levels. Lf was expressed neither in normal (NL20)

nor cancerous lung cells (Calu-3). For each sample
the Lf relative expression normalized to HPRT is

C0.5 confirming strong gene silencing. Lf mRNA

was found in the lymphocyte population and not in
the leukocyte population. The absence of Lf

expression in leukocytes, which produce and store it
in their secondary granules (Masson et al. 1969), is in
accordance with its synthesis occurring only during

granulocytic differentiation (Rado et al. 1987).
Concerning DLf, its mRNA was only absent from

T-47D, THP-1 and Jurkat cells among the fourteen

cancer cell lines tested. Its expression levels were
very low with the highest expression found in DU

145 prostate cancer cell line. For each sample the DLf
relative expression normalized to HPRT is C1.5 also
confirming strong silencing of the P2 promoter. The

sensitivity of our technique shows that DLf mRNA is

detectable at very low levels in all tumour cell lines
analyzed whereas it was found to be absent in all

tumour cell lines examined using classical RT–PCR

(Siebert and Huang 1997). Among the seven normal
human tissues or isolated blood cells tested, both the

leukocyte and lymphocyte populations expressed an

extremely high level of DLf mRNA, with the
hippocampus expressing a slightly lower level. The

DLf relative expression normalized to HPRT is C60

for leukocytes and 25 for lymphocytes. The strong
activity of the P2 promoter in these two cell types

might be due to the presence of numerous functional

Ets binding sites (Liu et al. 2003). Indeed, the proto-
oncogene c-Ets, which is preferentially expressed in

lymphoid cells and thymus (Chen 1985) was shown

to strongly activate the P2 promoter (Liu et al. 2003).
Therefore, the presence of Ets family member, which

are involved in various cellular events such as cell

growth, transformation, T-cell activation, hematopoi-
etic cell differentiation, and development (Wasylyk

et al. 1993), might be critical for DLf expression.

Presence of cRel/NF-jB/STAT3 promoter

modules in the regulatory regions of the P1

and P2 promoters of the Lf gene

Bovine and murine Lf expressions are significantly

up-regulated by LPS in a dose-dependent manner
(Griesbeck-Zilch et al. 2008; Li et al. 2009).

Recently, LPS-responsive modules were localized
in the promoter region of the bovine Lf gene such as

cRel/NF-jB, STAT3 and AP1 (Zheng et al. 2005).
LPS through the Toll-like receptor (TLR) mediated-
signaling pathway (Muzio and Mantovani 2000)

triggers pro-inflammatory stimuli such as TNF-a and

IL-1b (Karin 1999; Mercurio and Manning 1999)
and activation of cRel/NF-jB transcription factors.
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The cRel/NF-jB transcription factor family regulate

several physiological processes such as cellular

homeostasis (Barkett and Gilmore 1999; Baldwin
2001) and the host immune response (Hayden and

Ghosh 2008) by controlling the expression of an

extremely high number of target genes (Pahl 1999).

STAT3 is known as an acute phase response factor

(Wegenka et al. 1994) and is also implicated in a
variety of cellular functions, including inflammatory

processes (Leonard and O’Shea 1998). AP1

Fig. 2 Lf and DLf mRNA
expression levels of various
human cancer cell lines (a)
and normal cells and tissues
(b) using duplex Taqman
Q-PCR. Black bars, DLf
transcript; grey bars, Lf
transcript. Values are
normalized to HPRT gene
expression. Data are
means ± SD of n C 6
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regulates gene expression in response to a variety of
stimuli, including cytokines, growth factors, stress,

and bacterial and viral infections and in turn

controls a number of cellular processes including
differentiation, proliferation, and apoptosis.

Therefore, we investigated the Lf gene for the

presence of such inflammatory response elements and
subsequently checked whether Lf and/or DLf were

overexpressed following LPS stimulation. The data

presented in Fig. 3 show that potential NF-jB/cRel/
STAT3 promoter modules are present in the regula-

tory regions of the P1 and P2 promoter regions of the

Lf gene. Three NF-jB sites, five cRel sites and four
STAT3 sites were found in the P1 promoter (Fig. 3a).

The P2 promoter region also contains potential LPS-
responsive elements, including two NF-jB sites, two

cRel sites and two STAT3 sites (Fig. 3b). Our findings

suggest that the human Lf promoters may respond to
infection via the NF-jB pathway but further investi-

gations will be required to ensure the biological

significance of these putative responsive elements.
No AP1 site was found in either the P1 and P2

promoter regions although it was present in the

bovine Lf promoter region (Zheng et al. 2005).
BLAST alignment of the human and the bovine Lf

promoter regions showed that neither the presence

nor the localization of these elements is conserved
(data not shown).

Fig. 3 Putative
inflammatory response
elements in the human Lf
gene. The human P1 (a) and
P2 (b) promoter regions
were analyzed using
MatInspector (Genomatix).
Binding sites of infection
responsive transcription
factors (NF-jB, cRel1 and
STAT3) are underlined. (?)
plus strand, (-) minus
strand. For easier reading,
omitted sequences are
presented in grey between
brackets above sequence
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LPS induces Lf but not DLf expression in human

mammary gland epithelial MDA-MB-231 cells

and in human colonic carcinoma HT-29 cells

Since inflammatory response modules are present in

both the P1 and the P2 promoter regions we next
investigated whether or not both human Lf isoforms

are upregulated in inflammatory conditions. LPS is

recognized by Toll-like receptor 4 (TLR4) (Akira and
Hoshino 2003; Beutler 2005) that interacts with

different proteins such as LPS binding protein (LBP),

soluble CD14 (sCD14) or membrane CD14 (mCD14)
to induce a signaling cascade leading to the activation

of NF-jB and the production of proinflammatory

cytokines such as TNF-a and IL-8 leading to a strong
inflammatory response (Arditi et al. 1993; Hailman

et al. 1994; Underhill and Ozinsky 2002; Pålsson-

McDermott and O’Neill 2004). Therefore, human
mammary gland epithelial MDA-MB-231 cells

(Zaks-Zilberman et al. 2001) and human colonic

epithelial HT-29 cells (Cario et al. 2000; Böcker
et al. 2003; Lee et al. 2005) which are known to

respond to LPS stimuli, were studied. The optimal

LPS concentration (100 ng/106 cells) was chosen

from previous experiments (data not shown) and in
accordance to the literature (Li et al. 2009).

We first determined whether both cell lines

expressed the CD14 epitope using flow cytometry.
THP-1 were used as a known source of mCD14

(Fig. 4a, black shaded region). Unshaded and grey

shaded regions overlapped the isotype control show-
ing that MDA-MB-231 and HT-29 cell surfaces lack

mCD14. Therefore, the next experiments were con-

ducted with and without fetal calf serum (FCS) since
normal plasma is a source of sCD14.

We next confirmed LPS-cell responsiveness by

following TNF-a induction using RT–PCR. As
shown in Fig. 4b, TNF-a is overexpressed following

LPS induction compared to GAPDH. In both cell

types the overexpression of TNF-a is higher in the
presence of FCS confirming the importance of

providing plasma sCD14 which acts as an opsonin

that captures pathogenic microbes, facilitating recog-
nition and binding of LPS to mCD14-negative

intestinal and mammary gland epithelia (Pugin et al.
1993).

We then investigated whether TLR4 was overex-

pressed in the presence of LPS on these two cell lines.

Fig. 4 Lf and not DLf is
overexpressed under LPS
stimulation. a Absence of
mCD14 on HT-29 and
MDA-MB-231 cells
compared to differentiated
THP-1 by flow cytometry. b
Expression levels of TNF-a
and TLR4 mRNAs
compared to the expression
level of the housekeeping
gene GAPDH using RT–
PCR. c–d Lf and DLf
mRNA expression levels
expressed as relative
intensity compared to
HPRT gene expression
using duplex TaqMan Q-
PCR in HT-29 (c) and in
MDA-MB-231 (d) cells
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Responsiveness of HT-29 cells to LPS is known to be
correlated with the presence of TLR4 (Böcker et al.
2003). Here, we showed that TLR4 expression is not

modulated in the presence of LPS and/or FCS
suggesting that it might be constitutively expressed

(Fig. 4b). Breast cancer cell responsiveness to LPS

has been described previously. TLR4 has been
described as being present using a DNA array assay

(Merrell et al. 2006) or absent using RT–PCR (Xie

et al. 2009) in MDA-MD-231 cells. Here, we showed
that TLR4 is effectively expressed but at a very low

level and overexpressed following LPS exposure in

MDA-MB-231 cells. Expression was higher in the
absence of FCS while the inflammatory response was

not increased in the same conditions (Fig. 4b).

We further determined whether the human Lf gene
was upregulated in inflammatory conditions using our

duplex TaqMan Q-PCR assay. Figure 4c shows that

Lf expression is poorly expressed without LPS
stimulation but is increased 20-fold when HT-29

cells are exposed to LPS in the absence of FCS and

70-fold in the presence of FCS and LPS. Our results
confirm that the human Lf gene, like its mouse and

bovine counterparts, is upregulated following LPS

induction and that the presence of FCS containing
sCD14 favors this upregulation. DLf, which is also

feebly expressed in HT-29 cells, was not upregulated

in inflammatory conditions.
Figures 2a and 4d showed that Lf expression is

poorly expressed in the absence of stimulation in

MDA-MB-231 cells. Overexpression is very marked
when cells are exposed to LPS in the absence of FCS

(450-fold) whereas this overexpression is dramati-

cally reduced (2-fold) in the presence of FCS. This
result is mainly due to the 70-fold higher expression

of the Lf gene in the MDA-MB-231 cells cultured in

FCS. Lf upregulation may be correlated to TLR4
inducible expression higher in serum free media and

LPS exposure. In all cases, Lf is upregulated in

presence of LPS whereas under the same experimen-
tal conditions, no upregulation of DLf expression is

detectable.
Our data show that the human MDA-MB-231

mammary gland epithelial cell line and the human

colonic HT-29 cancer cell line might be used to study
responses to innate immune stimuli. We also con-

firmed that the inflammation-responsive elements

present in the P1 promoter of the Lf gene are
functional. Moreover we showed for the first time

that even if cRel/NF-jB/STAT3 response modules
are present in the P2 promoter, they are not functional

and that DLf expression is not regulated in response

to bacterial infection. We also demonstrated that our
duplex TaqMan Q-PCR assay is able to evaluate

extremely variable quantities of Lf isoform

transcripts.
Our results are in accordance with the function of

both Lf isoforms. Lf, which is a multitasking protein,

is mainly a powerful antimicrobial agent with immu-
nodulatory activities involved in host defense

(Legrand et al. 2008; Pierce et al. 2009). Its produc-
tion under LPS stimulation will reduce LPS and its
proinflammatory effects (Li et al. 2009). In contrast

DLf is a transcription factor involved in the control of

cell cycle progression, mRNA decay and apoptosis
(Mariller et al. 2007, 2009) the expression of which is
not influenced in response to inflammatory conditions.
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Découverte d’une nouvelle cible de l’activité 

transcriptionnelle de la  

delta-lactoferrine
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I. Problématique et objectifs 

La !Lf a été décrite pour la première fois, par Siebert et Huang, en 1997 comme étant 

l’isoforme intracellulaire de la Lf. L’expression de son transcrit a été retrouvée dans de 

nombreux tissus sains mais il est absent dans la plupart des cellules cancéreuses étudiées.  

Nous avons voulu connaître l’impact de la réintroduction de la !Lf sur le protéome d’une 

lignée cellulaire immortalisée, les cellules HEK-293. Le travail qui m’a été confié au cours de 

mon Master Recherche a donc été de réaliser une étude protéomique différentielle via 

l’utilisation d’électrophorèses bidimensionnelles, afin de comparer sans a priori les 

protéomes de cellules exprimant ou non la !Lf.  

II. Moyens mis en œuvre 

 Nous avons comparé les variations du protéome des cellules HEK 293 soumis à trois 

conditions différentes : non traitées, transfectées avec un vecteur d’expression vide, ou 

transfectées avec le vecteur d’expression de la !Lf (3xFLAG-!Lf). Des électrophorèses 

bidimensionnelles des lysats cellulaires correspondant à chaque condition ont été colorées au 

nitrate d’argent. Après numérisation, leurs images ont été analysées à l’aide du logiciel de 

quantification des intensités de coloration ImageMaster 2D Platinum v6. Les spots 

confirmés ont été sélectionnés pour une analyse par empreinte peptidique massique par 

MALDI-TOF ou en LC-MS/MS. 

III. Résultats 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet de la publication suivante :  

« Proteomic approach to the identification of novel delta-lactoferrin target 

genes : characterization of DcpS, an mRNA scavenger decapping enzyme» 

Mariller, C., Hardivillé, S., Hoedt, E., Benaïssa, M., Mazurier, J., et Pierce, A. 

 

Cet article a été publié dans le journal Biochimie (Biochimie, 2009, 91(01) : 109-22) 

  

 L’électrophorèse bidimensionnelle des lysats cellulaires a permis de mettre en 

évidence après coloration au nitrate d’argent, environ 500 protéines dont 214 ont pu être 

retrouvées dans les trois conditions. L’analyse informatique du signal des 214 protéines a 

révélé une surexpression significativement différente de 14 d’entre elles en présence de !Lf. 

J’ai pu identifier 8 d'entre elles.  

Nous avons ensuite cherché à savoir si la surexpression de ces protéines était 
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directement induite par l'activité transcriptionnelle de la !Lf. Pour cela, nous avons 

recherché au niveau des promoteurs des gènes correspondants, l'élément de réponse à la !Lf 

(!LfRE) et dont la fonctionnalité a été prouvée au laboratoire pour Skp1, Bax et Fas (Tableau 

V, page 77).  

Nous savons que la !Lf est dotée d'une activité pro-apoptotique et, parmi les 

protéines identifiées, trois interviennent dans la régulation de l'apoptose. En effet, la 

surexpression de la protéine Poly(rC)-binding protein 2 (PCBP 2) conduit à une diminution 

de la viabilité cellulaire et à une augmentation de l'activité des caspases 3 et 9 entraînant 

ainsi l'apoptose des cellules qui la produisent (Roychoudhury et al., 2007). Cette protéine 

n'ayant pas l'élément de réponse à la !Lf au niveau de son promoteur n'a donc pas une 

expression directement liée à l'activité de la !Lf. Quoi qu'il en soit, elle pourrait participer 

avec la !Lf à l'induction de la mort cellulaire par apoptose. A l'inverse, la protéine T complex 

subunit ß (TCPB) qui est également dépourvue de séquence !LfRE a été identifiée comme 

étant un interactant de la cycline E et comme étant surexprimée lors de la transition G1/S. 

Son inhibition conduit à une diminution de la viabilité cellulaire, à un arrêt du cycle en G1/S 

et à la mort cellulaire par apoptose (Coghlin et al., 2006). Cette protéine a donc un rôle 

important dans la prolifération et la survie cellulaire. Sa surexpression pourrait 

contrebalancer l'effet pro-apoptotique de la !Lf et permettre le passage en phase S 

préalablement bloqué par l'activité de cette dernière. De même, les expériences menées par 

Lu et Legerski montrent que la surexpression de la protéine Pre-mRNA processing factor 19 

(PRP19) participe également à la survie cellulaire. En effet, elle réduit l'apoptose après 

exposition des cellules aux agents mutagènes grâce à son activité de réparation de l'ADN (Lu 

et Legerski, 2007). Nos travaux ne nous ont pas permis de déceler une quelconque 

surexpression des transcrits de PRP19 en présence de !Lf (Figure 5 de l’article) bien que cette 

protéine soit pourvue d'un !LfRE-like (Tableau V, page 77). 

Nous avons également pu identifier 3 autres protéines. Il s’agit de la protéine disulfide 

isomérase (PDI) qui intervient dans la mise en conformation des protéines et dont le 

promoteur contient un élément !LfRE-like. La proteasome subunit ß impliquée dans la 

dégradation protéolytique et la protéine vesicle fusing protein NSF ou AAA ATPase NSF qui 

intervient dans la formation des vésicules intracellulaires. Les promoteurs des gènes 

correspondants ne contiennent pas de !LfRE donc la surexpression de ces protéines ne 

dépend pas directement de l'activité de la !Lf.  

Enfin, nous avons identifié 3 protéines impliquées dans la maturation et la stabilité 

des transcrits. La PRP19, citée précédemment pour son un rôle dans le maintien de l'intégrité 

de l'ADN, est également dotée d'un domaine U-box à activité E3 ubiquitine ligase qui est 

indispensable à l'association des protéines impliquées dans la maturation des transcrits par 
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épissage (Chan et Cheng, 2005). La protéine « heterogenous RiboNuclear Protein L » 

(hnRNP-L), quant à elle, empêche la maturation des pré-ARNm en se fixant sur des 

séquences cis inhibitrices de l'épissage des exons (Rothrock et al., 2005). Nos expériences 

n'ont pas montré de surexpression de ses transcrits en présence de !Lf (Figure 5 de l’article). 

Il faut noter que cette protéine possède néanmoins un élément similaire et une séquence 

identique au !LfRE. L’absence de transactivation du gène hnRNP-L pourrait s’expliquer par 

l’absence des cofacteurs nécessaires à cette activation., La « scavenger mRNA decapping 

enzyme » (DcpS) hydrolyse la coiffe en 5' des ARNm (Liu et Kiledjian, 2005). Cette protéine 

voit ses transcrits surexprimés en présence de !Lf et possède une séquence similaire au 

!LfRE dont nous avons confirmé la fonctionnalité in vitro et in situ grâce à des expériences 

de gène rapporteur et d’immunoprécipitation de la chromatine, respectivement (Figure 7 de 

l’article). 

Tableau V : Séquences des différents !LfRE classés en fonction de leur efficacité. Ce tableau présente 
l’alignement des éléments de réponse retrouvés dans les gènes cibles de la !Lf avec la séquence S1 décrite par He 
et Furmanski (1995) ainsi que la séquence !LfRE consensuelle. Les nucléotides différents de ceux de la séquence 
S1 sont en caractère gras.  

 Séquence 
Efficacité 

en % 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  

Élément de réponse décrit par He et Furmanski (1995) 

S1 G G C A C T - T A/G C  

!LfRE Skp1 G G C A C T G T A C 100 

!LfRE DcpS III.A.1.a.1 A G C A C T - T G III.A.1.a.2 G 
90 

!LfRE Bax G G C A C T - T A T 60 

!LfRE Fas  G G C A C T - A A C 5 

!LfRE G/A G C A C T (G) T A/G C/G  

IV. Conclusion 

 Notre étude nous a permis de mettre en évidence une nouvelle cible de l’activité 

transcriptionnelle de la !Lf, la protéine DcpS. DcpS est une pyrophosphatase  intervenant à 

la fin de la voie de dégradation des ARNm. Les processus de synthèse, de maturation et de 

dégradation des ARN sont des mécanismes hautement conservés par l’évolution et 

indispensables au maintien de la vie cellulaire. La dégradation des ces mêmes ARN occupe 

une place primordiale dans le contrôle de l’expression génique, le « contrôle qualité » des 

ARNm et la défense contre les infections virales. Chez les eucaryotes, la dégradation des 

ARNm se fait par deux voies principales débutant toutes deux par l’hydrolyse de la coiffe 7 

méthylguanosine ou 5’-cap (Figure 34, page 78) (Liu et Kiledjian, 2006). Ce nucléotide 
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particulier, ajouté de manière post-transcriptionnelle sur les ARNm, permet leur protection 

face aux ribonucléases et favorise leur traduction via le recrutement du ribosome. La 

dégradation récurrente des ARNm dans le sens 3’-5’ par l’exosome libère la coiffe sous la 

forme du dinucléotide m7GpppN. La dégradation dans le sens 5’-3’ fait intervenir une 

première enzyme, Dcp2, qui hydrolyse la coiffe sous la forme m7GDP et libère l’extrémité 5’-

phosphate des ARNm. Il s’en suit alors une dégradation des ARNm de 5’ en 3’ effectuée par la 

ribonucléase Xrn1 (Liu et Kiledjian, 2006; Coller et Parker, 2004). Les nucléotides m7GpppN 

et m7GDP sont alors pris en charge par DcpS et libérés sous la forme de m7GMP qui sera 

recyclé (van Dijk et al., 2003). 

DcpS pourrait être impliquée indirectement dans la régulation de l’épissage ainsi que 

dans celle de la traduction des ARNm. En effet, ces deux mécanismes nécessitent 

respectivement l’interaction du complexe CBC (Cap-binding complex) (Lewis et Izaurralde, 

1997) et d’eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) (Gingras et al., 1999) avec la 

coiffe des ARNm. Les coiffes libérées lors de la dégradation des ARNm, non converties en 

7mGMP par DcpS, entrent en compétition avec l’extrémité coiffée des ARNm pour lier les 

complexes CBC et eIF4E, interférant ainsi avec les mécanismes d’épissage et de traduction 

(Bail et Kiledjian, 2008). La surexpression de DcpS permettrait alors de diminuer les 

quantités de 7mGpppN et 7mGDP et, ainsi, d’augmenter l’efficacité de l’épissage et la 

traduction des ARNm.  

 : 

Figure 1 : Modèle de la dégradation des ARNm. Après la déadénylation, les ARNm sont dégradés par 
l’exosome de 3’ en 5’ libérant ainsi du m7GpppN. L’autre voie de dégradation fait intervenir Dcp2 pour 
l’hydrolyse de la coiffe libérant du 7mGDP. La dégradation des ARNm de 5’ en 3’ peut alors être 
effectuée par Xrn1. Les deux produits de la dégradation issus de la coiffe des ARNm sont alors convertis 
par DcpS en m7GMP qui peut alors être recyclé ou éliminé de la cellule. (adapté de van Dijk et al., 
2003). 
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Abstract

The expression of the transcription factor DLf is deregulated in cancer cells. Its overexpression provokes cell cycle arrest along with
antiproliferative effects and we recently showed that the Skp1 gene promoter was a target of DLf. Skp1 belongs to the Skp1/Cullin-1/F-box
ubiquitin ligase complex responsible for the ubiquitination and the proteosomal degradation of numerous cellular regulators. The transcriptional
activity of DLf is highly controlled and negatively regulated by O-GlcNAc, a dynamic post-translational modification known to regulate the
functions of many intracellular proteins. We, therefore, constructed a DLf-M4 mutant corresponding to a constitutively active DLf isoform in
which all the glycosylation sites were mutated. In order to discover novel targets of DLf transcriptional activity and to investigate the impact of
the O-GlcNAc regulation on this activity in situ we compared the proteome profiles of DLf- and DLf-M4-expressing HEK293 cells versus null
plasmid transfected cells. A total of 14 differentially expressed proteins were visualized by 2D electrophoresis and silver staining and eight
proteins were identified by mass spectrometry analyses (MALDI-TOF; LC-MS/MS), all of which were upregulated. The identified proteins are
involved in several processes such as mRNA maturation and stability, cell viability, proteasomal degradation, protein and mRNA quality control.
Among these proteins, only DcpS and TCPB were also upregulated at the mRNA level. Analysis of their respective promoters led to the
detection of a cis-regulating element in the DcpS promoter. The S1DcpS is 80% identical to the S1 sequence previously described by He and
Furmanski [Sequence specificity and transcriptional activation in the binding of lactoferrin to DNA, Nature 373 (1995) 721e724]. Reporter gene
analyses and ChIP assays demonstrated that DLf interacts specifically with the DcpS promoter in vivo. These data established that DcpS, a key
enzyme in mRNA decay, is a new target of DLf transcriptional activity.
! 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Delta-lactoferrin; Transcription factor; Scavenger decapping enzyme DcpS; mRNA turnover; O-GlcNAc/P interplay; Proteomics

1. Introduction

The process of mRNA turnover is a critical mechanism for
the regulation of gene expression, quality control of mRNA
biogenesis and antiviral defenses. The major mRNA

degradation pathways involve shortening the poly(A) tail,
exonucleolytic decay and decapping (reviewed in refs. [1,2]).
Among the decapping enzymes, DcpS, also known as the
scavenger decapping enzyme, is involved in cap nucleotide
metabolism [3,4]. Here, we show that delta-lactoferrin (DLf),
a transcription factor involved in the regulation of cell cycle
progression at the G1/S transition, enhances DcpS
transcription.

First discovered as a transcript in normal tissues [5], DLf
was found to be downregulated in cancer cells and in breast
cancer biopsies [6]. Its expression level was of good prog-
nosis value in human breast cancer with high concentrations

Abbreviations: DLf, delta-lactoferrin; DcpS, scavenger decapping enzyme;
hDcp2, human decapping enzyme 2; Skp1, S-phase kinase 1; RPLP0, ribo-
somal protein, large, P0; DLfRE, DLf response element; NLS, nuclear local-
ization signal; O-GlcNAc/P, O-glycosylation/phosphorylation.
* Corresponding author. Tel.: þ33 3 2033 7238; fax: þ33 3 2043 6555.
E-mail address: christophe.mariller@univ-lille1.fr (C. Mariller).

0300-9084/$ - see front matter ! 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi.2008.07.009

Available online at www.sciencedirect.com

Biochimie 91 (2009) 109e122
www.elsevier.com/locate/biochi



being associated with longer relapse-free and overall survival
[6]. DLf is a lactoferrin isoform, the transcription of which
starts at the alternative promoter P2 present in the first intron
of the Lf gene [7]. The comparison of the two enhancer/
promoter regions revealed that this gene is differentially
transactivated [5,7]. The deregulation of Lf gene expression
that occurs in tumors is mainly due to genetic and epigenetic
changes [8e11]. The alternative selection of promoters
produces an alternative N-terminal domain. Thus, compared
to Lf, DLf is a protein devoid of the 45 first amino acid
residues including the leader sequence, implying that it is
a 73 kDa cytoplasmic isoform [12]. However, DLf was also
observed in the nucleus [12,13] and a short bipartite nuclear
localization signal at the C-terminus conserved in Lfs from
different species, has been identified [14]. Recently, we
showed that DLf is an efficient transcription factor interacting
in vivo with a DLf response element (DLfRE) found in the
Skp1 promoter [14]. This specific GGCACTTGC sequence
had previously been described [15] and found to be respon-
sible for IL-1b transactivation by Lf [16]. Studies of the
three-dimensional (3D) Lf structure indicated two putative
DNA-binding domains (DBDs) located either at the N-
terminus (residues 27e30 in Lf and 2e5 in DLf) and/or at the
interlobe region [17,18].

DLf expression provokes antiproliferative effects, cell
cycle arrest in S phase [12] and Skp1 upregulation [14]. At
the G1-S transition, Skp1 (S phase kinase associated
protein) belongs to the SCF (Skp1/Cullin-1/F-box ubiquitin
ligase) complex responsible for the ubiquitination of cellular
regulators such as cyclins and cyclin-dependent kinase
(CDK) inhibitors leading to their degradation by the pro-
teasome [19,20]. At the G2/M transition Skp1 belongs to the
CBF3 complex involved in the preservation of genetic
stability [21,22]. By upregulating Skp1 gene expression, DLf
may survey cell cycle progression via the control of the
proteasomal degradation of S phase actors. Thus, DLf
transcriptional activity should be strongly controlled. The
presence of putative O-N-acetylglucosaminylation (O-
GlcNAc) sites (YinOYang 1.2 server, http://www.cbs.dtu.dk/
services/YinOYang/) could imply a control of the tran-
scriptional activity or the half-life of DLf via the balance
between O-GlcNAc and phosphorylation as already
described for other factors [23]. Four O-GlcNAc sites are
present (Ser10, Ser227, Ser472 and Thr559) the mutation of
which produces the constitutively active DLf-M4 mutant
with a 2.5-fold increased transcriptional activity compared to
wild type.

In order to identify factors that are differentially expressed
in response to DLf or the DLf-M4 mutant isoform, we have
undertaken a differential proteomic approach using 2D gel
electrophoresis combined with mass spectrometry. Among the
eight differentially expressed proteins described here, we
identified DcpS as a new DLf target gene. DcpS is a member
of the HIT family of pyrophosphatases which performs
catalysis of the 50 cap structure [24]. This cap, that has to be
removed during mRNA decay, is involved in a variety of
functions such as pre-mRNA splicing, export, stability and

efficient translation [25e27]. Eukaryotic mRNA degradation
proceeds through two main pathways. In the 30e50 mRNA
decay pathway, degradation generates free m7GpppN that is
hydrolyzed by DcpS, the scavenger decapping enzyme,
generating m7GMP. In the 50e30 pathway, the cleavage of the
cap of deadenylated mRNAs is performed by the hDcp2
decapping enzyme producing 50-phosphorylated mRNA and
m7GDP which is then converted to m7GMP by DcpS
[3,24,28e30].

Our findings showed that DLf and its constitutively active
mutant modulate the expression of proteins involved in the
cell cycle, cell survival and mRNA turnover. Among them,
DcpS was shown to be a new target of DLf transcriptional
activity.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture

Human HEK 293 cells (ATC CRL-1573) were kindly
provided by Dr. J.-C. Dhalluin (INSERM U 524, Lille,
France). Human cervical cancer HeLa cells (ATCC CCL-2)
were a kind gift from Dr. T. Lefebvre (UGSF, UM5 8576
CNRS, Villeneuve d’Ascq, France). The Breast Cancer MDA-
MB231 (ATCC HTB-26) cell line was kindly provided by M.
Mareel (Laboratory of Experimental Cancerology, University
Hospital, Ghent, Belgium). Cells were routinely grown in
monolayers as previously described [12,14]. MDA-MB-231
cells stably transfected with DLf (MDA-MB-231-DLf) were
produced as in [12,14]. Expression of DLf is induced by
doxycycline (2 mg/ml) [12] in these DLf-expressing cell lines.
Cell culture materials were obtained from Dutscher (France),
and culture media and additives from Cambrex Corporation
(NJ, USA) and Invitrogen (UK).

2.2. DNA and RNA isolation

Genomic DNA was extracted from HEK 293 cells as
previously described [33] and purified using QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Germany). Total RNA was extracted
from cell cultures using the RNeasy Mini Kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s specifications. The purity of
the extracts was checked by measuring the ratio of the
absorbance at 260 nm and 280 nm using a nanodrop ND-1000
spectrophotometer (Labtech International, UK) and their
integrity was visualized on a BET-agarose gel.

2.3. Transfection

Transfections were performed using the Dreamfect!

reagent (OZ Biosciences, France), according to the manu-
facturer’s instructions. After incubation for 24 h, cells were
washed with NaCl/Pi. They were then lysed in appropriate
buffer, either for total RNA preparation or for protein extracts.
Protease inhibitor (Pefablock SC and Complete, Roche,
Switzerland) was added to protein extracts. Except for trans-
fections dedicated to the proteomic analysis, each transfection
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was repeated at least three times and all cells were transfected
in triplicate.

2.4. Plasmid construction

pGL3-S1Skp1-Luc, pcDNA-DLf and p3XFLAG-CMV10-
DLf were constructed as described in [Mariller et al., 2007].
pGL3-S1DcpS-Luc was obtained as in ref. [14] except that the
136 bp DcpS promoter fragment (GenBank accession number:
NT_033899.7) was amplified with the primer pair listed in
Table 1 and cloned into the pcDNA3.1 vector (Clontech, CA,
USA), sequenced and transferred using KpnIeXhoI to the
pGL3-promoter-Luc vector (Promega).

2.5. Site-directed mutagenesis

Mutants were generated using the QuikChange! Site-
directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Garden Grove, CA),
according to the manufacturer’s instructions. The oligonucle-
otides used are listed in Table 1. The pcDNA-DLf-M4 was
generated using pcDNA-DLf as template. The four mutations
were carried out sequentially with Ser10, Ser27, Ser472 and
Thr559 being replaced by alanine residues. Following
sequence verification, positive clones were used directly in
transfection.

2.6. Western blotting and immunodetection

Cell extracts were prepared from frozen pellets of HEK
cells transfected with p3XFLAG-CMV-10-DLf, p3XFLAF-
CMV-10-DLf-M4, pcDNA, pcDNA-DLf or pcDNA-DLf-M4
vector. Proteins were extracted in RIPA buffer [50 mM Trise
HCl (pH 7.4) containing 1% (vol/vol) NP-40 (Roche), 1% (wt/
wt) Na-deoxycholate (Sigma-Aldrich, MO, USA), 0.1% (wt/
wt) SDS, 0.15 M NaCl and Complete! (according to manu-
facturer’s instructions, Roche)] for 20 min on ice. Cell debris
were removed by centrifugation for 10 min at 12,000 ! g.
Protein concentration was determined using the BCA assay
(Pierce, MA, USA). Samples were mixed with 4! Laemmli
sample buffer [250 mM TriseHCl (pH 6.8) containing 20%
(vol/vol) b-mercaptoethanol, 6% (wt/wt) SDS, 40% (vol/vol)
and 0.04% (wt/wt) bromophenol blue] and boiled for 5 min. A
total of 30 mg of protein in each sample was submitted to SDS-
PAGE and analyzed by Western blotting. Blots were subse-
quently probed with primary antibodies (monoclonal murine
anti-FLAG M2 antibody, 1:2000; monoclonal murine anti-
DcpS antibody, 1:200 and polyclonal rabbit anti-actin anti-
body, 1:1000) for 2 h at room temperature and secondary
antibodies conjugated to peroxidase, before being detected by
chemiluminescence (ECLþ, GE Healthcare Life Sciences,
UK) on a ChemiGenius 2 (Syngene, UK) imaging system.
Primary antibodies against DcpS were purchased from Abcam
(UK), against actin from Santa Cruz Biotechnologies Inc.
(CA, USA), anti-FLAG M2 from Sigma-Aldrich and
secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase
from GE Healthcare Life Sciences. The densitometric analysis

was performed using the Quantity One v4.1 software
(Bio-Rad, CA, USA).

2.7. Sample preparation for proteomic analysis

After medium removal, 2 ! 106 cells were rinsed three
times in ice-cold Tris-sucrose [50 mM TriseHCl (pH 7.4)
containing 8.5% (wt/vol) sucrose]. Each pellet was lysed on
ice with lysis buffer [50 mM TriseHCl (pH 7.4) containing
3% (wt/vol) SDS and 0.3% (wt/vol) dithiotreitol (DTT, Bio-
Rad)] for 15 min and then heated at 100 #C for 5 min. The
concentration of proteins in the samples was assayed using the
BCA Protein Assay (Pierce). Samples corresponding to
200 mg or 500 mg were precipitated with three volumes of
acetone for 60 min at $20 #C and centrifuged at 10,000 ! g
for 15 min at þ4 #C. The pellets were resuspended in 200 ml
of resolubilization buffer [Tris 0.04 M, DTT 0.01 M, urea 8 M,
4% (wt/vol) CHAPS] and 300 ml of rehydration buffer [Tris
0.04 M, DTT 0.01 M, urea 8 M, 4% (wt/vol) CHAPS, 0.7%
(vol/vol) ampholytes (Bio-Rad), 0.1% (wt/vol) bromophenol
blue].

2.8. 2D gel analysis

Proteins were separated by 2D gel electrophoresis. In the
first dimension, isoelectric focusing (IEF), samples prepared
as above (200 mg for analytical gels or 500 mg for preparative
gels) were applied onto 18 cm IPG strips (Bio-Rad) with
a linear pH gradient from 3 to 10 prior to rehydration for at
least 12 h at 4 #C in a reswelling tray (Bio-Rad). After
complete sample uptake onto the strip, IEF was performed
using a Protean IEF Cell System (Bio-Rad) at room temper-
ature with a current limit of 50 mA/strip. An in-gel incorpo-
ration step under low voltage (50 V for 6 h) was used to
enhance protein uptake. Using rapid ramping, the voltage was
increased to 250 V for 1 h, 1000 V for 2 h and 8000 V for
10 h.

For SDS-PAGE, IPG strips were incubated for 15 min in
equilibration buffer [50 mM TriseHCl (pH 8.6) containing
6 M urea, 1% (wt/vol) SDS, 65 mM DTT, 30% (vol/vol)
glycerol] followed by a 20 min incubation in equilibration
buffer supplemented with 50 mM iodoacetamide. The equili-
brated strips were applied on 10% acrylamide gels
(20 ! 18.5 cm) and proteins were resolved using a Protean II
XL system (Bio-Rad) in the Laemmli buffer system. Elec-
trophoresis was carried out at 60 V for 1 h and 120 V for
12e16 h. Gels for analytical purposes were silver-stained as
described previously by [31]. The preparative gels were
stained as described by ref. [32].

2.9. Image acquisition and data analyses

2D gels were digitized with a precision of 42.3 mm
(600 dpi) using a GS-800 Bio-Rad calibrated densitometer and
the Quantity One v4.1.0 software (Bio-Rad). Differential
analysis was performed using ImageMaster 2D Platinum v6
(Genebio, Switzerland). Four classes of gels were defined
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corresponding to non-transfected cells, cells transfected with
the pcDNA3.1 plasmid alone, pcDNA-DLf expression vector
or pcDNA-DLf-M4 expression vector respectively, namely NT
class, pcDNA class, pcDNA-DLf class and pcDNA-DLf-M4
class. Scatter plots were used to discard eventual experimental
disparities in stain intensities or sample loading. Spot detec-
tion was realized independently for each gel with a visual
check to avoid false negatives or positives. In order to opti-
mize spot detection and matching, a master gel was designated
in each class to ascribe to it groups which consist of spots that
are present on at least three independent gels of the same class.
Automatic matching was realized using the four master gels.
The quantification of expression was expressed as percent

volume % vol ¼ (volS(n)/
P

vol of all spots resolved in the gel)
where volS(n) is the volume of spot S in a gel containing n
spots. Inter-class differences in protein expression were
analyzed using the KolmogoroveSmirnov statistical test with
the median as the central tendency and the mean absolute
deviation as the dispersion to allow a more robust analysis of
the outliers.

2.10. Protein identification and mass spectrometry

For identification of proteins by mass fingerprinting anal-
ysis, spots from preparative gels were cut from the gel and
washed three times with 500 ml of a 50 mM ammonium

Table 1
Oligonucleotides used for RT-PCR, qRT-PCR, ChIP, mutagenesis and plasmid construction

Method Oligonucleotide (50e30) Tm ("C) Cycle number Amplicon size (pb)

RT-PCR
DcpS S: 50-TACCTGTGCTCCTGTCC-30 60 25 371

F: 50-TGTAGTCATCTCCCGTCT-30

hnRNPL S: 50-GGCTCAAGACTGACAACG-30 60 35 159
F: 50-TGTAAAGAACATCCGTGGT-30

PDIA3 S: 50-TCCAACCCTGAAGATA-30 50 35 325
F: 50-TGAAGGACGAAATAAGA-30

Prp19 S: 50-TCCCTAATCTGCTCCAT-30 60 30 464
F: 50-CGCACCCACAACACTT-30

NSF S: 50-ATTGACTCCAACCCT-30 50 35 435
F: 50-CATGTTTACAACCCATC-30

PCBP2 S: 50-CGGAAAGAAAGGAGAA-30 50 30 333
F: 50-GTTGAGTTGGGTAGCATA-30

TCPB S: 50-CTTTAAGGCAGGAGCT-30 50 35 280
F: 50-AACGGTAACAGAGGTAGTG-30

PSB3 S: 50-TCAGGTTCTCCTCGTGC-30 45 40 393
F: 50-GTTTAATGGCTTTCTTGCT-30

RPLP0 S: 50-GATGACCAGCCCAAAGGAGA-30 55 22 101
F: 50-GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT-30

qRT-PCR
DcpS S: 50-AGACGGGAGATGACTACAGG-30 55 40 86

F: 50-GTGGGTGTATAACATTCTCGAC-30

RPLP0 S: 50-GATGACCAGCCCAAAGGAGA-30 55 40 101
F: 50-GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT-30

ChIP
DcpS promoter S: 50-CCTATCCCCAGGCTCTTTCAC-30 60 36 136

F: 50-GGTCTCAATTTCCTGACCTCG-30

Albumin promoter S: 50-GTGGCTCTGATTGGCTTTCTG-30 60 36 139
F: 50-ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC-30

Site-directed mutagenesis
DLf-M4: Ser10:

S: 50-CGTGGCCCTCCTGTCGCCTGCATAAAGAGAGA-30 manufacturer’s instructions
F: 50-TCTCTCTTTATGCAGGCGACAGGAGGGCCACG-30

Ser227:
S: 50-CCCGGGTCCCTGCTCATGCCGTTG-30

F: 50-CAACGGCATGAGCAGGGACCCGGG-30

Ser472:
S: 50-GTGCCCCTGGGGCTGACCCGAGAT-30

F: 50-ATCTCGGGTCAGCCCCAGGGGCAC-30

Thr559:
S: 50-ACGGAAGCCTGTGGCTGAGGCTAGAAGC-30

F: 50-GCTTCTAGCCTCAGCCACAGGCTTCCGT-30

Plasmid construction
DcpS S: 50-CCTATCCCCAGGCTCTTTCAC-30 60 36 136

F: 50-GGTCTCAATTTCCTGACCTCG-30
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carbonate/acetonitrile 1:1 (vol/vol) solution. Polyacrylamide
fragments were dehydrated three times in acetonitrile and
dried with a vacuum concentrator (Concentrator 5301,
Eppendorf, Germany). Protein reduction and alkylation were
performed by reswelling polyacrylamide fragments in 50 mM
ammonium carbonate solution containing 0.15 mg/ml DTT at
56 !C. This solution was replaced by a 50 mM ammonium
carbonate solution containing 10 mg/ml 2-iodoacetamide
(Bio-Rad) for 45 min at room temperature and in the dark.
Fragments were dried as previously and tryptic cleavage was
initiated by reswelling the gel in 50 ml of a 50 mM ammonium
carbonate solution containing 20 mg/ml of trypsin (Promega,
WI, USA) for 20 min. The solution was then replaced by 40 ml
of 50 mM ammonium carbonate solution and digestion carried
out overnight at 30 !C. Tryptic peptides were extracted at
30 !C for 45 min with a 45% (vol/vol) acetonitrile and 10%
(vol/vol) acetic acid solution. A second extraction was per-
formed at room temperature for 15 min with a 45% (vol/vol)
acetonitrile and 5% (vol/vol) acetic acid solution. Both eluates
were pooled, dried under vacuum and reconstituted with 10 ml
of a 0.01% (vol/vol) trifluoroacetic acid solution.

Protein identification by mass spectrometry was performed
by MALDI-TOF and by LC-MS/MS. For MALDI-TOF anal-
yses, 0.5 ml of reconstituted extract was mixed directly onto
the target with 1 ml of a matrix solution [CH3OH/H2O 7:3 (vol/
vol) containing 10 mg/ml 2,5-dihydroxybenzoic acid] and air-
dried. Mass spectra were recorded in positive ion mode at an
accelerating voltage of 21 kV with a 200 ns extraction delay
and a 750e3500 mass gate on a Voyager-DE! STR Bio-
spectrometry Workstation (Applied Biosystems, MA, USA).
Four hundred shots were accumulated to obtain a final spec-
trum. Internal calibration was performed using the average
mass of the two autolytic trypsin fragment ions at m/z 843.014
and 2212.425. Nano-LC-nano-ESI-MS/MS analysis of the
trypsin digests was performed on an ion trap mass spectrom-
eter (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) equipped with
a nanoelectrospray ion source coupled with a nano-high
pressure liquid chromatography system (LC Packings Dionex,
CA, USA). Tryptic digests were resuspended in 10 ml of 0.1%
HCOOH, and 1 ml was injected into the mass spectrometer
using a Famos autosampler (LC Packings Dionex). The
samples were first desalted and then concentrated on a reverse
phase precolumn of 5 mm " 0.3 mm inner diameter (Dionex)
by solvent A (H2O/acetonitrile 95:5 (vol/vol) containing 0.1%
(vol/vol) HCOOH) delivered by the Switchos pumping device
(LC Packings Dionex) at a flow rate of 10 ml/min for 3 min.
Peptides were separated on a 15 cm " 75 mm-inner diameter
C18 PepMap column (Dionex). The flow rate was set at 200 nl/
min. Peptides were eluted using a 5e100% linear gradient of
solvent B (H2O/acetonitrile 20:80 (vol/vol) containing 0.08%
(vol/vol) HCOOH) for 45 min. Coated nanoelectrospray nee-
dles were obtained from New Objective (MA, USA). Spray
voltage was set at 1.5 kV, and the capillary temperature was set
at 170 !C. The mass spectrometer was operated in positive ion
mode. Data acquisition was performed in a data-dependent
mode consisting of, alternatively in a single run, full-scan MS
over the range m/z 500e2000 and full MS/MS of the ion

selected in an dynamic exclusion mode (the most intense ion is
selected and excluded for further selection for a duration of
3 min). MS/MS data were acquired using a 2 m/z unit ion
isolation window and 35% relative collision energy. MS/MS
raw data files were transformed with Bioworks 3.1 software
(Thermo Fischer Scientific) and neutral mass of the precursor
and sequence information were used to identify proteins.

2.11. Bioinformatic data analyses

Resulting peptide masses were used to perform MASCOT
search (MASCOT Peptide Mass Fingerprint: http://www.
matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER¼2&
SEARCH¼PMF) against the Homo sapiens proteome in the
MSDB database (mass spectrometry protein sequence data-
base, release 20063108, 09/31/2006). Searches were set for
a mass accuracy of 100 ppm, one missed cleavage of trypsin in
matching peptides, oxidation of methionine, carbamidome-
thylation of cysteine and removal of the autolysis trypsin
fragment ions in the case of MALDI-TOF spectra. No
restrictions on experimental isoelectric point and mass were
applied but a probability-base Mowse score (score is
$10 * log10(P) where P is the probability that the observed
match is a random event) of 60 was adopted as the strict
minimum for protein identification. Protein annotations fol-
lowed those of UniprotKB/Swiss-Prot and UniProtKB/
trEMBL databases (http://www.expasy.org/sprot/).

2.12. RT-PCR and qRT-PCR conditions

Primer pairs designed for the specific detection of target
sequences (NSF, hnRNPL, TCPB, PDIA3, Prp19, DcpS,
PSB3, PCBP2, RPLP0) are listed in Table 1. They were
selected through computer analysis using Primer Premier v3.1
software (Biosoft International, CA, USA). All primer pairs
were purchased from Eurogentec (Belgium).

RT-PCR analyses were performed mainly as described in
ref. [15]. Briefly, 5 mg of each RNA preparation were reverse
transcribed into first-strand cDNA using oligo-dT primers and
200 units of Moloney murine leukemia virus (MMLV) reverse
transcriptase. Reverse transcriptase, oligo-dT primers and
dNTPs were from Promega and the Silverstar polymerase
from Eurogentec. The first-strand cDNA preparation and the
determination of the optimal PCR conditions were as in ref.
[7]. RT-PCR assays were performed in triplicate. Negative
control reactions were performed using sterile water instead of
the cDNA template. Contamination by genomic DNA was
excluded by performing 35 cycles of amplification without
retrotranscription. RT-PCR conditions specific to each primer
pair are reported in Table 1. PCR products were separated on
a 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide and image
acquisition was performed by UV transillumination using
a Gel Doc 1000 system (Bio-Rad). Amplification products
were subcloned in either pGEM Easy-T (Promega) or pCR
BluntII-TOPO (Invitrogen), and sequenced to confirm the
specificity of the PCR.
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Real-time PCR (qRT-PCR) was performed as using an
Mx4000 thermal cycler system and Brilliant SYBER Green
QPCR Master Mix (Stratagene, The Netherlands). The qRT-
PCR conditions consisted of one denaturing cycle at 90 !C for
30 s, annealing at 55 !C for 60 s and elongation at 72 !C for
60 s. At the end of the PCR, the samples were subjected to
a melting curve analysis. To control for any variations due to
efficiencies of the reverse transcription and PCR, PRLP0 was
used as internal control. The PCR efficiency of DcpS and
RPLP0 was determined by making seven tenfold serial dilu-
tions in triplicate of their cDNAs to plot, after amplification,
the CT versus log cDNA dilution and to determine the slope of
the line. The PCR efficiency was then calculated as m ¼ # (1/
log E ) where m is the slope and E is the efficiency. This step
was used to ensure that the PCR efficiency of DcpS and RPLP0
were within 10% of each other. The comparative DcpS
expression was calculated with the comparative CT

method where 2#DDCT is [(DcpS CT,transfected # RPLP0
CT,transfected) # (DcpS CT,null vector # RPLP0 CT,null vector)] [34].
2#DDCT is reported as arbitrary units representing the fold
change in DcpS expression. All PCR runs were performed in
triplicate. qRT-PCR primer sequences are provided in Table 1.

2.13. Reporter gene assay

HEK 293 cells were plated the day before transfection in
12-well plates at a density of 2 $ 105 cells per well. The DLf
transcriptional activity was assessed using pGL3-promoter-
Luc reporter plasmids (pGL3-S1Skp1-Luc and pGL3-S1DcpS-
Luc) (50 ng per well) and pcDNA-DLf or pcDNA-DLf-M4
(200 ng per well). Each experiment represents three sets of
independent triplicates. Twenty-four hours after transfection,
cells were lysed and assayed using a luciferase assay kit
(Promega) in a Wallac Victor2 1420 multilabel counter (Perkin
Elmer, MA, USA). For all experiments, protein content was
used to normalize luciferase results. Protein concentrations of
cell lysates were determined by a BCA! assay, using bovine
serum albumin as standard. Absorbance measurements were
carried out at 590 nm using a microplate reader (Model 550,
Bio-Rad).

2.14. ChIP assays

ChIP assay was conducted using the EZ ChIP Enzymatic
kit (Upstate Biotech, Millipore, MA, USA) according to the
manufacturer’s instructions, with some modifications. At 24 h
post-transfection, DLf transfected cells were cross-linked with
1% formaldehyde for 10 min at room temperature. After the
reaction had been stopped by the addition of 125 mM of
glycine for 5 min at room temperature, cells were washed in
NaCl/Pi. Cells (107) and were then incubated in 200 ml of lysis
buffer [50 mM TriseHCl (pH 8.1) containing 1% (vol/vol)
SDS, 10 mM EDTA, 1 mM Pefablock] for 10 min at 4 !C.
After sonication and centrifugation (12,000 $ g, 15 min),
lysates were diluted in the ChIP dilution buffer (1:10), pre-
cleared with 2 ml of mouse normal serum for 6 h at 4 !C under
rotation, and precipitated with protein G Sepharose beads

(GE Healthcare Life Sciences). The supernatant was further
incubated with antibodies overnight at 4 !C or not incubated.
An aliquot of untreated supernatant served as input control. An
aliquot of supernatant was either incubated with monoclonal
anti-FLAG M2 antibody (1:500, Sigma) or anti-rabbit IgG
(1:1000, GE Healthcare Life Sciences, UK) used as non-
specific antibody control. An aliquot of supernatant not incu-
bated with antibody was immunoprecipitated and used as
a negative control. Complexes were precipitated for 2 h at 4 !C
using protein G Sepharose beads (GE Healthcare Life
Sciences). The captured immunocomplexes, containing bound
DNA fragments, were eluted overnight at 65 !C, and treated
with 4 ml of ribonuclease A (20 mg/ml Sigma) and 2 ml of
proteinase K (10 mg/ml Sigma). The DNA fragments were
purified using a Qiagen DNA purification kit (Qiagen). After
a 1:50 dilution, 2 ml of each supernatant were then used for
PCR. Primer pairs specifically amplifying the DcpS or the
albumin promoter region are described in Table 1. PCR
products were separated on a 2% agarose gel, and stained with
ethidium bromide.

Fig. 1. DLf and DLf-M4 transactivate transcription from the Skp1 promoter.
Panel A. HEK 293 cells were co-transfected with pGL3-S1Skp1 and with either
pcDNA-DLf or pcDNA-DLf-M4 expression vector (200 ng/well) encoding
DLf or DLf-M4 respectively. Cells were lysed 24 h after transfection and
samples were assayed for protein content and luciferase activity. The relative
luciferase activity reported is expressed as the fold increase of the ratio of the
pGL3 reporter activity to protein content. Values represent the mean % SD of
triplicates from three independent measurements. Panel B. HEK 293 cells
were transfected with p3XFLAG-CMV-10-DLf or p3XFLAF-CMV-10-DLf-
M4 vectors. Cells were lysed 24 h after transfection and samples (20 mg of
protein) were subjected to SDS-PAGE and immunoblotted with antibodies
specific to 3XFLAG tag (M2) or actin antibodies (anti-actin).
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3. Results

3.1. Differential proteomic analysis

A proteomic approach was used to determine the changes
in protein expression resulting from the expression of DLf,
either native or deleted for O-glycosylation sites, in tran-
siently transfected HEK 293 cells. HEK 293 cells were
chosen since they do not express detectable levels of endo-
geneous DLf. Since O-GlcNAc negatively regulates DLf
activity, mutagenesis of the four O-glycosylation sites was
performed and the resulting mutant named DLf-M4. The
transcriptional activity and the level of expression of DLf-M4
were analyzed and compared to the wild type protein. In
Fig. 1A, the luciferase reporter assay showed that the mutant
exhibits a higher transcriptional activity corresponding to
a 2.5-fold increase compared to native DLf. The evaluation of
the expression of both DLf isoforms at the protein level in
HEK 293 cells was carried out using tagged isoforms of DLf
and antibodies against the tag peptide. Fig. 1B showed that
3XFLAG-N-terminus-tagged DLf is expressed at a higher
level than 3XFLAG-N-terminus-tagged DLf-M4. Taken
together, these two results suggested that O-GlcNAc nega-
tively regulates DLf transcriptional activity since mutation of
the four glycosylation sites lead to a more efficient DLf iso-
form, but also that the presence of O-GlcNAc probably
increases DLf stability.

Proteomic analysis was then performed. Four classes of
experiments were used to highlight the impacts of DLf or DLf-
M4 expression on the proteomic profile. Two control classes
were used, one corresponding to cells that were not transfected
(NT class) and the other corresponding to HEK 293 cells
transfected with the pcDNA empty plasmid, in order to
eliminate from the analyses all protein expression variations
due to the transfection itself.

After selection to reject the most uneven gels, three to nine
replicates of the 2D gels (controls, DLf, DLf-M4) were used.
For analytical purposes, silver-stained 2D gels were able to
resolve more than 500 protein spots each. In order to avoid
inconsistent matches, only 214 protein spots were simulta-
neously assigned on the 2D gels from the four classes. The
intensity of each spot was calculated as mean ! SD and
expressed as percentage of volume. To minimize the impact of
a non-normal distribution of the sample data, the Kolmogorove
Smirnov non-parametric statistical test was chosen to highlight
protein spots of which the expression level differed signifi-
cantly ( p < 0.05). This analysis evidenced 12 protein spots
with differential protein levels and a statistically reproducible
difference over both control groups (Fig. 2A). One example of
a differentially expressed protein, spot #1742, was enlarged
from one gel in each class (Fig. 2BeE). The intensity of this
protein spot was clearly increased in the gel corresponding to
the DLf-M4 class by comparison with the control and DLf
classes. Fig. 3 summarizes the levels of the differentially

Fig. 2. Proteomic profiling of HEK 293 cells transfected with DLf constructs. Panel A: representative 2D image of HEK 293 proteins after transfection by pcDNA-
DLf-M4. Panels BeE: 2D silver-stained portions encompassing DcpS protein from HEK 293 cells. B: not transfected; C: transfected with pcDNA only; D:
transfected with pcDNA-DLf; E: transfected with pcDNA-DLf-M4.
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detected proteins in each group. Nine proteins (spots 486, 890,
923, 937, 1011, 1409, 1416, 1767 and 1956) were upregulated
when cells were transfected with pcDNA-DLf or pcDNA-DLf-
M4, whereas two proteins (spots 995 and 1742) were strongly
upregulated when transfection occurred with pcDNA-DLf-M4
and one protein (spot 658) was upregulated only in the presence
of pcDNA-DLf expression vector. For spots 486, 1409 and
1956, no matching spot was detected in the control classes,
probably due to the fact that their expression level is below the
silver staining sensitivity threshold. The feeble over-expression
of proteins induced in the presence of M4-DLf compared to
wild type might be due to the higher transcriptional activity of
the mutant being compensated by its shorter half-life when O-
GlcNAc sites are removed.

3.2. Mass spectrum identification of differentially
expressed proteins

For identification purposes, 2D gels were performed with
500 mg of sample and stained with colloidal Coomassie bril-
liant blue instead of silver staining to avoid interference with
mass spectrometry. The spots corresponding to the chosen
proteins were excised, subjected to trypsin digestion and mass
spectrometry identification by MALDI-TOF or LC-MS/MS.
Among the 12 differentially expressed proteins, four were not
identified (spots #937, #995, #1409 and #1767) either by
MALDI-TOF or LC-MS/MS. The heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L (spot #658), T-complex 1 subunit b (spot
#890), protein disulfide isomerase A3 (spot #923) and

Fig. 3. Modifications in protein levels in DLf or DLf-M4-expressing-cells. HEK 293 cells were not transfected (NT) or transfected with pcDNA3.1 alone, pcDNA-
DLf (DLf) or pcDNA-DLf-M4 (DLf-M4). Their total protein content was separated by 2D electrophoresis. Twelve protein spots, of which the intensity varied
significantly ( p < 0.05) were selected and plotted as mean ! SD of their % vol.
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pre-mRNA-processing factor 19 (spot #1011) were all iden-
tified by MALDI-TOF and MS/MS while the poly(rC)-binding
protein 2 (spot #1416) was identified only by LC-MS/MS and
the vesicle-fusing ATPase (spot #486), the scavenger mRNA-
decapping enzyme DcpS (spot #1742) and the proteasome
subunit beta type 3 (spot #1956) only by MALDI-TOF
(Table 2). As an example of peptide mass fingerprinting, the
MALDI-TOF spectrum of spot #1742 obtained after trypsin
digestion is shown in Fig. 4A. Its analysis allowed the char-
acterization of the scavenger mRNA-decapping enzyme DcpS
(Fig. 4B).

3.3. DcpS is a target of DLf transcriptional activity

In order to determine whether our identified proteins were
also over-expressed at the mRNA level we first performed RT-
PCR. As shown in Fig. 5A, a nearly 2-fold increase was
observed for DcpS and TCPB transcripts but not for the others
suggesting that the increased expression of these latter iden-
tified proteins may be due to translational events. We next
investigated the potential existence of a DLfRE in the
promoter region of TCPB and DcpS genes and found one in
the promoter region of DcpS (Table 3). DcpS over-expression
was then confirmed by qRT-PCR (Fig. 5B1). A higher level of
transactivation was observed when DLf-M4 was used instead
of native DLf. In order to study, the cell specificity of this
process, the level of expression of DcpS mRNA was assayed
using qRT-PCR in an HeLa cell line in which DLf was tran-
siently expressed and in a stable DLf-expressing MDA-MB-
231 cell line under doxycyclin induction. In all three cellular

models, DLf expression led to a 2e3.5-fold increase in DcpS
mRNA expression as shown in Fig. 5B. This overexpression
was not specific to HEK 293 cells (Fig. 5B1), but was also
visible in HeLa (Fig. 5B2) and MDA-MB-231-DLf (Fig. 5B3)
cell lines at a comparable level using either a transient or
a stable cellular expression model. Moreover, the response was
dose-dependent with a maximum of 3.5-fold enhancement
obtained with 2 mg of pcDNA-DLf plasmid for 106 cells in the
HeLa cells.

To investigate whether overexpression of DcpS was also
visible at the protein level, immunoblotting on HEK 293
lysates transfected with a ‘null’ plasmid, pcDNA-DLf or
pcDNA-DLf-M4, was performed. This showed that the
amount of DcpS protein increased in the transfected cells
(Fig. 6A), consistent with the results obtained either by RT-
PCR or qRT-PCR and confirming that DLf or DLf-M4
expression leads to the overexpression of DcpS at both the
RNA and protein levels.

To monitor the efficiency of DLf transcriptional activity on
the DcpS promoter, luciferase reporter assays were performed
in HEK 293 cells. Fig. 7A shows that DLf induces a marked
increase in luciferase activity after binding to the DcpS
enhancer/promoter region compared to the Skp1 promoter
region used as positive control. Gene transactivation by DLf
via S1Skp1 or S1DcpS led to a 40-fold increase over the basal
expression level. These results suggest that the central part of
the core element is sufficient to allow this transactivation since
these two cis-acting elements only differ in their external bases
(Table 3). In order to demonstrate that DLf binds to the human
DcpS promoter in vivo, we performed a chromatin

Table 2
Protein identification by mass spectrometry

Spot number Accession number
in SWISSPROT database

Description UniProtKB/Swiss-Prot entry Sequence
coverage (%)

Number of
peptidesGene name

MALDI-TOF
#486 P46459 Vesicle-fusing ATPase NSF_HUMAN 29 12

NSF
#658 P14866 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L HRNPL_HUMAN 25 9

HNRNPL
#890 P78371 T-complex 1 subunit b TCPB_HUMAN 43 20

CCT2
#923 P30101 Protein disulfide isomerase A3 PDIA3_HUMAN 30 16

PDIA3
#1011 Q9UMS4 Pre-mRNA processing factor 19 PRP19_HUMAN 24 10

PRPF19
#1742 Q96C86 Scavenger mRNA-decapping enzyme DcpS DCPS_HUMAN 21 10

DCPS
#1956 P49720 Proteasome subunit beta type 3 PSB3_HUMAN 41 12

PSMB3
LC-MS/MS
#658 P14866 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L HRNPL_HUMAN 19 8

HNRNPL
#890 P78371 T-complex 1 subunit b TCPB_HUMAN 26 17

CCT2
#923 P30101 Protein disulfide isomerase A3 PDIA3_HUMAN 27 15

PDI3
#1011 Q9UMS4 Pre-mRNA processing factor 19 PRP19_HUMAN 21 10

PRPF19
#1416 Q15366 Poly(rC)-binding protein 2 PCBP2_HUMAN 12 4

PCBP2
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immunoprecipitation assay (ChIP). To this end, a 3XFLAG-N-
terminus-tagged DLf was used to obtain the most reliable
results. The DNA purified from the sonicated chromatin was
directly analyzed by PCR using a DcpS-promoter-specific
primer pair and was used as an input control (lane 1, Fig. 7B).
After immunoprecipitation by M2 antibodies, PCR amplifi-
cation with the DcpS-specific primers revealed a product of the
expected size (lane 2, Fig. 7B). Control experiments involving
non-specific antibodies showed only a slight amplification of
the PCR product (lane 4, Fig. 7B) confirmed specificity of the
results and this was reinforced by the loading control, corre-
sponding to the immunoprecipitation of chromatin with pure
protein G Plus Sepharose (lane 3, Fig. 7B). The PCR data
shown in Fig. 7B correspond to a significant experiment
chosen among three independent assays. The upstream
sequence of the albumin promoter devoid of DLf response
elements, was also amplified and served as a negative control.
As expected, this promoter region was not enriched by the M2
antibodies (lane 2, Fig. 7B).

4. Discussion

The reduced expression of DLf in cases of cancer, and its
role as a transcription factor regulating cell cycle progression
suggests that it may act as a tumor suppressor gene. The
present study was designed to identify, using proteomic tools,

proteins that are differentially expressed in the presence of
DLf and might be targets of its transcriptional activity.

Since DLf acts in cell surveillance its activity should be
highly regulated. We previously showed that the O-GlcNAc/
phosphorylation interplay is involved in this regulation.
O-GlcNAc modification of transcription factors, cytoskeletal
proteins, kinases, and nuclear pore proteins is a crucial regu-
latory post-translational modification akin to phosphorylation
(reviewed in refs. [35,36]). This modification controls
numerous processes ranging from nutrient sensing to the
regulation of proteosomal degradation, cell signaling, cell
cycle progression and gene expression [35,37e40]. Thus, this
modification might play a key role in tumorigenesis since
many oncogene and tumor suppressor gene products are
modified by O-GlcNAc [39,41] and alterations of the O-
GlcNAc status are observed in breast cancer [38]. In order to
investigate the possibility that DLf might be used in thera-
peutic approaches and to avoid a negative control of its tran-
scriptional activity by O-GlcNAc in cancer cells, we produced
a DLf isoform in which all the O-GlcNAc sites were mutated.
The DLf-M4 mutant is, thus, a constitutively active DLf iso-
form of which the transcriptional activity is independent of
regulation by O-GlcNAc. We therefore added this glycosyla-
tion mutant in our study in order to confirm that it behaves like
DLf in vivo. Our data showed that nearly all the same proteins
were overexpressed in DLf- and DLf-M4-expressing HEK293
cells with a higher expression in the latter.

Fig. 4. Panel A. MALDI-TOF peptide-mass fingerprint spectrum of the tryptic digest of spot 1742 protein. *, the trypsin autolytic fragments. Panel B. Proposed
peptides were obtained by MASCOT search (MASCOT Peptide Mass Fingerprint: http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.
pl?FORMVER¼2&SEARCH¼PMF) against the Homo sapiens proteome in the MSDB database (mass spectrometry protein sequence database, release
20063108, 09/31/2006).
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Among the identified proteins, some involved in proteaso-
mal degradation were found. Degradation of ubiquitinylated
substrates by the proteasome is highly regulated to maintain
normal cell growth and we previously showed that DLf
expression may lead to the control of S phase cell cycle actor
degradation via the overexpression of Skp1, a component of
the SCF complex (Skp1/Cullin-1/F-box ubiquitin ligase) [15].
Therefore the increased expression of proteins such as PSB3,
the proteasome subunit beta type 3, one of the ten proteolyt-
ically-active beta subunits of the 20S core complex within the
26S proteosome [42], and the pre-mRNA-processing factor 19
(Prp19) that interestingly possesses an active conserved U-box
domain present in E3 ubiquitin ligases and of which the

activity has been demonstrated in vitro [43], reinforces our
previous work showing the involvement of DLf in controlling
S phase compound degradation. Increased synthesis of
proteins in the DLf-expressing cells seems to be followed by
a higher activity of proteins that act as chaperones/mediators
of protein folding such as the protein disulfide isomerase A3
(ERp57), an essential folding catalyst of the ER [44], and the
cytoplasmic chaperonin T-complex protein 1 subunit beta
TCPB [45].

Among the overexpressed proteins, three are known to be
critical for cell growth and viability. Thus, the poly(rC)-
binding protein 2 (PCBP2 also called hnRNPE2) of which
overexpression leads to a decrease in cellular viability and an

Fig. 5. Panel A. Upregulation of DcpS and TCPB mRNA in DLf and DLf-M4-expressing-HEK 293 cells. HEK 293 cells were either not transfected (NT) or
transfected with pcDNA3.1 only (pcDNA), pcDNA-DLf (DLf) or pcDNA-DLf-M4 (DLf-M4). Among the eight identified genes, overexpression was confirmed for
DcpS and TCPB by RT-PCR using RPLP0 as internal control. RPLP0, ribosomal protein, large, P0; DcpS, scavenger mRNA-decapping enzyme DcpS; hnRNPL,
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L; TCPB, T-complex 1 subunit b; PDIA3, protein disulfide isomerase A3; Prp19, pre-mRNA processing factor 19; NSF,
vesicle-fusing ATPase; PCBP2, Poly(rC)-binding protein 2; PSB3, proteasome subunit beta type 3. Panel B. Overexpression of DcpS is not cell specific. The
expression pattern of DcpS transcripts in HEK 293, HeLa and MDA-MB-231-DLf 24 h after transient transfection or 24 h after doxycyclin induction was followed
by qRT-PCR. The expression of each transcript is normalized to RPLP0 expression and is expressed as 2!DDCT of DcpS expression compared to RPLP0 expression
(n ¼ 3). Panel B1. HEK 293 cells transiently transfected with pcDNA, pcDNA-DLf or pcDNA-DLf-M4. Panel B2. HeLa cells transiently transfected with
increasing concentrations of pcDNA-DLf. Panel B3. MDA-MB-231-DLf cells stably expressing DLf 24 h after doxycyclin induction.

Table 3
S1-like sequences found in the Skp1 and DcpS promoters compared to the S1 sequence

Name Sequence Location

S1 G G C A C T T A/G C [15]
S1Skp1 G G C A C T GeT A C !1067 to !1058 [14]
S1DcpS A G C A C T T G G !2228 to !2220
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increase in caspase 3 and 9 activity, possesses pro-apoptotic
activity [46]. Unlike PCB2, it is the downregulation of TCPB,
a protein overexpressed at the G1/S transition and interacting
with cyclin E [47], that leads to cell cycle arrest and apoptosis
[48]. Over-expression of Prp19 involved in DNA repair also

favors cellular viability [49]. Therefore, these three proteins
might participate with DLf in the maintenance of cell integrity.

Another group of proteins that function in biogenesis,
stability and maturation of mRNAs such as Prp19, the
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L (hnRNP L), the
RNA-binding protein PCBP2 and the scavenger decapping
enzyme (DcpS) were also upregulated. Thus, Prp19 is
involved in DNA repair and pre-mRNA splicing [50,51]. It
belongs to a complex required for activation and stability of
the splicesome [50] and its U-box domain is essential for
mRNA maturation in vivo [43]. The heterogenous nuclear
ribonucleoproteins, hnRNPs, have been thought to regulate the
export, stability, and translation of specific mRNA [52e55].
The PCBP proteins are involved in mRNA stabilization,
transcriptional regulation, translational control and apoptotic
program activation (reviewed by ref. [56]). DcpS, the scav-
enger decapping enzyme also acts as a translation, transport,
and/or mRNA quality control regulator. Data generated in this
proteomic study provide a starting point for future studies
aimed at examining the relationship between DLf and mRNA
biosynthesis and turnover.

The combined examination of both protein and mRNA
expression data and promoter analysis provided a novel insight
into the cellular processes regulated by DLf. Of the eight
upregulated proteins only two were also upregulated at the
transcription level. For those that were not, this may be due to
a translational level of control such as differential mRNA
stability. Furthermore of the two upregulated genes, only DcpS
had an identifiable DLfRE in its promoter. Therefore the
upregulation of the TCPB gene may be due to an indirect
effect on transcription. The functionality of the DcpS promoter
DLfRE was demonstrated both using ChIP and a reporter gene
assay. DcpS, the scavenger decapping enzyme, is a nucleocy-
toplasmic shuttling protein which is predominantly observed
in the nucleus [27]. It catalyzes the release of m7GMP
ensuring that no excess unhydrolyzed cap accumulates. Thus,
DcpS is a modulator of cap binding proteins. It positively
modulates translation and cap-proximal intron splicing by
controlling eIF4E [26] and Cbp20 [27] availability, respec-
tively. It may also perform the cap removal of aberrant nuclear
transcripts and thereby may improve the quality control of
mRNA biogenesis [57,58]. Since this enzyme possesses
numerous functions, modifications in DcpS concentration may
have considerable consequences for cell survival. Our result
raises the question of whether DLf, by overexpressing DcpS,
may modulate activities such as mRNA turnover and quality
control of mRNA synthesis, or the prevention of eIF4E and
Cbp20 sequestration. Further investigations will be necessary
to determine whether all or only some of these activities
effectively take place in DLf-expressing cells.

In conclusion, the proteome profiling technique provided
a broad-based and effective approach to identify protein
changes induced by DLf and has allowed us to pinpoint DcpS
as a new DLf target gene. Identification and characterization of
functionally modulated proteins involved in the cell cycle, cell
viability and mRNA biogenesis and degradation events may
lead to a better understanding of the effects of DLf and its

Fig. 6. Immunodetection of DcpS. HEK 293 cells were transfected with
pcDNA, pcDNA-DLf or pcDNA-DLf-M4 expression vector (1 mg/106 cells).
24 h after transfection, total cell extracts were prepared, and samples (30 mg of
protein) were loaded on 10% SDS-PAGE. Western blot detection was done
using anti-DcpS (upper panel) or anti-actin (lower panel) antibodies developed
by ECL.

Fig. 7. DLf transactivates transcription from the DcpS promoter. Panel A. HEK
293 cells were cotransfected with pGL3-S1DcpS-Luc (A) or pGL3-S1Skp1-Luc
(B) constructs (50 ng/well) and with a null plasmid or with pcDNA-DLf
expression vector (200 ng/well) encoding DLf, respectively. Cells were lysed
24 h after transfection. Samples were assayed for protein content and lucif-
erase activity. The relative luciferase activity reported is expressed as the fold
increase of the ratio of the pGL3 reporter activity to protein content. Values
represent the mean ! SD of triplicates from three independent measurements.
Panel B. DLf binds to the DcpS promoter in vivo. 3XFLAG-DLf/DNA
complexes were captured with M2 antibodies and amplified using specific
primers for the DcpS promoter or for the albumin promoter. PCR products
representing the DcpS and the albumin promoter (negative control) sequences
are noted: lane 1, loading control corresponding to input; lane 2, ChIP using
anti-FLAG M2 antibody; lane 3, control without M2 antibody; lane 4, control
with an anti-rabbit IgG as non-specific antibody.
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constitutionally active isoform at the molecular level and may
contribute to the future development of novel cancer thera-
peutic approaches.
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I. Introduction 

Nous avons voulu étudier le mécanisme d’action des isoformes de la Lf à activité anti-

tumorale, en étudiant les conséquences de leur expression sur le protéome de cellules de 

glande mammaire cancéreuses à caractère invasif, les cellules MDA-MB-231. En effet, les 

deux isoformes de lactoferrine humaine, hLf et !Lf, sont capables de contrôler la progression 

du cycle cellulaire et l’apoptose, deux mécanismes dont la dérégulation est directement 

impliquée dans le processus de cancérisation. La !Lf et la hLf sont sous-exprimées ou 

absentes dans le cas de cancer. Elles sont toutes deux des suppresseurs de tumeur potentiels 

et leur expression est un facteur de bon pronostique dans le cas de cancer du sein. Au 

laboratoire, les expériences réalisées sur les cellules HEK-293 ont démontré la capacité qu’a 

la !Lf à exercer une activité anti-tumorale. Nous avons aussi vu dans l’introduction du 

manuscrit que la majorité des études qui ont permis la mise en évidence de l’activité 

anticancéreuse de la Lf de sécrétion ont été réalisées grâce à l’administration orale de bLf sur 

des modèles animaux ou dans le cas d’études cliniques. Les études in vitro quant à elles ont 

été réalisées sur des modèles cellulaires hétérologues avec des doses de bLf variant d’un 

facteur 1 à 100. En conséquence, nous avons décidé de réaliser notre étude dans un système 

cellulaire unique pouvant indifféremment exprimer la !Lf ou être traité par de la hLf exogène. 

Pour cela nous avons établi des cellules MDA-MB-231 exprimant la !Lf de manière stable et 

inductible. De ce fait, lorsque l’on induit pas l’expression de la !Lf, ces cellules peuvent alors 

être traitées avec de la hLf exogène préalablement purifiée à partir du lait maternel. La 

quantité de hLf que nous avons choisi d’utiliser pour traiter ces cellules a été décrite comme 

étant nécessaire et suffisante pour arrêter le cycle des cellules MDA-MB-231 en G1/S 

(Damiens et al., 1999). Afin d’être à même d’appréhender les modifications globales du 

protéome induites par la !Lf et par la hLf, tout en intégrant un aspect quantitatif rigoureux, 

nous avons effectué une analyse protéomique quantitative de type SILAC en collaboration 

avec l’équipe du Dr. Bernard Monsarrat (IPBS, Institut de Protéomique et de Biologie 

Structurale, Toulouse). Cette approche a été choisie car le marquage des protéines est, dans 

ce cas, un marquage métabolique effectué le plus en amont possible de l’expérience, évitant 

ainsi les biais de manipulations donc de quantification liés au traitement des échantillons en 

parallèle. La difficulté majeure a été d’effectuer une analyse SILAC en triplex afin d’intégrer 

au sein de la même manipulation l’impact des deux isoformes. 

À la suite de la première expérience, le protéome s’est avéré n’avoir été que 

modérément affecté en réponse aux deux isoformes de Lf. Nous avons ensuite validé les 

surexpressions significatives de protéines par western-blot et qPCR. Les sous-expressions 

seront validées par la suite. Dans un second temps, plutôt que dupliquer l’expérience, nous 
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avons choisi d’augmenter les doses d’induction afin d’accroitre la proportion de protéines 

dont l’expression est modifiée, avec si possible des ratios de sur- ou sous-expression plus 

importants. Dans ce but, nous avons, d’une part, transfecté les cellules MDA-MB-231 de 

manière transitoire à l’aide d’un vecteur d’expression pour la !Lf et, d’autre part, multiplié 

par dix la quantité de hLf exogène pour traiter ces cellules, ce qui correspond à la dose 

nécessaire et suffisante pour induire une apoptose (Lee et al., 2010b). 

II. Résultats 

A. Identification et quantification du protéome des cellules MDA-
MB-231 en réponse aux isoformes de la Lf par l’approche SILAC 

1) Marquage des cellules par SILAC et identification des protéines 

Nous avons réalisé une analyse différentielle quantitative du protéome des cellules 

MDA-MB-231 en réponse aux isoformes de la Lf en utilisant le SILAC. Un schéma décrivant 

la stratégie expérimentale employée est présenté dans la Figure 35A (page 81). Nous avons 

choisi de réaliser un marquage double, arginine et lysine, pour augmenter le nombre de 

peptides quantifiables lors de l’analyse par spectrométrie de masse. Le marquage des résidus 

d’acides aminés Lys et Arg est réalisé avec le 13C et 15N car il est préférentiel à un marquage au 

deutérium (2H) qui risque d’induire un décalage de masse du temps de rétention en 

chromatographie liquide (Zhang et al., 2002). Ainsi, même s’il y a un chevauchement des 

massifs isotopiques entre [13C6, 14N2]-Lysine (Lys 6) et [13C6, 15N2]-Lysine (Lys 8), nous 

pouvons toujours valider la quantification en nous référerant aux peptides à arginine qui ont 

permis l’identification. De plus, l’utilisation d’un spectromètre de masse à haute résolution 

comme l’Orbitrap permet de distinguer les peptides qui co-éluent et possédent des m/z 

proches (Makarov et al., 2006). Avant de débuter notre analyse, nous avons aussi vérifié 

l’incorporation totale des acides aminés marqués. Pour cela, des extraits protéiques 

provenant les conditions medium et lourdes ont été analysés par spectrométrie de masse et 

ont montré une efficacité d’incorporation supérieure à 99%. 

Suite au mélange d’un nombre équivalent de cellules pour chacune des trois conditions, 

nous avons réalisé un fractionnement subcellulaire conduisant à une fraction nucléaire et une 

fraction cytoplasmique. Le but principal de cette étape est de réduire la complexité des 

échantillons à analyser en spectrométrie de masse. L’obtention de fractions enrichies a été 

validée par analyse en western-blot à l’aide d’anticorps ciblant des protéines spécifiques de 

chaque compartiment (Figure 35B, page 81). La mise en évidence de la protéine H2B 

uniquement dans la fraction nucléaire et la faible immuno-révélation de la protéine GAPDH 

dans cette même fraction confirment l’efficacité du fractionnement. 
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Figure 35 : Stratégie de l’analyse protéomique employée. A : Trois lots de cellules ayant la même origine ont été 
cultivés dans des milieux de formulation différente. Le milieu léger contient des acides aminés naturels [12C6, 
14N2]-Lysine (Lys 0) et [12C6, 14N4]-Arginine (Arg 0), le milieu medium contient les acides aminés [13C6, 14N2]-
Lysine (Lys 6) et [13C6, 14N4]-Arginine (Arg 6) et le milieu lourd les acides aminés [13C6, 15N2]-Lysine (Lys 8) et 
[13C6, 15N4]-Arginine (Arg 10). Après 8 doublements cellulaires afin d’obtenir une incorporation totale des acides 
aminés, deux fractionnements ont été réalisés. Le premier fractionnement subcellulaire a permis de recueillir une 
fraction nucléaire et une fraction cytoplasmique. Le second fractionnement permet de séparer les protéines de 
chacune de ces fractions en fonction de leur masse moléculaire par SDS-PAGE. Chacune des deux pistes est 
découpée en vingt bandes de même taille qui vont subir une hydrolyse des protéines par la trypsine. Les peptides 
possèderont alors tous des résidus de lysine ou d’arginine en position C-terminale (excepté le peptide terminal de 
la protéine). Ces fragments de digestion ont ensuite été séparés par chromatographie en phase inverse sur une 
nano-LC puis analysés grâce au spectromètre de masse LTQ-Orbitrap Velos. L’analyse bioinformatique a été 
réalisée via l’utilisation du logiciel Mascot pour l’identification des protéines et le logiciel MFPaQ (Bouyssié et al., 
2007) créé au sein de l’IPBS. Ce dernier permet le tri, la validation (élimination des faux-positifs) et la 
quantification des différents peptides. La validation des résultats de spectrométrie de masse est effectuée par 
western-blot et par qPCR.B : L’efficacité du fractionnement cellulaire a été confirmée par immunorévélation de 
protéines spécifiques à chaque compartiment. Après mélange des trois conditions au niveau cellulaire, les 
protéines ont été extraites, séparées sur gel SDS-PAGE puis transférées sur membrane de nitrocellulose. 
L’immuno-révélation a été effectuée d’une part avec des anticorps dirigés contre la GAPDH, protéine soluble du 
cytoplasme et d’autre part avec des anticorps dirigés contre l’histone H2B.  
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L’étude que nous avons réalisée nous a permis d’identifier 5030 protéines au total des 

deux fractions. Ces résultats viennent compléter l’étude réalisée par l’équipe d’Hubert 

Hondermarck (Strande et al., 2009) qui avait caractérisé 3481 protéines issues de cellules 

MDA-MB-231 en utilisant la combinaison gel 1-D et LTQ-Orbitrap de première génération. 

Réduire la complexité de l’échantillon et utiliser un spectromètre de masse plus performant  

ont été deux points primordiaux pour identifier un plus grand nombre de protéines avec des 

couvertures de séquences plus importantes (Lanucara et Eyers, 2011; Emmott et al., 2010; 

Bouyssié et al., 2007).  

2) Quantification des protéines et analyse des données 

Les protéines identifiées grâce à l’interrogation de la banque de données Uniprot (v. 

2010_09) ont été validées automatiquement à l’aide du logiciel MFPaQ v.4.0 (Bouyssié et al., 

2007) en fonction du nombre et du score des peptides comme décrit dans le matériel et 

méthodes. De là, les ratios d’expression supérieurs à 1,5 et inférieurs à 0,7 dans les conditions 

traitées par rapport à celle non traitée ont été considérés comme significatifs. Ainsi, parmi les 

protéines identifiées et quantifiées, trois protéines sont surexprimées et douze sous-

exprimées en présence de !Lf (Tableau VI, page 83) alors que dix protéines sont 

surexprimées et onze protéines sous-exprimées en présence de hLf (Tableau VII, page 85). 

Toutes les surexpressions des protéines en réponse à nos deux isoformes on pu être validées 

par western-blot (Figure 36) exceptées la selénoprotéine H et la highly similar to HIV-1 Rev 

binding protein pour lesquelles il n’existe pas d’anticorps disponibles ou utilisables en 

western-blot.  

Figure 36 : La surexpression des protéines a été confirmée par immuno-révélation. Les cellules MDA-MB-231 
ont été lysées 24 h après le traitement. Les protéines ont été extraites, séparées sur gel SDS-PAGE puis transférées 
sur membrane de nitrocellulose. L’immuno-révélation a été effectuée avec des anticorps dirigés spécifiquement 
contre les protéines RPS9, ALDH18A1, héparanase, tropomyosine épithéliale, calmoduline, gamma glutamyl 
hydrolase (GGH), cathepsine Z, mannosidase cytosolique (MAN2B1) et GAPDH. 
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A. Fonctions cellulaires des protéines sur- ou sous-exprimées an 
réponse aux Lf 
La majeure partie des protéines dont l’expression s’est avérée être modifiée par l’une ou 

les deux Lf peuvent être associées à trois fonctions cellulaires majeures : la régulation du 

stress oxydant, la modulation de la migration et de l’adhésion cellulaire et la dégradation des 

protéines. 

1) Stress oxydant 

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont générées lors du métabolisme oxydatif 

mitochondrial ou en réponse à des xénobiotiques, cytokines ou une invasion bactérienne. Un 

excès de ROS ou d’oxydants et des mécanismes de défense cellulaires insuffisants sont à 

l’origine du stress oxydant. Ce dernier conduit à des lésions macromoléculaires et se 

manifeste lors de nombreux désordres pathologiques parmi lesquels, le cancer (Ray et al., 

2012). Jusqu’à présent, la hLf n’était connue pour réguler le stress oxydant que dans un 

contexte inflammatoire (Kruzel et al., 2010). Nos résultats montrent que la hLf et la !Lf sont 

toutes deux capables, indirectement, de moduler la réponse au stress oxydant des cellules 

MDA-MB-231. Trois protéines ayant des fonctions en relation avec le stress oxydant sont 

surexprimées tant en présence de !Lf que de hLf. L’aldéhyde deshydrogénase, ALDH18A1, 

est une enzyme de détoxification mitochondriale (Yoshida et al., 1998) qui catalyse la 

phosphorylation et la réduction du glutamate. L’expression de l’ALDH18A1 est augmentée en 

réponse au stress oxydant et, bien que le mécanisme ne soit pas réellement connu, cette 

surexpression protège les cellules de la formation des ROS (Krishnan et al., 2008). La 

protéine RPS9 fait partie intégrante de la petite sous unité ribosomale. Cependant, dans un 

contexte pro-oxydant, RPS9 sera surexprimée et se retrouvera présente sous une forme libre 

possédant une activité intrinsèque qui lui permet de protéger les cellules du stress oxydant 

(Kim et al., 2003). Enfin, la sélénoprotéine H (SelH) est une thiorédoxine nucléolaire dont la 

surexpression conduit à la réduction de l’accumulation de superoxides dans des cellules 

soumises à une irradiation par les UV (Mendelev et al., 2009; 2011).  

La surexpression des deux premières protéines a pu être validée par western-blot 

(Figure 36, page 82) mais les anticorps dont nous disposons, les seuls présents sur le marché, 

ne nous ont pas permis de valider la surexpression de la SelH. Après analyse de l’expression 

des transcrits par qPCR, nous avons pu montrer que seuls les transcrits correspondant à SelH 

sont surexprimés en réponse aux deux isoformes de Lf (Tableau VIII, page 89).  
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Tableau I : Validations par western-blot et qPCR des protéines surexprimées mises en évidence par l’analyse 
SILAC.  

A : Protéines surexprimées en présence de !Lf 

Numéro 
d’accession 

Description Ratio de 
surexpression 

Validation 
Western-blot 

Ratio d’expression 
des transcrits 

B5MCT8 
 

Putative uncharacterized protein 
RPS9  

 

2,1 oui 0,98 
 

P54886 
 

Delta-1-pyrroline-5-carboxylate 
synthase (ALDH18A1)  

 

2,09 oui 1,01 

Q8IZQ5 
 

Sélénoproteine H (SELH) 
 

1,59 n.d 1,71 
 

B : Protéines surexprimées en présence de hLf 

Numéro 
d’accession 

Description Ratio de 
surexpression 

Validation 
Western-blot 

Ratio d’expression 
des transcrits 

B5MCT8 
 

Putative uncharacterized protein 
RPS9 (RPS9) 

 

1,93 oui 0,95 
 

P54886 
 

Delta-1-pyrroline-5-carboxylate 
synthase (ALDH18A1)  

 

1,65 oui 0,93 
 

Q8IZQ5 
 

Sélénoprotéine H (SELH) 
 

1,56 n.d 1,53 
 

Q15657 Tropomyosine (isoforme) 
 

1,72 oui 1,96 
 

Q9UBR2 
 

Cathepsine Z 2,54 oui 2,76 
 

Q92820 
 

Gamma-glutamyl hydrolase 
(GGH) 

2,23 oui 2,79 
 

A8K6A7 
 

Highly similar to Homo sapiens 
mannosidase, alpha, class 2B, 

member 1 (MAN2B1) 
 

1,97 oui 3,28 
 

D6RAQ1 
 

Highly similar to Heparanase 

 

1,76 oui 2,10 

B4DMS5 
 

Highly similar to HIV-1 Rev-
binding protein 2 

1,61 n.d 1,10 
 

A8K1M2 
 

Highly similar to Homo sapiens 
calmodulin 1 

1,57 oui 1,01 
 

 

2) Modulation de l’adhésion cellulaire, migration et invasion 

Son et al. (2002) ont montré l’implication de la hLf dans les phénomènes 

d’angiogenèse via la mise en évidence d’une transactivation in vitro du gène IL-1! par la hLf 

conduisant à une augmentation de l’expression des métalloprotéinases (MMP). Il a 

également été démontré que la hLf était capable d’exercer une activité pro-angiogénique par 

sa capacité à surexprimer de manière indirecte de nombreuses MMP (Haversen et al., 2000; 

Suzuki et al., 2002). Récemment, Ha et al. (2011) ont montré une augmentation de l’invasion 

et de la migration des cellules MDA-MB-231 suite au traitement par la hLf. 
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De manière intéressante, l’étude SILAC nous a permis de mettre en évidence la 

surexpression de deux protéines dont les fonctions sont reliées à la dégradation de la matrice 

extracellulaire. Il s’agit l’héparanase et de la cathepsine Z. En effet,  l’héparanase, 

surexprimée en réponse à la hLf est une enzyme impliquée dans la dégradation des protéines 

de la matrice extracellulaire (MEC), conduisant à l’invasion et à la formation de métastases 

dans le cas de cancer (Cohen et al., 2006; Vlodavsky et al., 1999). En plus de l’invasion 

cellulaire, l’héparanase est capable de promouvoir l’angiogénèse et d’accélérer la croissance 

cellulaire (Kelly, 2005; Cohen et al., 2006). Une autre enzyme de dégradation des 

protéoglycannes de la MEC, la cathepsine Z, est surexprimée en présence de hLf. Les rôles de 

cette protéine ne sont pas encore totalement élucidés, néanmoins, l’étude menée par 

Obermajer et al. (2006) montre qu’elle est capable de promouvoir la migration des 

lymphocytes T. Les données de la littérature impliquent la cathepsine Z dans les phénomènes 

de migration et invasion. En effet, une forte transcription du gène de la cathepsine Z, localisé 

dans une région fréquemment amplifiée dans le cas de cancer, est associée à un mauvais 

pronostic  ainsi qu’à la formation accrue de métastases dans le cas de cancer du sein (Hidaka 

et al., 2000). De plus, l’invalidation de son transcrit diminue fortement la capacité d’invasion 

des cellules tumorales (Krueger et al., 2005). Récemment, Wang et al. (2011) ont mis en 

évidence une surexpression des transcrits des MMP2, 3 et 9 en réponse à la cathepsine Z, 

conduisant à l’augmentation du taux de métastases in vivo (Wang et al., 2011b). La 

surexpression de ces protéines en réponse à la hLf a été validée par analyse en western-blot 

(Figure 36, page 82) et les transcrits correspondants sont également surexprimés (Tableau). 

Les différentes isoformes de la tropomyosine épithéliale sont connues pour être 

indispensables à la stabilité des microfilaments d’actine du cytosquelette (Schevzov et al., 

2005). La surexpression de la tropomyosine alpha isoforme 4 a pu être validée par western-

blot (Figure 36, page 82) et qPCR (Tableau VIII, page 89). D’autre part, nous avons pu 

mettre en évidence la sous-expression de la protéine Junctional adhesion molecule A en 

réponse à la réintroduction de la hLf dans les cellules MDA-MB-231. Or, il s’agit d’une 

protéine d’adhésion cellulaire interagissant avec les intégrines au niveau des jonctions 

serrées et la perte de son expression dans les cellules MDA-MB-231 conduit à une 

augmentation de l’invasion cellulaire (Naik et al., 2008).  

La protéine S100A6, sous-exprimée en réponse aux deux isoformes de Lf, possède des 

activités liées à l’adhésion cellulaire et l’invasion. Elle est surexprimée dans de nombreux cas 

de cancer dont le cancer du sein (Cross et al., 2005) et participe de manière active à la 

réorganisation du cytosquelette, ce qui implique un rôle clef dans la motilité et la 

prolifération cellulaire (Le!niak et al., 2009). Parmi les protéines sous-exprimées 

uniquement en réponse à la !Lf, on retrouve deux autres protéines de la famille S100. Les 

protéines de cette famille sont notamment connues pour réguler les constituants du 



 91 

cytosquelette et conduire à une motilité cellulaire (Arai et al., 2008). La protéine S100A9 est 

directement impliquée dans la formation de métastases (Loser et al., 2010). De même, 

l’expression de la protéine S100A7 a été décrite comme étant  inversement proportionnelle à 

sa capacité à induire la tumorigénèse et la formation de métastases dans les cellules MDA-

MB-231. C’est la première étude qui montre que la !Lf puisse être impliquée dans des 

phénomènes de modulation de l’adhésion cellulaire ou de l’invasion. La sous-expression de 

protéines à activités pro-métastatique et pro-invasive peut être vue comme une réponse de la 

cellule à la migration induite par les deux isoformes de Lf.  

 

3) Dégradation des protéines 

Des protéines dont les fonctions sont en relation avec la dégradation protéolytique ont 

leur expression modifiée en réponse à l’une ou l’autre isoforme de Lf. En effet, nos résultats 

mettent en évidence une sous-expression de la protéine UBR7 impliquée dans la dégradation 

protéasomale via la N-end rule, en réponse à la !Lf. Au contraire, l’expression de la hLf 

augmente celle de mannosidase lysosomale qui est une enzyme de dégradation usuelle des N-

glycoprotéines. Ces résultats ont pu être validés par western-blot (Figure 36, page 82) et 

qPCR (Tableau VIII, page 89). 

B. Expression des isoformes de Lf 
Il est intéressant de constater que, parmi les protéines sous-exprimées, on retrouve la 

hLf ou !Lf (car les peptides ayant conduit à l’identification de la protéine ne permettent pas 

de discriminer les deux isoformes). Néanmoins, la méthode de quantification des transcrits 

Lf par qPCR via la technologie Taqman que j’ai développée montre une expression des 

transcrits hLf et !Lf augmentée en présence de !Lf ou de hLf, à l’inverse des résultats 

obtenus en SILAC. (Figure 37, page 92).  
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Figure 1 : Expression relative des transcrits Lf et !Lf dans les cellules MDA-MB-231 dox-, en réponse à 
différentes doses d’induction de hLf ou !Lf. Les valeurs présentées proviennent de trois manipulations 
indépendantes réalisées en tripliquette. 

C. Activité transcriptionnelle des isoformes de la Lf 
Comme la !Lf est un facteur de transcription, nous avons voulu savoir si la 

surexpression des protéines ALDH18A1, RPS9 et SelH est directement due à la 

transactivation des gènes correspondants par la !Lf. D’un autre côté, nous avons regardé si la 

hLf pourrait également être capable de transactiver les gènes correspondants aux protéines 

surexprimées en sa présence. En effet, He et Furmanski ont été les premiers à démontrer que 

la hLf est capable de transactiver trois séquences d’ADN in vitro, et à montrer que la 

séquence S1 : GGCACTT A/G G était la plus efficace. Son et al. ont, quant à eux, démontré en 

2002 que la hLf est capable de transactiver le gène de l’IL1-! in vitro.  Récemment, Ha et al. 

ont aussi démontré, avec l’utilisation d’un gène rapporteur et de l’EMSA (Electrophoretic 

Mobility Shift Assay), que la hLf est responsable de la transactivation du gène de 

l’endothéline 1 grâce à sa fixation sur une séquence identique à S1. Les travaux effectués au 

laboratoire ont permis de mettre en évidence des nouvelles cibles de l’activité 

transcriptionnelle de la !Lf mais également d’optimiser la séquence cible décrite au préalable 

par He et Furmanski comme étant la séquence S1 que nous avons appelée !LfRE. Nous avons 

donc recherché la présence d’un !LfRE au sein des promoteurs des gènes dont les protéines 

correspondantes sont surexprimées en réponse à l’une ou l’autre des isoformes de Lf. Tous 

les promoteurs des gènes correspondants excepté celui de la Highly similar to HIV-1 Rev 

binding protein possèdent au moins une séquence similaire au !LfRE (Tableau IX). 
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Tableau II : !LfRE potentiels retrouvés dans les promoteurs des gènes correspondants aux protéines 
surexprimées. Les nucléotides différents de ceux du !LfRE sont en caractère gras. 

  Séquence Localisation 

 1 2 3 4 5 6 7 8  9 10  

!LfRE  G/A G C A C T (G) T - A/G C/G  

ALDH18A1   G T C A C T - T - G C - 8208 

RPS9   A G C A C T - T - G G - 1478 

RPS9   A T C A C T - T - G A - 1451, -847 

SelH  G G C A C T G T - G G - 2712 

cathepsine Z  A T C A C T  T - G A -4957 

GGH  A T C A C T  T - G C - 4962 

GGH  A G C A C T  T -  C A - 4568 

MA2B1 T001 A T C A C T  T - C C - 2933 

MA2B1 T001 A G C A C T  T - C T - 868 

MA2B1 T008 G T C A C T G T - C C - 6390 

MA2B1 T008 G T C A C T - T - C A - 4671 

héparanase  A T C A C T G T - A T - 2865 

calmoduline T201 G T C A C T - T - G A - 2945 

calmoduline T201 A T C A C T - T - G A - 2416 

calmodulineT202 G G C A C T - T - C C - 1012 

tropomyosine  T001 A G C A C T G T - T G - 4251 

tropomyosine T203 A T C A C T  T - A G - 1655 

tropomyosine T203 G G C A C T  T - G C - 1423 

 

Il est intéressant de constater que les protéines ALDH18A1, RPS9 et SelH surexprimées 

en présence de !Lf le sont également suite au traitement des cellules MDA-MB-231 par de la 

hLf exogène. Nous avons pu montrer par qPCR que seuls les transcrits de SelH voient leur 

expression augmentée en présence de !Lf et de Lf (Tableau VIII, page 89). Qui plus est, les 

ratios de surexpression des transcrits de SelH sont similaires aux ratios de surexpression 

protéique en réponse à une transfection stable ou transitoire de !Lf et quelque soit le type 

cellulaire étudié (Figure 39, page 94). 
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Figure 2 : Expression relative des transcrits SelH dans les cellules HeLa, MCF7, MDA-MB-231 et HEK en 
réponse à la !Lf. La !Lf a été transfectée soit de manière transitoire avec les vecteurs pcDNA-!Lf ou pCMV10-
3XFLag-!Lf, soit de manière stable suite à l’induction par de la doxycycline (dox 2 µg/ml). Les valeurs présentées 
proviennent de trois manipulations indépendantes réalisées en tripliquette.  

Le gène SelH possède un !LfRE potentiel au sein de son promoteur. La protéine SelH 

est la seule surexprimée en réponse à la !Lf et la hLf et dont l’expression des transcrits suit 

celle de la protéine (Tableau VIII, page 89). Ce gène semble donc être un bon candidat en 

tant que cible de l’activité transcriptionnelle de nos deux isoformes. Nous avons donc cherché 

à savoir si Lf et !Lf sont capables d’activer in vitro la transcription du gène SelH. Pour cela, 

nous avons cloné dans le vecteur d’expression pcDNA soit l’ADNc de la !Lf, soit celui de la 

hLf ainsi que la partie de la région promotrice du gène SelH contenant le !LfRE potentiel 

dans le vecteur pGL3 enhancer en amont du gène de la luciférase. Nous avons effectué les 

expériences de gène rapporteur dans les cellules HEK-293 qui sont très facilement 

transfectable (efficacité de transcription supérieure à 90 %). Le vecteur pGL3-Skp1 a été 

utilisé comme contrôle positif de l’activation transcriptionnelle par la !Lf. Les cellules HEK-

293 ont donc été soit transfectées avec le vecteur pGL3-SelH ou le vecteur pGL3-Skp1 comme 

contrôle négatif, soit co-transfectées avec le vecteur pGL3-SelH ou le vecteur pGL3-Skp1 et le 

vecteur pcDNA-!Lf. Les résultats de mesure de l'activité de la luciférase sont indiqués 

directement en pourcentage d’efficacité (Tableau X). Les valeurs obtenues montrent que la 

!Lf exerce bien directement son activité transcriptionnelle via les régions promotrices 

contenant le !LfRESkp1 (Mariller et al., 2007) et le !LfRESelH.  
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Tableau III : Efficacité des éléments de réponse à la !Lf. Les cellules HEK-293 ont été co-transfectées avec 50 ng 
de vecteur pGL3 contenant le !LfRE Skp1 ou le !LfRE SelH ou le !LfRE SelH-inv et 200 ng de vecteur pcDNA-!Lf. La 
région promotrice de Skp1 a été utilisée comme contrôle ayant 100% d’efficacité de transactivation. 

  Séquence Efficacité en % 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  

!LfRE G/A G C A C T (G) T A/G C/G  

!LfRESkp1 G G C A C T G T A C 100 

!LfRESelH G G C A C T G T G G 130 

!LfRESelH-inv A G C A C T G T T G 130 

 

Nous avons ensuite répété l’expérience pour étudier l’activité transcriptionnelle de la 

hLf vis-à-vis du !LfRESelH. Pour cela, les cellules HEK-293 ont été soit transfectées avec le 

vecteur pGL3-SelH, soit co-transfectées avec le vecteur pGL3-SelH et le vecteur pcDNA-hLf. 

Les résultats de mesure de l'activité de la luciférase sont indiqués directement en fold 

d’activation (Figure 39). La hLf possède une activité de transactivation du gène SelH  deux 

fois supérieure à celle de la !Lf. Ceci pourrait être du au fait que la !Lf ne possède qu’une 

séquence NLS en position C-terminale alors que la hLf possède cette même séquence NLS et 

un seconde en position N-terminale (1GRRRR5). Cette séquence 1GRRRR5 pourrait être un 

signal plus efficace pour l’import au noyau. 

 

 

Figure 3 : Les cellules HEK-293 (2 x 105/puits) ont été transfectées pendant 24 h par 50 ng de vecteur pGL3 
contenant le promoteur SelH, servant de contrôle négatif. En bleu, les cellules HEK 293 ont été co-transfectées 
avec 50 ng de vecteur pGL3 contenant le promoteur SelH et 200 ng de vecteur pcDNA-hLf. En orange, les cellules 
HEK 293 ont été co-transfectées avec 50 ng de vecteur pGL3 contenant le promoteur SelH et 200 ng de vecteur 
pcDNA-!Lf. Les valeurs présentées proviennent de trois manipulations indépendantes réalisées en tripliquette. 

Nous avons aussi voulu nous assurer que seul le !LfRE identifié dans le fragment cloné 

était responsable de l'activité transcriptionelle observée pour la !Lf. Pour cela, nous avons 

procédé à la délétion des 5 nucléotides centraux communs à ces RE (GCACT). Les vecteurs 
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comprenant les !LfRE délétés se nomment respectivement : pGL3-dSkp1 et pGL3-dSelH. 

L'activité transcriptionelle a ensuite été mesurée, montrant qu’en comparaison avec le 

contrôle positif (pGL3-DcpS + pcDNA-!Lf) (Figure 40), la suppression des 5 nucléotides 

centraux des !LfRE du gène Skp1 provoque bien l’inhibition de la transactivation du gène de 

la luciférase par la !Lf.  

Figure 4 : Les cellules HEK-293 (2 x 105/puits) ont été transfectées pendant 24 h par 50 ng de vecteur pGL3 
contenant le promoteur DcpS, dSkp1 ou dSelH, servant de contrôle négatif. En orange, les cellules HEK 293 ont 
été co-transfectées avec 50 ng de vecteur pGL3 contenant le promoteur DcpS et 200 ng de vecteur pcDNA-!Lf. En 
blanc, les cellules HEK 293 ont été co-transfectées avec 50 ng de vecteur pGL3 contenant le promoteur dSkp1 et 
200 ng de vecteur pcDNA-!Lf. En marron, les cellules HEK 293 ont été co-transfectées avec 50 ng de vecteur 
pGL3 contenant le promoteur dSelH et 200 ng de vecteur pcDNA-!Lf. Les valeurs présentées proviennent de trois 
manipulations indépendantes réalisées en tripliquette. 

Par contre pour le vecteur pGL3-dSelH, la transactivation du gène de la luciférase par 

la !Lf reste effective. L'hypothèse la plus vraisemblable est alors la présence d'un autre 

!LfRE fonctionnel dans la région promotrice clonée. Et en effet, l’expérience présentée dans 

la Figure 40, nous a conduit à mettre en évidence une séquence inversée similaire au !LfRE 

(en vert dans le Tableau XI, page 97) dans le promoteur de SelH. Pour certains facteurs de 

transcription, comme c’est le cas pour p53, l’élément de réponse peut être lu dans les deux 

sens (pour revue Pan et al., 2010). Cette séquence inversée correspond à AGCACTGTTG 

comme indiqué dans le Tableau X (page 95). Nous avons donc muté le pGL3-SelH pour 

obtenir la séquence nucléotidique dans le sens inverse dans le vecteur pGL3 et nous avons 

ainsi montré qu’elle possède une efficacité de transcription équivalente à la séquence 

!LfRESelH (Tableau X, page 95). Il ressort de ces différentes expériences que la 

transactivation du !LfRE présent dans le promoteur du gène SelH conduit à l’activité 

transcriptionnelle la plus importante, suggérant qu’il est le plus proche de l’élément de 

réponse optimal de la !Lf.  
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Tableau IV : Séquences nucléotidiques utilisées afin de valider les éléments de réponse reconnus par la !Lf. Les 
séquences !LfRE sont en rouge, la séquence inversée retrouvée dans le promoteur pGL3-SelH est en vert. 

 Séquences nucléotidiques clonées dans le promoteur  

 

pGL3-SelH 

_2740CACTAGGAGGAACAACAGTGCTTCAAATGGATGTCACGGGCACTGTGGTTCATTATGA

GAGCCGGGGAGAGAGGGAACACCAGGATCAGGAATTAAGATGCTAAAGTCT-2643 

pGL3-Skp1 _1095TGGCCTTCCTGCCCAGTCCCATCCCAGAGGCACTGTACATCTCTGGTTTCTTCAGGGGG

CCCTGTGTGGAAGTATCTTTTGTCTTCCTGGTGTCAGGGATATC_982 

 

D. Poursuite de l’étude par SILAC 
Pour la deuxième étude SILAC, les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées de 

manière transitoire avec le vecteur pcDNA-!Lf et une concentration dix fois plus élevée de 

hLf (500 "g/ml) a été utilisée pour le traitement exogène. Les résultats de l’analyse 

bioinformatique n’ont pas encore été exploités dans leur totalité mais nous avons pu mettre 

en évidence pour l’instant, la surexpression des protéines RPS9 et ALDH18A1 en réponse à la 

!Lf et des protéines RPS9, cathepsine Z et gamma glutamyl hydrolase en réponse à la hLf 

avec des ratios supérieurs à 1,5. Par contre, les protéines Skp1, DcpS et Bax, surexprimées en 

réponse à la !Lf dans les travaux précédents ont été identifiées mais leur expression 

n’apparaît pas modifiée en présence de !Lf.  

III. Discussion 

Notre projet était consacré à l’étude du protéome des cellules de glande mammaire 

cancéreuses MDA-MB-231 traitées par la !Lf ou la hLf qui possèdent toutes les deux des 

propriétés anti-cancéreuses. Nous avons choisi de mesurer les variations induites par un 

traitement de 24 h par la hLf ou la !Lf sur la lignée cellulaire MDA-MB-231. Pour cela, nous 

avons mis en œuvre une analyse protéomique différentielle quantitative de type SILAC en 

triplex. Un double marquage sur la lysine et l’arginine a été employé afin d’augmenter le 

nombre de peptides quantifiables. De même, nous avons eu recours à un premier 

fractionnement subcellulaire qui nous a permis de scinder notre protéome en fractions 

cytoplasmique et nucléaire et à un second fractionnement, par électrophorèse 1-D, pour 

augmenter la couverture de séquence des protéines identifiées et quantifiées. Nous avons 

aussi pu disposer des performances remarquables du LTQ-Orbitrap Velos qui nous a permis 

d’identifier plus de 5000 protéines de la lignée cellulaire MDA-MB-231.  

L’analyse quantitative a nécessité un travail bioinformatique conséquent avec le logiciel 

MFPaQ mis au point au sein de l’IPBS à Toulouse dans l’équipe avec laquelle nous 

collaborons.  

Nous avons donc abouti à l’étude la plus exhaustive qu’il soit, quant à l’identification et 

la quantification des protéines régulées de manière directe ou indirecte par les isoformes de 
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la Lf sur un même type cellulaire, les cellules de glande mammaire cancéreuses 

MDA-MB-231. Le nombre de protéines identifiées valide le choix de notre statégie quant à 

l’utilisation d’un fractionnement subcellulaire, d’un fractionnement des protéines par 

SDS-PAGE et de l’utilisation d’un spectromètre de masse à précision de masse élevée et dont 

la sensibilité permet d’obtenir des couvertures de séquences importantes conduisant à une 

identification de protéine accrue. Dans un premier temps, nous ne nous sommes intéressés 

qu’aux protéines surexprimées en réponse à nos deux isoformes, car de manière intéressante, 

la hLf est capable d’augmenter l’expression des trois protéines surexprimées en réponse à la 

!Lf, les protéines RPS9, ALDH18A1 et SelH, toutes trois impliquées dans la régulation du 

stress oxydant. Nous avons ainsi pu retrouver les données de la littérature quant à 

l’implication de la hLf dans le stress oxydant mais, cette fois-ci, dans un contexte autre que 

l’inflammation. Nous avons également pu mettre en évidence pour la première fois, une 

implication  de la !Lf dans la régulation du stress oxydant. 

Nous avons aussi identifié d’autres protéines régulées par la hLf ou la !Lf et qui sont 

impliquées dans la motilité et l’invasion cellulaire. Les expériences préliminaires que nous 

avons effectuées grâce à des chambres d’invasion ont confirmé l’invasivité accrue des cellules 

MDA-MB-231 en réponse aux deux isoformes de Lf, avec quand même un effet plus 

prononcée en réponse à la hLf (Figure 41). 

 Figure 5 : Histogramme représentant l’effet des isoformes de la Lf sur l’invasion cellulaire par les cellules MDA-
MB-231. Les cellules ont été sevrées pendant 24 h et réparties à une densité de 105 cellules par puit sur la chambre 
supérieure de MatrigelTM Invasion Chambers (BD Bioscience) et traitées avec de la !Lf (en bleu) ou de la hLf (en 
orange). Après 24 h de traitement, les cellules invasives se trouvant dans la chambre inférieure ont été fixées au 
paraformaldéhyde et colorées au DAPI afin de les compter. Les résultats proviennent d’une manipulation 
effectuée en tripliquette. 

Nos travaux montrent également que la SelH, qui est la seule protéine surexprimée en 

réponse aux deux isoformes et dont l’expression des transcrits est également affectée par les 
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deux isoformes, peut être une cible directe de l’activité transcriptionnelle de la hLf et de la 

!Lf. Les travaux de Legrand et al. (2004) ont déjà montré que la hLf était endocytée dans ce 

type cellulaire de manière clathrine-dépendante et retrouvée au noyau. Toutefois, afin de 

valider l’hypothèse que le gène SelH est une cible de l’activité transcriptionnelle de nos deux 

isoformes, nous devons chercher à mettre en évidence une fixation in situ de chaque isoforme 

sur l’élément de réponse contenu dans le promoteur du gène SelH. Pour cela, des expériences 

utilisant la technique ChIP seront nécessaires.  

D’autre part, l’analyse quantitative effectuée a mis en évidence une sous-expression de 

Lf alors que les expériences de quantification des transcrits hLf et !Lf nous montrent le 

contraire. De nombreuses hypothèses sont envisageables pour expliquer cette observation. 

Parmi elles, la régulation post-transcriptionnelle ou une autorégulation de la protéine sont 

les plus vraisemblables. En effet, l’analyse in silico du promoteur du gène hLf nous a permis 

de mettre en évidence une séquence !LfRE putative en position -2620 (AGCACTTTGG), 

suggérant donc que la sous-expression de la Lf ne peut imputée qu’à des mécanismes post-

transcriptionnels. 

Notre étude nous a permis d’identifier les protéines Bax, Skp1 et DcpS mais aucune 

variation significative de leur expression n’a pu être détectée dans les cellules MDA-MB-231 

en réponse à la !Lf, contrairement aux expériences précédentes. Cela pourrait être expliqué 

par le fait que ces expériences avaient été effectuées par une expression transitoire de !Lf 

dans les cellules HEK-293 ou MCF-7. La transactivation de ces gènes par la !Lf pourrait donc 

être spécifique du type cellulaire employé. De plus, les modifications post-traductionnelles de 

la !Lf et la présence ou l’absence de cofacteurs nécessaires à la transcription de ces gènes 

pourraient être à l’origine de leur transactivation différentielle. 

L’ensemble de nos travaux montre que le protéome des cellules de glande mammaire 

MDA-MB-231 n’est que peu affecté en réponse aux deux isoformes de Lf. Les résultats, en 

cours d’exploitation, obtenus avec des doses d’induction plus importantes des deux isoformes 

ont déjà mis en évidence, d’une part un effet sur le protéome plus important, mais également 

la confirmation de la surexpression de plusieurs protéines impliquées dans le stress oxydatif, 

la migration et l’invasion cellulaire. 

IV. Matériel et méthodes 

A. Mise au point de cellules exprimant la !Lf de manière stable et 
inductible 
Le système inductible Tet-On (Clontech) a été utilisé pour exprimer la !Lf de manière 

stable dans les cellules MDA-MB-231 grâce à une induction par la doxycycline. Les cellules 

ont été cultivées dans le milieu DMEM (Dubelco’s Modified Eagle’s Medium, Thermo 

Scientific) avec 1 % de L-Glutamine, 10 % de SVF (Sérum de Veau Fœtal) et 500 µg/ml de 
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généticine. Les cellules ont été incubées à 37 °C sous une atmosphère humide contenant 5 % 

de CO2. Une transfection transitoire a d’abord été effectuée à l’aide du lipofectant Dreamfect® 

(OZ Biosciences) avec le vecteur pTRE contenant le gène de la !Lf, comme décrit dans 

Breton et al. (2004). Les clones isolés ont été multipliés afin d’obtenir des cellules nommées 

MDAMB-231 dox-. Pour permettre l’expression de la !Lf uniquement lors de l’induction à la 

doxycycline, les cellules ont été cultivées en absence de tétracycline durant toute la période 

d’induction.  

B. Purification de la hLf 
La hLf a été purifiée à partir du lait maternel provenant de la banque de lait de l’hôpital 

Jeanne de Flandres à Lille selon le protocole usuel (Elass et al., 2002). Après purification de 

la hLf, les endotoxines ont été éliminées par passage sur Detoxy-gel (Pierce Chemicals). Le 

taux de LPS résiduel dosé par Limulus amoebocyte lysate assay (QCL1000; BioWhittaker) 

était inférieur à 0,09 E.U./µg de hLf.  

C. Marquage des cellules par SILAC (Stable Isotope Labelling 
Amino acid in Cell culture) 
Les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM 89985 (Thermo Scientific) déplété 

en L-Arginine, L-Glutamine et L-Lysine et complété par de 10 % de SVF dyalisé (Gibco-

Invitrogen). La L-Glutamine (200mM) et la pénicilline (10000 U/ml)/streptomycine (10000 

µg/ml) (Gibco-Invitrogen) ont été ajoutées pour obtenir une concentration finale de 1 % (v/v) 

chacune. La proline (20 mg/ml) a été rajoutée à 1 % (v/v) afin d’éviter l’inter-conversion de 

résidus d’Arginine en Proline. Les milieux ont ensuite été filtrés (0,45 "m de diamètre). Le 

marquage métabolique des cellules a été réalisé en cultivant les cellules de la même façon que 

précédemment mais en présence d’arginine (L-Arg 12C6-14N4) et de lysine (L-Lys 12C6-14N2) 

pour la condition légère, d’arginine (L-Arg 13C6-14N4) et de lysine (L-Lys13C6-14N2) pour la 

condition medium ou d’arginine (L-Arg 13C6-15N4) et de lysine (L-Lys13C6-15N2) pour la 

condition lourde, pendant huit passages  avant l’induction. L’incorporation totale des acides 

aminés au niveau des protéines a été vérifiée par spectrométrie de masse. 

D. Traitement des cellules 
Les cellules ont été cultivées à raison de 6 x 106 par boîte  de 75 cm2, 24 h avant le 

traitement. Un des lots de cellules, cultivé en présence de milieu SILAC medium a ensuite été 

traité pendant 24 h avec 2 µg/ml de doxycycline (Clontech) ou par transfection transitoire du 

vecteur pcDNA-!Lf à une concentration de 1 µg/106 cellules afin d’induire l’expression de la 

!Lf. Un autre lot, celui cultivé en présence de milieu SILAC lourd est traité pendant 24 h avec 

50 ou 500 µg/ml de hLf.  
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E. Fractionnement subcellulaire 
24 h après le traitement, les cellules ont été comptées (6 fois par condition) à l’aide d’un 

microscope optique et d’une cellule de numération de Neubauer. Elles ont ensuite été 

mélangées à raison de 5 x 106 cellules par condition et rincées au PBS (Phosphate Buffer 

Saline). Les cellules provenant des trois conditions peuvent ensuite être traitées 

simultanément. Le fractionnement subcellulaire a été effectué selon le protocole de Misawa 

(2006) que nous avons modifié. Les cellules sont d’abord lysées par 500 µl du tampon A 

[Tris/HCl 50 mM pH 7,5 ; NaCl 137,5 mM ; Triton X100 0,5 % (p/v) ; Glycérol 10 % (v/v)] en 

présence d’inhibiteurs de protéases (Complete, Thermo) pendant 15 min sur glace. Ce lysat a 

été centrifugé à 13 000 tr.min-1 (Heraeus, Biofuge 15R1, HFA 22.2 rotor, 12 000 g) pendant 15 

min à + 4 °C, le surnageant obtenu correspondant alors à la fraction cytosolique. Le culot a 

été lavé deux fois par 500 !l de Tp A (mêmes conditions de centrifugation). Le culot a été 

ensuite lysé dans 200 µl de tampon B [Tris/HCl 50 mM pH 7,5 ; NaCl 300 mM; Triton X100 

0,5 % (p/v) ; Glycérol 10 % (v/v)] par sonication (8 x 4 sec x force 4 avec un sonicateur 

Branson 150). Après centrifugation à 13 000 tr.min-1 pendant 15 min à + 4 °C, le surnageant 

correspondant cette fois à la fraction nucléaire. Les fractions cytosoliques, et nucléaires ont 

ensuite été dosés selon la méthode de Bradford avec une gamme étalon de SAB (Sérum 

Albumine Bovine). La détermination de la pureté de chaque fraction subcellulaire a été 

effectuée par la recherche de protéines spécifiques de chaque compartiment : H2B pour la 

fraction nucléaire et GAPDH pour la fraction cytoplasmique. Pour cela, 20 !g de chaque 

extrait ont été séparés par SDS-PAGE sur un gel homogène à 15 % d’acrylamide. L’électro-

transfert et l’immuno-révélation ont été effectués comme décrit dans Mariller et al., (2009). 

F. Analyse des échantillons par SDS-PAGE 
La réduction des cystéines a été réalisée en diluant 100 µg de chaque fraction dans le 

tampon de Laemmli (tampon Tris pH 6.8 40 mM ; SDS 2 % (p/v); glycérol 10 % (v/v), bleu 

de bromophénol 0.001 % (p/v), DTT 25 mM) pendant 30 min à 56 °C. Les cystéines ont 

ensuite été alkylées dans une solution d’iodoacétamide à 90 mM pendant 30 min à 

température ambiante et à l’obscurité. 

Les extraits protéiques de chacune des deux fractions ont ensuite été séparés sur gel de 

polyacrylamide NuPAGE® Bis-Tris 4-12% (Invitrogen) et révélés par coloration au bleu de 

coomassie. Chaque piste a été découpée en 20 bandes homogènes qui ont ensuite été lavées 

par des solutions successives de tampon bicarbonate d’ammonium 100 mM et tampon 

bicarbonate d’ammonium / acétonitrile (50/50) pendant 15 min à 37° C chacune, avant d’être 

séchées sous vide dans un  concentrateur rotatif sous vide de type Speed-Vacuum®. 

G. Digestion trypsique et extraction des peptides 
L’hydrolyse des protéines contenues dans chaque bande de gel est réalisée grâce à 50 µl 
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de bicarbonate d’ammonium 50 mM contenant 20 µg/ml de trypsine (Sequencing Grade 

Modified Trypsin V511A, Promega). Les tubes ont été ensuite incubés à 37 °C pendant la nuit.  

Le surnageant de digestion de chaque tube a été prélevé et conservé, puis les morceaux 

de gel ont été incubés pendant 15 min à 37 °C sous agitation dans du bicarbonate 

d’ammonium 50 mM et soumis aux ultrasons pendant 5 min. Le nouveau surnageant a été 

récupéré et ajouté au premier. L’élution des peptides contenus dans le gel a été réalisées en 

trois étapes. Une première élution est obtenue par une solution d’acétonitrile à 2,5 %  d’acide 

formique pendant 15 min à 37 °C sous agitation. Chaque échantillon a été soumis aux 

ultrasons à nouveau pendant 5 min et le surnageant a été additionné aux précédents. Une 

seconde extraction a été effectuée deux fois par une solution contenant 45 % d’acétonitrile et 

10 % d’acide formique pendant 15 min à 37° C sous agitation. Les éluats ont ensuite été 

séchés sous vide et repris par 14 !l d’une solution d’acétonitrile  à 10 % contenant 0,05 % 

acide trifluoroacétique. 

H. Analyse par LC-MS/MS 
Chaque échantillon a été analysé par nanoLC-MS/MS grâce à l’UltiMate 3000 LC 

system (Dionex) couplé au spectromètre de masse LTQ-Orbitrap Velos ETD (Thermo Fisher 

Scientific). 5 !l de mélange peptidique de chaque échantillon sont injectés grâce à un système 

automatique de prélèvement d’échantillons sur une colonne capillaire de pré-concentration à 

polarité inversée (C18, 300 µm d.i x 5 mm, Dionex), équilibrée dans une solution contenant 

5 % d’acetonitrile et  0.05 % d’acide trifluoroacétique à un débit de 20 µl/min. Après 5 min de 

dessalage, la pré-colonne est basculée en ligne avec une colonne capillaire analytique réalisée 

au laboratoire (ReproSil-Pur® C18-AQ, 75 mm d.i " 15 cm, 3 µm) équilibrée dans 95 % de 

solvant A (acétonitrile 5 %, acide trifluoroacétique 0,2 %) et 5 % de solvant B (acétonitrile 

80 %, acide trifluoroacétique 0,2 %). Les peptides sont élués de la colonne analytique vers le 

spectromètre de masse à l’aide d’un gradient linéaire de 0 % à 50 % de solvant B pendant 105 

min à un débit de 300 nl/min. 

L’acquisition des données de la LTQ-Orbitrap est réalisée en continu par le logiciel 

XCalibur (v. 2.1). Lors du pré-scan, les données de MS sont accumulées dans l’Orbitrap pour 

une gamme dynamique de 350 à 2000 m/z avec une résolution de 60000. Les 20 ions les 

plus abondants sont sélectionnés pour être fragmentés en MS/MS par CID. Les fragments 

résultants sont analysés dans la trappe linéaire (LTQ). Une fenêtre dynamique d’exclusion de 

60 s a été utilisée pour éviter la sélection répétitive de mêmes ions. 

I. Traitement bioinformatique des données 
Le logiciel Mascot (v.2.3.01) a été utilisé pour extraire automatiquement les listes de 

masses sous format de fichier .raw. Dans la banque de donnée Uniprot v. 2010_09 (Swiss-

Prot et TrEMBL), l’espèce Homo sapiens a été sélectionnée puis la recherche a été effectuée 



 103 

en tenant compte des paramètres résultant de la préparation des échantillons : la 

carbamidométhylation des cystéines a été indiquée comme étant une modification fixe des 

peptides ; l’oxydation des méthionines, l’acétylation en N- terminale et le marquage des 

résidus de lysine et arginine en  13C6 et/ou 
15N4 ont été indiqué comme étant des modifications 

variables des peptides pour toutes les recherches Mascot. Un site de clivage manqué par la 

trypsine a été autorisé, la tolérance de masse en MS et MS/MS est fixée à 5 ppm et 0,8 Da 

respectivement et l’appareil utilisé a été spécifié comme étant l’ESI-Trap. 

Le logiciel MFPaQ v.4.0 (Bouyssié et al., 2007), développé à l’IPBS au sein de l’équipe 

de Bernard Monsarrat a été utilisé pour valider et trier automatiquement les protéines selon 

les scores des peptides ayant conduit à leur identification. Les protéines ont été validées 

lorsqu’elles atteignaient les critères suivants : identification avec au moins un peptide de rang 

1 et de score Mascot supérieur à 50 (ce qui correspond à une p-value inférieure à 0.001) ou 

au moins 2 peptides de rang 1 et de score Mascot supérieur à 33 (ce qui correspond à une p-

value inférieure à 0,05). 

J. Analyse par Western-blot 
L’électro-transfert et l’immunorévélation pour la validation des protéines dont 

l’expression apparait modifiée lors de l’analyse protéomique ont été effectués comme décrit 

dans Mariller et al. (2009). Les anticorps utilisés et les conditions expérimentales qui s’y 

rapportent sont reportés dans le Tableau V. 

Tableau V : Anticorps et conditions expérimentales utilisées pour l’immuno-révélation des protéines dont 
l’expression est augmentée en réponse aux isoformes de lactoferrine. 

Anticorps primaires Référence Origine 
H2B Cell Signaling Monoclonal de lapin 

GAPDH Santa Cruz Polyclonal de souris 
ALDH18A1 Santa Cruz Polyclonal de chèvre 

RPS9 Santa Cruz Polyclonal de chèvre 
SelH Santa Cruz Polyclonal de chèvre 

Cathepsine Z Santa Cruz Polyclonal de chèvre 
Héparanase Abcam Polyclonal de lapin 

Gamma Glutamyl hydrolase Santa Cruz Polyclonal de chèvre 
Tropomyosine Abcam Monoclonal de souris 

MAN2B1 Abnova Polyclonal de souris 
Calmoduline Abcam Polyclonal de lapin 

Intégrine alpha-6 Abcam Polyclonal de lapin 
Anti-Ig de lapin Amersham Polyclonal de chèvre  
Anti-Ig de souris Amersham Polyclonal de mouton 
Anti-Ig de chèvre Sigma Polyclonal de lapin 

 

K. Quantification de l’expression des ARNm par qPCR 
L’extraction des ARN totaux et la PCR quantitative ont été réalisées comme décrit dans 

Mariller et al. (2009). Les séquences des couples d’amorces utilisées sont référencées dans le 

Tableau VI (page 104). 
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Tableau VI : Oligonucléotides utilisés pour la qPCR 

Gène cible Séquence de l’amorce sens Séquence de l’amorce anti-sens Tm 
(°C) 

ALDH18A1 CTGAGCGCTCCCCACTGCAAA GACGTAACTTCTGACCTGGTTGGC 53 
RPS9 GCGATGACGCCCATGAGGCTA GCGATGACGCCCATGAGGCTA 55 
SelH GCTTCCAGTAAAGGTGAACCCG ACCCAAATCTCCCT ACGACAGG 55 

Cathepsine Z ACTGGCGCAATGTGGATG GATGGCGTGGCACTCTTTG 57 
Héparanase CTCCTTCCGCCCTCTTCC ACCAAATACTGCATGTTCTCACTT 55 

Gamma 
Glutamyl 
hydrolase 

 
GAGTTTATTTCAACAATGGAAGGATATAAG 

 
TGGGAAATGCCATCCAAATT 

 
69 

Tropomyosine AGCGGGCTGAGCTCTCAGAAG TGCGAGTACTTATCCTCTGCAGCC 54 
MAN2B1 CCGTGAGCGGCAATCCCAACA CCTGTCCGGTGAGTCTGGGG 54 

Calmoduline TGAGACGTGGCCCCACTGGT GGCATGCCACCAGGGTGTGT 66 
Highly similar 
to HIV-1 Rev-

binding 
protein 2 

 
GTCTGGTGCTGCTGCGAGGG 

 
CCGGCAGCTCCAGCAAGTGG 

 
68 

 

 



 

Discussion & conclusion 
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Au cours de ma thèse, les travaux effectués ont permis de discriminer les deux 

isoformes par leurs transcrits et de montrer que la transcription de la hLf peut être régulée 

dans un contexte inflammatoire (Hoedt et al., 2010). D’autre part, j’ai pu mettre en place 

deux études protéomiques. Une première basée sur l’utilisation d’électrophorèses 

bidimensionnelles (2-D) et l’identification des protéines surexprimés en réponse à la !Lf par 

spectrométrie de masse, nous a permis de mettre en évidence une nouvelle cible de l’activité 

transcriptionnelle de la !Lf, la pyrophosphatase DcpS (Mariller et al., 2009). En parallèle, 

nous avons pu montrer que l’activité transcriptionnelle de la !Lf est hautement régulée par 

des modifications post-traductionnelles, notamment la O-GlcNAcylation (Hardivillé et al., 

2010). Pour s’affranchir des limitations de la 2-D, la seconde analyse protéomique a été basée 

sur une approche SILAC et l’utilisation d’un spectromètre de masse de haute performance. 

Elle nous a permis d’identifier et de quantifier grâce au logiciel MFPaQ un nombre 

considérable de protéines. Une activité de facteur de transcription est de plus en plus 

attribuée à la Lf de sécrétion et notre dernière étude nous a permis de mettre en évidence la 

sélénoprotéine H en tant que cible potentielle de l’activité transcriptionnelle de la !Lf et de la 

hLf (troisième partie des travaux personnels).  

I. Discrimination des isoformes de la Lf 

hLf et !Lf possèdent la même séquence primaire, mis à part les 45 premiers résidus 

d’acides aminés de la hLf délétés pour la !Lf. Ne possédant pas d’anticorps assez sensibles 

pour discriminer les deux isoformes, nous avons choisi d’utiliser une approche de biologie 

moléculaire utilisable en clinique, qui permet de les différencier grâce à l’exon spécifique 

duquel est issu leur transcrit respectif. Nous avons donc mis au point des sondes et 

oligonucléotides qui ciblent spécifiquement l’exon 1 ou l’exon 1! pour quantifier grâce à la 

technologie Taqman les transcrits hLf et !Lf respectivement. Cette méthodologie nous a 

permis de confirmer la sous-expression des deux isoformes dans des lignées cellulaires 

cancéreuses par rapport aux lignées saines correspondantes. D’autre part, bien que les 

promoteurs des deux transcrits possèdent des éléments de réponse à des stimuli 

inflammatoires, seule l’expression de la hLf peut être régulée dans un contexte inflammatoire. 

Nous avons également souligné une forte expression des transcrits !Lf dans les cellules 

leucocytaires et lymphocytaires, confirmant ainsi les travaux de l’équipe de Christina Teng 

qui avait montré que le proto-oncogène c-Ets est préférentiellement exprimé dans les cellules 

lymphoïdes où il active le promoteur P2 qui possède de nombreux sites de fixation à Ets (Liu 

et al., 2003). Auparavant, les nombreuses tentatives de purification de la !Lf non étiquetée 

en vue de sa caractérisation structurale ont été un échec. Une régulation post-
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transcriptionnelle pourrait être à l’origine d’un faible nombre de copies de protéines !Lf 

même dans des cellules où les transcrits y sont fortement représentés. En effet, les travaux 

effectués au laboratoire ont montré que la !Lf possède une demi-vie très courte (Hardivillé et 

al., 2010), ce qui n’est pas étonnant puisqu’une molécule à activité de facteur de transcription 

capable de réguler la progression du cycle cellulaire doit avoir une expression transitoire 

induite par des stimuli environnementaux et ne pas être constamment présente, qui plus est  

en grande quantité. Récemment, Liao et al., ont démontré que l’expression endogène de la 

hLf est sous régulée par le miR-214 qui se fixe sur la région 3’ non transcrite (3’UTR, 

3’UnTranslated Region) de l’ARNm de la hLf. Puisque les transcrits Lf et !Lf possèdent la 

même région 3’UTR, nous sommes actuellement entrain de chercher à savoir si le miR-214 

cible également le 3’UTR de la !Lf, ce qui expliquerait sa faible expression. Nous avons 

malgré tout essayé d’isoler la !Lf à partir des cellules leucocytaires purifiées du sang humain. 

Malheureusement en plus de la faible quantité de !Lf présente nous nous sommes heurtés à 

un double problème, l’optimisation de l’activité de l’endoprotéinase Glu-C,  seule enzyme 

capable de distinguer la hLf de la !Lf par la libération de peptides N-terminaux spécifiques 

de chaque isoforme et l’utilisation du MALDI TOF-TOF comme spectromètre de masse. Une 

analyse protéomique utilisant une approche type AQUA pour la synthèse d’un peptide 

spécifique de la !Lf, couplée à une analyse en spectrométrie de masse de type MRM 

présenterait un atout considérable pour une mise en évidence de la !Lf. 

II. !LfRE, élément de réponse à la Lf et à la !Lf 

La !Lf exerce son activité de facteur de transcription en se fixant in vivo sur une 

séquence spécifique d’ADN appelée élément de réponse, !LfRE. Le !LfRE est une séquence 

homologue à la séquence S1 décrite par He et Furmanski (1995) pour la hLf. Les différents 

travaux effectués au laboratoire ont permis de montrer que les gènes Skp1 (Mariller et al., 

2007), DcpS (Mariller et al, 2009), Bax et Fas (Hardivillé, communication personnelle) sont 

directement régulés par la !Lf. Pour cela, nous avons principalement validé des !LfRE issus 

des régions promotrices des gènes Skp1, DcpS, Bax, Fas et SelH en tant qu’unité 

transactivatrice. Les séquences promotrices de ces gènes présentent toutes une séquence 

commune [G/A]GCACT(G)T[A/G][C/G] et la mutation des cinq bases centrales (GCACT) 

conduit à une inhibition de la transactivation de ces gènes. Nous avons proposé cette 

séquence aux responsables du logiciel Genomatix (http://www.genomatix.de) qui l’ont 

inscrite dans leur base de recherche MatInspector sous le nom de « lactoferrin motif». Pour 

l’instant, la pertinence de recherche de ce motif n’est pas optimale puisqu’aucun poids n’est 

imposé par base du consensus. L’activation de la transcription via l’élément !LfRE présent 

dans le promoteur de SelH est hautement efficace suggérant que la séquence de ce !LfRE 
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devrait être très proche de la séquence consensus optimale (Tableau XIV). L’efficacité de 

l’élément de réponse présent dans le promoteur de Skp1 ne semble pas être affectée par la 

présence d’une adénine en position 9 et d’une cytosine en position 10. Par contre, l’absence 

de guanine en position 7 semble préjudiciable puisque les efficacités transcriptionnelles sont 

moins élevées. La thymine en position 8 est indispensable puisque son remplacement par 

une adénine dans le !LfRE de Fas conduit à une activité transcriptionnelle extrêmement 

faible. En outre, nous avons pu démontrer que la séquence !LfRE en position inversée est 

fonctionnelle comme on peut le voir pour celle de nombreux facteurs de transcription. La 

mutation séquentielle de chaque base du !LfRESelH ou du !LfRESkp1 suivie de la mesure de 

l’efficacité transcriptionnelle des mutants obtenus devraient nous permettre de pondérer 

chaque nucléotide et par une approche bioinformatique ultérieure de rechercher de nouveaux 

gènes cibles de la !Lf. En parallèle, il serait intéressant également d’effectuer un séquençage 

à haut débit des segments d’ADN sur lesquels se fixe la !Lf (ChIP-Seq, Chromatin 

ImmunoPrecipitation Sequencing) pour connaitre les différentes séquences cibles de la !Lf. 

Il nous faudra par la suite déterminer si la fixation de la !Lf à ces séquences conduit à une 

activation ou une répression transcriptionnelle. En effet, des études récentes réalisées dans 

notre groupe montre que la !Lf est la cible de nombreuses modifications post-

traductionnelles dont certaines sont connues pour réguler la transactivation ou la répression 

transcriptionnelle. 

Tableau VII : Efficacité respective des éléments de réponse à la !Lf par rapport à celle du !LfRE 
présent dans le promoteur du gène Skp1.  

 Séquence Efficacité 
en % 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  
!LfRE G/A G/T C A C T (G) T A/G C/G  
!LfRE Skp1 G G C A C T G T A C 100 
!LfRE SelH G G C A C T G T G G 130 
!LfRE SelH-inv A G C A C T G T T G 130 
!LfRE DcpS A G C A C T - T G G 90 
!LfRE Bax G G C A C T - T A T 60 
!LfRE Fas G G C A C T - A A C 5 

 

He et Furmanski (1995) ont été les premiers à proposer une activité de facteur de 

transcription pour la hLf. Ils ont montré qu’elle est capable d’interagir in vitro avec des 

séquences spécifiques d’ADN dont une, la séquence S1 qui s’est avérée être fonctionnelle. 

Depuis, différents auteurs ont montré que la hLf est capable de transactiver les gènes IL-1! 

(Son et al., 2002), NFATc1, Nuclear Factor Activated T cells (Naot et al., 2011) et 

endothéline-1 (Ha et al., 2011) via un élément de réponse identique à la séquence S1. Nos 

travaux montrant que !Lf et hLf sont toutes deux capables de conduire à la surexpression de 

la sélénoprotéine H via le même élément de réponse suggèrent que ces deux isoformes 



 108 

pourraient avoir les mêmes gènes cibles. Puisque les deux isoformes partagent le même 

élément de réponse, il serait intéressant de savoir ce qu’il adviendrait suite à la 

réintroduction simultanée des deux isoformes dans une même cellule.  

L’activité facteur de transcription est liée à la présence du facteur impliqué dans le 

noyau. La polémique autour de l’activité de facteur de transcription de la hLf concerne 

davantage l’adressage au noyau d’une Lf d’origine exogène. En effet, après avoir été 

endocytée, la Lf est retrouvée dans l’endosome avant d’être dégradée dans les lysosomes. 

Néanmoins une faible proportion de cette hLf a été observée dans le noyau de certaines 

cellules comme dans celui des cellules MDAMB-231 sans que l’on connaisse réellement le 

mécanisme de transport mis en jeu (Legrand et al., 2004). Le transfert au noyau dépend 

également de la reconnaissance par des importines d’une séquence de domiciliation nucléaire. 

La hLf, en plus de la séquence NLS commune à toutes espèces de Lf, possède un second  

signal de localisation nucléaire qui correspond aux 5 premiers résidus d’acides aminés 

1GRRRR5.  La présence de ces deux signaux de localisation nucléaire pourrait expliquer un  

transfert plus efficace de la hLf au noyau et donc une meilleure transactivation du gène SelH 

par la hLf endogène par rapport à la !Lf. En effet, cette étude a été réalisée avec une hLf 

amputée de la séquence signal donc une hLf intracellulaire. Par la suite, il nous faudra 

comparer cette efficacité de transactivation avec celle de la hLf exogène. Les résultats obtenus 

pourraient nous renseigner quant à l’efficacité de l’adressage nucléaire de la hLf selon le type 

cellulaire étudié et donc selon le type de récepteurs responsables de l’endocytose.      

Puisque les modifications post-traductionnelles contrôlent étroitement l’activité et la 

stabilité de différents facteurs de transcription dont la !Lf,  il nous faudra étudier le profil de 

ces modifications sur la hLf après endocytose et transfert au noyau afin de voir si elles sont 

présentes. La hLf étant une N-glycosylprotéine, il serait intéressant de connaitre le profil de 

N-glycosylation  de la hLf exogène une fois cette dernière transportée au noyau. 

III. Régulation de l’activité transcriptionnelle de la !Lf 

L’adressage au noyau de la !Lf est une condition nécessaire mais pas suffisante pour 

qu’elle soit pleinement active. En effet, nous avons montré que la !Lf est la cible de 

différentes modifications post-traductionnelles et que chacune d’elle est susceptible de 

réguler sa stabilité et/ou son activité transcriptionnelle. Nous avons notamment pu montrer 

que la modification par O-GlcNAcylation du résidu de S10 est associée à une augmentation de 

la stabilité de la !Lf, grâce à une inhibition de la dégradation protéasomale. D’autre part, 

cette modification régule négativement l’activité transcriptionnelle de la !Lf alors que la 

phosphorylation du même résidu l’active (Hardivillé et al., 2010). En outre, nous avons 

montré que la !Lf pouvait être SUMOylée sur les résidus de K13, K308, K361 et K391 et la 
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recherche in silico de motifs acétylables nous a prédit une acétylation de la K3. Nos 

expériences récentes d’immunoprécipitation de la !Lf, immunorévélée à l’aide d’anticorps 

dirigés contre les lysines acétylées nous ont montré que la !Lf est également acétylée. Il est 

maintenant indispensable de muter la lysine en position 3 en arginine pour savoir s’il s’agit 

de la seule cible des acétyl-transférases. Les travaux actuels du groupe  cherchent à mettre en 

évidence une implication potentielle de ces modifications post-traductionnelles dans la 

régulation de l’activité transcriptionnelle de la !Lf et/ou sa stabilité et à étudier comment 

s’établit le dialogue entre ces différentes modifications post-traductionnelles. En effet, ces 

modifications sont essentiellement concentrées au niveau de deux domaines clef de la !Lf : le 

domaine N-terminal avec  le résidu potentiel de lysine acétylable (K3), la S10 qui peut être 

phosphorylée ou GlcNAcylée et la Lys13 SUMOylable et la région centrale avec le DBD2, la 

séquence PEST susceptible d’être phosphorylée ou GlcNAcylée, les K308 et K361 et K391 

SUMOylables et les K379 et K391 cibles de l’ubiquitine.  

L’étude de la relation entre ces différentes modifications post-traductionnelles est d’autant 

plus intéressante qu’il a été démontré qu’elles régulent le trafic, la stabilité, la fixation à l’ADN, 

le recrutement de partenaires ou la sélectivité des gènes transactivés donc l’activité des facteurs 

de transcription (Benayoun et Veitia, 2009). SUMOylation et acétylation ont été décrites comme 

étant deux modifications mutuellement exclusives alors que SUMOylation et phosphorylation 

peuvent être agonistes ou antagonistes selon le substrat. Ainsi, l’acétylation de la !Lf pourrait 

conduire à une activation de la transcription (Glozak et al., 2005) tout comme la 

phosphorylation alors que la O-GlcNAcylation (Hardivillé et al., 2010) et/ou la SUMOylation 

conduiraient à la répression de la transcription (Gill, 2005). Ces quatre modifications post-

traductionnelles présentes en N-terminal pourraient ainsi contrôler très finement l’activité 

transcriptionnelle de la !Lf.  

Par ailleurs, la SUMOylation en entrant en compétition avec l’ubiquitinylation permet de 

stabiliser le facteur de transcription cible (Lin et al., 2003; Desterro et al., 1998). Ainsi la !Lf 

dont le résidu de K391 est à la fois cible de l’ubiquitination et de la SUMOylation pourrait avoir sa 

demi-durée de vie régie par ces modifications. Sachant que la séquence PEST peut également 

être phosphorylée ou GlcNAcylée, le dialogue entre ces différentes modifications pourrait être 

responsables de la stabilité de la !Lf. Il ne faut cependant pas oublier le rôle clef de la S10 sur 

l’ubiquitination de la !Lf confirmant que le domaine N-terminal a un rôle crucial dans la 

régulation à la fois de l’activité et de la stabilité de la !Lf. 

Le décodage des modifications post-traductionnelles et de leurs interconnections 

permettra de décrypter les modalités d’action de la !Lf. Ainsi, sur la base de nos résultats et 

des données de la littérature nous proposons un schéma qui tente d’expliquer comment ces 

différentes modifications post-traductionnelles peuvent contrôler l’activité et la stabilité de la 

!Lf (Figure 42, page 110). 
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Figure 6 : Illustration de la régulation de l’activité transcriptionnelle et de la stabilité de la !Lf par les 
modifications post-traductionnelles (d’après Mariller et al., 2012). A : La !Lf est présente dans la cellule sous une 
forme glycosylée inactive. En réponse à un stimulus comme le stress cellulaire, la O-GlcNAcase déglycosyle la !Lf, 
rendant ainsi le résidu de S10 accessible aux kinases. La phosphorylation du résidu S10 potentialisera la 
phosphorylation de la séquence PEST, l’ubiquitinylation, la fixation de la !Lf à l’ADN et la transactivation de ses 
gènes cibles. C : suite à l’activation transcriptionnelle, la poly-ubiquitination de la !Lf devrait la conduire à la 
dégradation protéasomale. La seconde régulation pourrait provenir d’une répression de l’activité 
transcriptionnelle de la !Lf via  sa SUMOylation. La SUMOylation pourrait être à l’origine d’un recrutement de 
co-répresseurs tels que les HDAC : Histones DéACétylases qui condensent la chromatine et empêchent la 
transcription. E : la DéSUMOylation par les SENP protéases et l’acétylation pourrait conduire à une dérépression 
de la transcription. 
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IV. Les lactoferrines et le stress oxydant  

La capacité qu’a la hLf à chélater le fer lui confère des propriétés anti-oxydantes (Kruzel 

et al., 2010). Nos résultats ont permis de montrer que la hLf est également capable d’exercer 

cette activité en régulant l’expression de protéines telles que l’aldéhyde deshydrogénase 18 A1, 

la protéine ribosomale RPS9 et la sélénoprotéine H, dont la surexpression est associée à la 

protection des cellules contre le stress oxydant. Les nombreuses études qui ont montré que 

l’oxygénation et les niveaux de ROS sont étroitement liés (Choksi et al., 2011) nous ont 

encouragés à chercher si la réduction des radicaux libres qu’entraineraient ces protéines à 

activité anti-oxydante ne serait pas à l’origine d’un état d’hypoxie. Nous nous sommes donc 

intéressés à l’expression du facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1), 

marqueur de l’état d’hypoxie. En effet, en condition de normoxie, la protéine HIF-1 est très 

instable car elle est la cible du complexe E3 à activité ubiquitine ligase qui induit sa 

dégradation protéasomale. En condition d’hypoxie, HIF-1 est transloquée au noyau et en 

présence de ses cofacteurs, transactive les gènes qui possèdent des éléments de réponse à 

l’hypoxie (HRE, Hypoxia Response Element). Nous avons recherché in silico la présence de 

séquences HRE au sein des promoteurs P1 et P2 desquels sont issus les transcrits hLf et !Lf 

respectivement. Seul le promoteur P1 possède deux séquences HRE putatives en 

positions -6772 et -4708. De manière intéressante, la quantification des transcrits HIF-1 par 

qPCR suite au traitement des cellules MDA-MB-231 par de la hLf ou de la !Lf montre que 

seule la réintroduction de hLf conduit à la surexpression des transcrits HIF-1 d’un facteur 

deux. Ainsi la hLf exogène après interaction avec son ou ses récepteurs de surface pourrait 

déclencher une réponse anti-oxydante mais aussi après internalisation et transport au noyau 

transactiver certains gènes cibles comme le gène SelH. Afin d’éviter les effets délétères d’un 

état de type « hypoxique » les cellules sont capables d’exploiter des voies de survie via 

l’activation de facteurs de transcription tels que HIF-1. De manière tout à fait surprenante    

la hLf pourrait exercer un rétrocontrôle du processus anti-oxydant qu’elle déclenche en 

conduisant à la surexpression du gène HIF-1. Ces résultats sont extrêmement importants, qui 

plus est dans un contexte de cellules tumorales, et demandent à être confortés.     

V. Les lactoferrines et l’invasion cellulaire ? 

Depuis 1994, grâce aux travaux de Bezault et al., nous savons que la Lf possède une 

activité anti-métastatique. Suite à cela, les nombreuses études réalisées, notamment  sur des 

modèles animaux de carcinogénèse chimique ont confirmé cette propriété. Cependant, Kim 

et collaborateurs ont montré que la Lf est capable d’augmenter l’expression des 

métalloprotéinases MMP suite à la transactivation du gène IL-1!. Les MMP sont des enzymes 

protéolytiques dont le mécanisme d’action consiste à dégrader les protéines de la matrice 
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extracellulaire. La surexpression de MMP est souvent associée à l’invasion cellulaire et à une 

augmentation du nombre de métastases.  Ces travaux montrent donc que la Lf est capable de 

promouvoir la motilité cellulaire de manière indirecte, ce qui va à l’encontre d’une inhibition 

de la formation de métastases. Récemment, Ha et al., ont démontré que le traitement par de 

la hLf de plusieurs lignées cellulaires de glande mammaire cancéreuse, parmi lesquelles les 

cellules MDA-MB-231, augmente leurs capacités de migration et d’invasion. La surexpression 

des protéines héparanase et cathepsine Z en réponse à la hLf a été mise en évidence grâce à 

l’analyse protéomique quantitative que nous avons effectuée. L’activité enzymatique de ces 

deux protéines conduit à la dégradation des protéoglycannes de la MEC. Or il a été démontré 

que les cellules MDA-MB-231 possèdent à leur surface une forte proportion de 

protéoglycannes qui piègent la hLf grâce à des interactions de faible affinité (Rochard et al., 

1992). Il serait donc intéressant de savoir si la présence de Lf en surface des cellules 

MDAMB-231 pourrait contribuer à la dégradation des protéoglycannes qui la piègent et par 

voie de conséquence favoriser son interaction avec ses récepteurs de haute affinité. Il pourrait 

s’agir d’un mécanisme contrôlant la fixation à ses récepteurs spécifiques, l’induction de la 

signalisation cellulaire associée et son endocytose. 

VI. Les lactoferrines, régulation du cycle cellulaire et apoptose 

Les expériences réalisées au laboratoire ainsi que celles relatées par la littérature ont 

mis en évidence une activité anticancéreuse des deux isoformes de la Lf, via un arrêt du cycle 

en G1/S et l’induction de l’apoptose. 

L’analyse protéomique différentielle réalisée suite à l’utilisation de gels 2-D et 

identification des protéines par spectrométrie de masse ne concernait que la !Lf, transfectée 

transitoirement dans les cellules HEK293 et, parmi les protéines identifiées, la protéine 

Poly(rC)-binding protein 2 (PCBP 2) possède des activités pro-apoptotiques (Roychoudhury 

et al., 2007). A l'inverse, les protéines T complex subunit ß (TCPB) et PRP19 (Lu et Legerski, 

2007) participent toutes deux à la survie cellulaire. Leur surexpression pourrait 

contrebalancer l'effet pro-apoptotique de la !Lf et permettre le passage en phase S 

préalablement bloqué par l'activité de cette dernière.  

Par contre, l’analyse protéomique différentielle quantitative réalisée par le biais du 

SILAC ne nous a pas permis de mettre en évidence de surexpression de protéines à activité 

pro-apoptotique ou impliquées dans la progression du cycle cellulaire. L’analyse des 

protéomes traités par des doses plus importantes de nos isoformes sera peut-être plus 

fructueuse en ce sens puisque toutes les études réalisées à ce jour concernant la régulation du 

cycle et de l’apoptose ont été réalisées suite à une transfection transitoire de !Lf (Mariller et 

al., 2007 ; Hardivillé, communication personnelle) et grâce au traitement par au moins     
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500 µg/ml de Lf (Son et al., 2010). Néanmoins, Actor et al., ont montré en 2009 que le 

prétraitement avec de la hLf (125 ou 250 µg/ml) de monocytes humains soumis à un agent 

apoptogène empêche la maturation de la caspase 3 (Actor et al., 2009). De manière 

intéressante, il semble que deux protéines dont l’expression est augmentée en réponse aux 

deux isoformes de Lf possèdent des propriétés anti-apoptotiques. En effet, les travaux 

réalisés par Lindström et Nistér montrent que l’invalidation de l’expression de RPS9 par 

l’utilisation de siRNA conduit à l’induction de l’apoptose dans les cellules de carcinome du col 

de l’utérus. L’expression de RPS9 serait donc plutôt associée à des effets anti-apoptotiques 

(Lindström et Nistér, 2010). De la même manière, la surexpression de la sélénoprotéine H 

humaine dans des cellules neuronales murines les protège de la mort cellulaire induite par 

une irradiation aux UVB en bloquant l’apoptose induite par la voie mitochondriale et en 

activant des signaux de survie cellulaire (Mendelev et al., 2009). Il semblerait donc que les 

deux isoformes de la Lf puissent avoir des effets pro- ou anti-apoptotiques selon la dose de 

traitement. 
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Stéphan Hardivillé, Esthelle Hoedt, Christophe Mariller, Monique Benaïssa, and Annick Pierce1
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!-Lactoferrin (!Lf) is a transcription factor that up-regulates
DcpS, Skp1, andBax genes, provoking cell cycle arrest and apopto-
sis. It is post-translationallymodified either byO-GlcNAcor phos-
phate, but the effects of theO-GlcNAc/phosphorylation interplay
on !Lf function are not yet understood. Here, using a series of
glycosylation mutants, we showed that Ser10 is O-GlcNAcylated
andthat thismodificationisassociatedwith increased!Lfstability,
achieved by blocking ubiquitin-dependent proteolysis, demon-
strating that O-GlcNAcylation protects against polyubiquitina-
tion.Wehighlightedthe391KSQQSSDPDPNCVD404sequenceasa
functional PEST motif responsible for !Lf degradation and
defined Lys379 as the main polyubiquitin acceptor site. We next
investigated the control of !Lf transcriptional activity by the
O-GlcNAc/phosphorylation interplay. Reporter gene analyses
using the Skp1 promoter fragment containing a !Lf response
element showed thatO-GlcNAcylation at Ser10 negatively regu-
lates!Lf transcriptional activity, whereas phosphorylation acti-
vates it. Using a chromatin immunoprecipitation assay, we
showed that O-GlcNAcylation inhibits DNA binding. Deglyco-
sylation leads to DNA binding and transactivation of the Skp1
promoter at a basal level. Basal transactivation was markedly
enhanced by 2–3-fold when phosphorylation was mimicked at
Ser10 by aspartate.Moreover, using double chromatin immuno-
precipitation assays, we showed that the !Lf transcriptional
complex binds to the !Lf response element and is phosphory-
lated and/or ubiquitinated, suggesting that !Lf transcriptional
activity and degradation are concomitant events. Collectively,
our results indicate that reciprocal occupancy of Ser10 by either
O-phosphate or O-GlcNAc coordinately regulates !Lf stability
and transcriptional activity.

O-GlcNAcylation is a ubiquitous post-translational modifi-
cation consisting of a singleN-acetylglucosaminemoiety linked
to Ser or Thr residues (1). It is a dynamic and reversible process
mediated by the combined actions of O-GlcNAc transferase
(OGT)2 and O-GlcNAcase (OGA). Disruption of !-O-linked

N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) cycling through inhibitors
or gene manipulations results in cellular defects (2, 3), and
alterations of the O-GlcNAc status are associated with type-2
diabetes, neurological disorders, and cancer (4).
Because numerous proteins, such as transcription factors,

signaling components, and metabolic enzymes are modified,
O-GlcNAcylation is critical to normal cell homeostasis and
gene regulation (5). It notably modulates gene expression,
depending on the promoter and its associated transcription
initiation complexes. For instance, the C-terminal domain of
RNA polymerase II and a subset of general transcription fac-
tors are O-GlcNAcylated at transcription initiation (6). Gene
silencingmay be effected via the recruitment of OGT onto pro-
moters by transcriptional corepressors. It then catalyzes the
O-GlcNAcylation of specific transcription actors, modulating
their activity. For instance, the association of OGT with the
co-repressor mSin3A leads to the recruitment of histone
deacetylase, thereby increasing transcriptional down-regula-
tion (7, 8). OGA may favor gene transcription, not only by
reducing the level of glycosylation but also via its intrinsic his-
tone acetyltransferase domain (9). O-GlcNAcylation may also
modulate the activity of transcription factors via the regulation
of their trafficking, binding affinity either to protein partners or
DNA, and/or turnover (8, 10–13).
Increasing evidence links O-GlcNAcylation to the protea-

some pathway. It has been shown that O-GlcNAcylation is
associated with lower proteasomal susceptibility of transcrip-
tion factors, such as Sp1 (14, 15), p53 (16), and the estrogen
receptor ! (17). Most of these proteins have high PEST scores,
and phosphorylation of their PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) domain
targets them for polyubiquitination (18) and subsequent degra-
dation by the proteasome, whereas O-GlcNAcylation prolongs
their half-lives. The proteasome is itself regulated through
O-GlcNAcylation of both its regulatory and catalytic subunits
(19, 20) as well as the ubiquitin (Ub)-activating enzyme E1 (21).
Reduced degradation of O-GlcNAcylated proteins might also
be due to their specific interaction with chaperones, such as
Hsp70 family members that display lectin activity toward the
O-GlcNAc motif, protecting them from proteolysis (22).
In many O-GlcNAcylated proteins, a phosphate group can

alternatively occupy the same or adjacent sites (16, 17, 23, 24).
This O-GlcNAc/P interplay, which leads to a rapid response
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mechanism and highmolecular diversity and fine tunes protein
interactions and functions, may also target !-lactoferrin (!Lf)
and regulate its transcriptional activity and stability. !Lf is a
transcription factor that was first discovered as a transcript, the
expression of which was observed only in normal cells and tis-
sues (25). Its absence from cancer cells (25, 26) is due to genetic
and epigenetic alterations (27, 28). !Lf messenger is therefore
a healthy tissue marker, and we previously showed that its
expression level is correlated with a good prognosis in human
breast cancer, high concentrations being associatedwith longer
overall survival (26).!Lf is transcribed from the alternative pro-
moter P2 in the lactoferrin (Lf) gene (29), and the use of the first
available AUG codon in frame produces an alternative N ter-
minus. Thus, compared with Lf, its secretory counterpart, !Lf
is a 73-kDa cytoplasmic protein able to enter the nucleus (30).
Potential DNA-binding domains have been suggested for Lf,
implicating the strong concentration of positive charges at the
C-terminal end of the first helix, which is truncated in !Lf, and
at the interlobe region (31, 32).

!Lf expression provokes anti-proliferative effects and
induces cell cycle arrest in S phase (33). It is a transcription factor
interacting via a !Lf response element (!LfRE) found in the Skp1
andDcpSpromoters (30, 34).!Lf is also at the crossroads between
cell survival and cell death because we recently linked!Lf overex-
pression to up-regulation of theBax promoter and apoptosis (35).
Because!Lfhas several crucial targetgenesandmayactasa tumor
suppressor,modifications in its activityor concentrationmayhave
marked effects on cell survival, and its transcriptional activity
should be strongly controlled. Results of screening !Lf for
O-GlcNAcylation and phosphorylation sites showed that the pro-
teinpotentiallyundergoesbothpost-translationalmodifications.
Four putative O-GlcNAc/phosphorylation sites were found at
Ser10, Ser227, Ser472, and Thr559, and their mutation led to a
constitutively active !LfM4 mutant (34). Here, we map the
major O-GlcNAc/P site to Ser10, the PEST sequence (amino
acids 391–404), and the main poly-Ub site to Lys379. We also
report thatO-GlcNAcylation at Ser10 down-regulates!Lf tran-
scriptional activity and up-regulates its stability by abrogating
Ub-mediated proteolysis, whereas phosphorylation activates
both transcription and degradation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture, Reagents, and Transfection—HEK 293 cells
(ATCCRL-1573) were grown inmonolayers and transfected as
described (2 !g of DNA for 2 " 106 cells) (30) using Dream-
FectTM (OZ Biosciences). The amounts of !Lf expression vec-
tors were adjusted to maintain !Lf amounts similar to those
found in normal NBEC cells (26). Transfections were done in
triplicate (n " 4). Cell viability was assessed by counting using
trypan blue 0.4% (v/v). Cell culture reagents were from Dut-
scher, Cambrex Corp., and Invitrogen. Other reagents were
from Sigma. Antibodies against the 3xFLAG epitope (mouse
monoclonal anti-FLAGM2 antibody, Sigma), HA epitope (goat
HA tag polyclonal antibodies, BD Biosciences; mouse mono-
clonal HA.11 antibody 16B12, Covance Research Products),
O-GlcNAc motif (mouse monoclonal RL2 antibody, Affinity
Bioreagents; mouse monoclonal CTD110.6, Covance Research
Products), Ser(P) motif (rabbit polyclonal antibodies, Milli-

pore), and actin (goat polyclonal antibodies I-19, Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA)) were used for immuno-
fluorescence, immunoprecipitation, and/or immunoblotting.
Immunofluorescence and Microscopy—HEK 293 cells were

transfected by!LfC-terminal fusedGFP expression vector 24 h
prior the 4#,6-diamidino-2-phenylindole (Sigma) staining. The
p!Lf-N-EGFP vector was kindly provided by Dr. C. Teng
(National Institutes of Health, Research Triangle Park, NC).
Immunofluorescence and microscopy were performed as
described (30). Fluorescent microscopy images were obtained
at room temperature with a Zeiss Axioplan 2 imaging system
(Carl-Zeiss S.A.S., Le Pecq, France) equipped with appropriate
filter cubes using a "40 objective lens.
Purification of DNA, RNA, and Poly(A)$ RNA—Genomic

DNA was purified using the QIAprep Spin Miniprep Kit (Qia-
gen), total RNA using the RNeasy minikit (Qiagen), and
poly(A)$ RNA using the polyATrack! mRNA isolation system
(Promega). The purity and integrity of each extract were
checked using the nanodrop ND-1000 spectrophotometer
(Labtech International) and the Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies).
qPCR Conditions—qPCR analyses were performed as de-

scribed (30). The primer pairs used for the detection of !Lf
(forward, 5#-AAGCCAGTGGACAAGTTCA-3#; reverse,
5#-GCTTTGTTGGGATTTGTAGTT-3#; annealing tem-
perature, 55 °C), ribosomal protein, large, P0 (34), and
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (forward,
5#-GACCAGTCAACAGGGGACAT-3#; reverse, 5#-AAC-
ACTTCGTGGGGTCCTTTTC-3#; annealing temperature,
55 °C) were purchased from Eurogentec.
Plasmid Construction and Site-directed Mutagenesis—

pGL3-S1Skp1-Luc, pcDNA-!Lf, and p3xFLAG-CMV10-!Lf
were constructed as described (30). p3xFLAG-CMV10 (Sigma)
and pcDNA3.1 (Invitrogen) were used as null vectors. The
Ub-HA expression vector was a gift fromDr. C. Couturier (IBL,
Lille, France). The pcDNA-OGT expression vector was con-
structed using OGT cDNA isolated from the pShuttle-OGT
vector (36) (a kind gift of Dr. J. Hart, The JohnHopkins Univer-
sity School of Medicine (Baltimore, MD)) and further cloned
into the pcDNA3.1 vector. Mutants were generated using the
QuikChange! site-directed mutagenesis kit (Stratagene) with
pcDNA-!Lf as template and primer pairs listed in Table 1. The
constructs in which several sites were mutated were done
sequentially. Following sequencing, the HindIII-NotI digests
were cloned either into pcDNA3.1 for reporter gene assays or
into p3xFLAG-CMV10 for protein experiments.
Reporter Gene Assay—Reporter gene assays were performed

using the pGL3-S1Skp1-Luc reporter vector and the different
pcDNA-!Lf mutant constructs or a null vector as described
(34). Cell lysates were assayed using a luciferase assay kit
(Promega) in a Tristar multimode microplate reader LB 941
(Berthold Technologies). Relative luciferase activities were
normalized to basal luciferase expression and protein con-
tent as described (30) and expressed as a percentage; 100%
corresponds to the relative luciferase activity of !LfWT.
Basal luciferase expression was assayed using a null vector
and was determined for each condition (OGT, okadaic acid
(OA), and glucosamine (GlcNH2)) at each concentration.
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Each experiment represents at least three sets of indepen-
dent triplicates.
In Vivo DNABinding Assays—Chromatin immunoprecipita-

tion (ChIP) and double ChIP (re-ChIP) assays were performed
as described (34, 37) with somemodifications introduced for
re-ChIP. Briefly, ChIP complexes (8 ! 106 cells) were immu-
noprecipitated with M2, RL2, HA tag, or anti-Ser(P) anti-
bodies all used at 1:250 and twice eluted with 100 !l of 1 mM
dithiothreitol for 30 min at 37 °C. After centrifugation,
pooled eluted fractions were diluted 40 times to reduce the
dithiothreitol concentration to 25 !M with ChIP dilution
buffer and then immunoprecipitated with either M2 or rab-
bit anti-IgG (GE Healthcare) or without antibodies. Ampli-

fication conditions of Skp1 and albumin promoters were as
described (34). ChIP or re-ChIP results presented in Fig. 5
correspond to one representative experiment among three.
qPCR was performed only for the ChIP assay. Amplification
was carried out in triplicate (n " 3) in the presence of 2 !l of
purified DNA, primer pairs used to amplify the Skp1 pro-
moter fragment (34), and Brilliant SYBER Green QPCR
Master Mix (Stratagene) according to the manufacturer’s
instructions. Samples were then submitted to 40 cycles of
amplification (denaturation, 30 s at 90 °C; hybridation, 30 s
at 55 °C; elongation, 30 s at 72 °C) in a thermocycler Mx4000
(Stratagene). Data presented in Fig. 5D are expressed as a
percentage of input.

TABLE 1
Names of mutants, amino acid modification, location, and oligonucleotides used for mutagenesis

a Single-letter amino acid codes are used.
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Proteasomal Degradation Assay—Proteasomal activity assay
was performed according to the assay instructions (Chemicon
International) on HEK 293 cell lysates. Lactacystin was used as
a 20 S proteasome inhibitor. Fluorescence data were collected
using a Tristar multimode microplate reader LB 941 (Berthold
Technologies) using 380-nm excitation and 460-nm emission
filters.
Immunoblotting and Immunoprecipitation—Proteins were

extracted from frozen cell pellets in radioimmune precipitation
buffer as described (30). For direct immunoblotting, samples
mixed with 4! Laemmli buffer were boiled for 5 min. 20 !g of
protein from each sample were submitted to 7.5% SDS-PAGE
and immunoblotted. For immunoprecipitation experiments, 1
mg of total protein was preabsorbed with protein G-Sepharose
4 Fast Flow (GE Healthcare). RL2 (1:250), M2 (1:500), or
anti-HA polyclonal (1:100) antibodies were mixed with Protein
G-Sepharose beads for 1 h prior to an overnight incubation
with the preabsorbed lysate supernatant at 4 °C.The beadswere
then washed five times with lysis buffer. Proteins bound to the
beads were eluted with 4! Laemmli buffer and analyzed by
immunoblotting as above. Blots were probed at room temper-
ature with primary antibodies (M2, 1:2000; CTD110.6, 1:3000;
HA.11, 1:4000; anti-Ser(P), 1:500; RL2, 1:2000; and anti-actin,
1:10,000) for 2 h and with either secondary anti-IgG antibodies
conjugated to horseradish peroxidase (GE Healthcare) or
secondary anti-IgM antibodies conjugated to horseradish per-
oxidase (Chemicon International) for 1 h before detection by
chemiluminescence (ECL Advance, GE Healthcare). Each
result in which immunoblots are presented corresponds to one
representative experiment among at least three.
Densitometric and Statistical Analyses—The densitometric

analyses were performed using Quantity One version 4.1
software (Bio-Rad), and acquisition was carried out with a
GS710-calibrated densitometer (Bio-Rad). M2 densitomet-
ric values were normalized to actin and expressed as R "
DM2/Dact. The -fold stability (X) is expressed as this ratio
related to the wild type ratio and to the t0 value as follows for
#LfPEST. X " PESTRt/PESTRt0/

WTRt/WTRt0. All of the statisti-
cal analyses were done using Origin! 7 software (OriginLab
Corp.). Means were statistically analyzed using the t test or
analysis of variance, and differences were assessed at p $
0.05 (*) or p $ 0.01 (**).

RESULTS

Impact of the O-GlcNAc/P Interplay on #Lf Transcriptional
Activity and Stability—Investigation of theO-GlcNAc function
has mainly relied on the manipulation of the hexosamine bio-
synthesis pathway via an increased production of UDP-
GlcNAc, the substrate for OGT (38). Thus, cells exposed to
increased concentrations of GlcNH2 or overexpressing OGT
exhibit enhanced levels of protein O-GlcNAcylation (39). On
the other hand, the use of OA, an inhibitor of PP2A and PP1
phosphatases, is a valuable tool for inducing protein hyper-
phosphorylation (40, 41).
Prior to investigating whether #Lf transcriptional activity is

regulated via O-GlcNAc/P interplay, we first established that
HEK 293 cells possess rapid, inducible O-GlcNAc/P mecha-
nisms at the OGT, GlcNH2 and OA concentrations employed
(42). First of all, we verified that cell viability was not perturbed
(Fig. 1A). At the concentrations usually used in the literature,
such as 40 mM GlcNH2 and 50 nM OA, cell viability was mark-
edly decreased in HEK 293 cells. For this reason, we used lower
concentrations, such as 10 mMGlcNH2 and 10 nMOA, that did
not affect cell viability but at which modulation of the
O-GlcNAc/P status was visible (Fig. 1B). Co-transfection of#Lf
(1 !g DNA/106 cells) and OGT (2.5 !g of DNA/106 cells)
expression vectors did not significantly affect cell viability (Fig.
1A). Fig. 1B shows that #Lf is indeed sensitive to OA and
GlcNH2 or OGT but with opposite effects. Treatment with OA
led to decreased #Lf glycosylation, whereas treatment with
GlcNH2 or co-transfection with OGT increased it. The same
GlcNAcylation pattern was observed using either the RL2 or
the CDT110.6 antibody. This result demonstrates clearly that
#Lf possesses O-GlcNAc site(s). OA treatment, which favors
phosphorylation, decreases the#Lf glycosylation level, suggest-
ing thatglycosylationsite(s)mayexist inbalancewithphosphor-
ylation site(s). Because RNA polymerase II activity is also con-
trolled by this interplay, we next verified that transcription of
#Lf; ribosomal protein, large, P0; or hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase was indeed not altered under OGT,
GlcNH2, or OA treatment (Fig. 1C). Our control experiments
showed that modulation of the O-GlcNAc content does not
impair cell functions at the concentration of OA, GlcNH2, or
OGT we used.
We then investigated #Lf transcriptional activity using

reporter gene assays and a Skp1 promoter fragment containing

FIGURE 1. O-GlcNAc/P interplay regulates !Lf transcriptional activity. HEK 293 cells were incubated with GlcNH2 or OA, or transfected with an OGT
construct (OGT) to assess the impact of the O-GlcNAc/P interplay on #Lf. A, cell viability. Cell viability of 104 HEK 293 was assayed 24 h after GlcNH2 or OA
treatment or after transfection with pcDNA-OGT at 2.5 or 5 !g of DNA/106 cells (n " 9). B, #Lf O-GlcNAcylation status. Treated and untreated 3xFLAG-#Lf-
expressing HEK 293 cell extracts were M2-immunoprecipitated prior to SDS-PAGE and CTD110.6 or RL2 immunodetection. Input was used as the loading
control (n " 3). C, gene expression is not altered under GlcNH2 and OA treatment or OGT overexpression. Poly(A)% RNA was purified from total RNA of
#Lf-expressing cells treated with OGT, GlcNH2, or OA 24 h after transfection and assayed using real-time PCR. RPLPO and hypoxanthine-guanine phosphori-
bosyltransferase are internal controls (n " 3). D–F, #Lf transcriptional activity is modulated by OGT, GlcNH2, or OA treatment. Cells were co-transfected with
pcDNA-#Lf and pGL3-S1Skp1-Luc and incubated with GlcNH2 or OA or co-transfected with pcDNA-#Lf, pcDNA-OGT, and pGL3-S1Skp1-Luc for 24 h prior to lysis.
Relative luciferase activities are expressed as described under “Experimental Procedures” (n " 9). G, the endoproteolytic activity of the proteasome is not
altered under OGT, GlcNH2, and OA treatment. The histograms represent the proteasomal activity assayed by following the fluorescence emitted during the
degradation of a synthetic fluorescent peptide (69). Lactacystin is a proteasome inhibitor (n " 3). H, Ub-dependent degradation of #Lf is GlcNH2-sensitive. Cells
were co-transfected with or without 3xFLAG-tagged #Lf (#Lf-3xFLAG) and Ub-HA vectors, treated or not with GlcNH2, or transfected or not with pcDNA-OGT.
Cells were incubated 2 h with 10 !M MG132 before lysis in order to inhibit proteasomal degradation. Total cell extracts were immunoprecipitated with anti-HA
polyclonal antibodies or used as input. Samples were immunoblotted with M2 (top and bottom) or HA.11 (middle) antibodies. I, #Lf traffic is not affected by
GlcNH2 or OA treatment. Cells were transfected with pEGFP empty or pEGFP-#Lf vector and incubated with GlcNH2 or OA. Fluorescent microscopy was
performed after 4&,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining. Error bars, S.D. IB, immunoblot; IP, immunoprecipitation.
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the !LfRE known to be highly transactivated by !Lf (30). !Lf
transcriptional activity increased in linewithOAconcentration
(Fig. 1D), whereas it decreased in a dose-dependent manner in
the presence of GlcNH2 (Fig. 1E). Thus, when phosphorylation
was augmented, transactivation was increased 6–7-fold com-
pared with controls, whereas when O-GlcNAcylation was
increased in !Lf-expressing cells, transactivation of the Skp1
promoter was strongly reduced. !Lf transcriptional activity
also decreased when cells overexpressed OGT but at a lower
level (Fig. 1F).
Because, as for many transcription factors, !Lf is rapidly

degraded, we next investigated whether its turnover is depen-
dent on both the Ub-proteasome pathway and O-GlcNAc/P
interplay.We first verified that treatment with OA, GlcNH2, or
OGTdid not disturb the proteasome pathway. As shown in Fig.
1G, these treatments did not alter or exacerbate proteasomal
degradation compared with the untreated and lactacystin-
treated conditions. Fig. 1H shows that a ladder of polyubiquiti-
nated!Lf forms is visible (top, lanes 3 and 6).Wenext evaluated
whether O-GlcNAcylation regulates !Lf degradation, and the
intensity of polyubiquitination was indeed decreased in a dose-
dependent manner after GlcNH2 treatment (Fig. 1H, top, lanes
4 and 5) and after OGT overexpression (Fig. 1H, top, lane 7).
Equivalent loadings of Ub-HA protein (Fig. 1H, middle) and
!Lf (Fig. 1H, bottom) were confirmed by immunoblotting.
These data demonstrated that!Lf is more stable in an environ-
ment favoring O-GlcNAcylation.

We further investigated whether
!Lf traffic might be altered, leading
to an exclusive nuclear targeting of
the phosphoform. As previously
described (29, 30), a !Lf-GFP fused
protein localizes predominantly to
the cytoplasm but also to the
nucleus (Fig. 1I, panel 2). Here, we
showed that the subcellular local-
ization of !Lf-GFP was not modi-
fied with either GlcNH2 or OA (Fig.
1I, panels 3 and 4, respectively), sug-
gesting that !Lf traffic is not regu-
lated by the O-GlcNAc/P interplay.
Mapping the Key O-GlcNAc Site

to Ser10—The low abundance of
!Lf, the necessity for producing a
3xFLAG-tagged protein in order to
detect it, and the inherent limitation
of the sensitivity of tritium labeling
render the detection of carbohy-
drate moieties on !Lf and the sub-
sequent mapping of its glycosylated
sites extremely difficult. Therefore,
in order to confirm the presence of
the O-GlcNAc sites and character-
ize their roles, we made a series of
glycosylationmutants in which only
one O-GlcNAc site is preserved,
named !LfS10", !LfS227", !LfS472",
and!LfT559", respectively (Fig. 2A).

!LfM4 (34) and !LfWT were used as controls. !Lf and its glyco-
sylation mutants were then expressed in HEK 293 cells, and
their levels of expressionwere compared. Fig. 2B shows that the
!LfS10" mutant was expressed at the same level as !LfWT

(short exposure time) in contrast to the other mutants (long
exposure time). !LfS227" and !LfS472" were slightly more
expressed than were !LfM4 and !LfT559", which were both
feebly expressed. These data suggest that the post-translational
modifications present on Ser10 may participate in !Lf stability
and that its absence from the other mutants leads to their rapid
turnover.
O-GlcNAcylation was then investigated on the!Lf isoforms.

Because!Lfmutants are feebly produced, we first immunopre-
cipitated !Lf-expressing cell lysates with RL2 in order to accu-
mulate enough O-GlcNAcylated material (Fig. 2C). A reverse
immunoprecipitation was then performed using the M2 anti-
body in order to specifically immunoprecipitate !Lf or its gly-
covariants (Fig. 2D). Fig. 2C shows that !Lf was effectively gly-
cosylated, whereas !LfM4 was not, confirming that no other
O-GlcNAc sites are present on the protein. !LfS10", !LfS227",
and !LfS472" mutants were glycosylated, whereas !LfT559"

was not (Fig. 2C). The reverse immunoprecipitation of the cell
lysates with M2 antibody followed by O-GlcNAc immunode-
tection with the CTD 110.6 antibody (Fig. 2D) confirmed that
!Lf and its !LfS10" mutant were glycosylated, whereas !LfM4

and !LfT559" were not. The O-GlcNAcylated signals corre-
sponding to !LfS227" and !LfS472" mutants that were effec-

FIGURE 2. Post-translational modifications of Ser10 modulate !Lf transcriptional activity and stability.
A, schematic representation of !Lf glycosylated mutant constructs. B, expression of 3xFLAG-!LfWT and its
O-GlcNAcylation mutants. !LfWT and mutant constructs were transfected for 24 h prior to lysis. Whole cell
extract was immunoblotted with either M2 or anti-actin antibodies used as loading control. Development at
two exposure times is shown for M2. C and D, mapping of !Lf O-GlcNAcylated sites. Cells were transfected by
the above constructs and lysed 24 h later. C, lysates were immunoprecipitated with RL2 and immunoblotted
with M2. D, lysates were immunoprecipitated with M2 and immunoblotted with CTD110.6. E, relative luciferase
activity of !Lf and its mutants. Cells were co-transfected with pGL3-S1Skp1-Luc reporter vector and pcDNA-!Lf
(!LfWT) vector or the O-GlcNAc mutant constructs. Relative luciferase activities are expressed as described
under “Experimental Procedures” (n ! 9; **, p # 0.01). Error bars, S.D. IB, immunoblot; IP, immunoprecipitation.
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tively visible when RL2 antibody was used, were poorly visible
for !LfS227" and not visible for !LfS472" when the CTD 110.6
antibody was used. RL2 (43) and CTD110.6 (44) are the two
most commonly used antibodies, with CTD110.6 described as
being the most specific. Therefore, this divergent result may be
due to the fact that both isoforms were too poorly expressed to
be detected or that the Ser472 site was not fully glycosylated.
However, we cannot exclude the possibility that performing the
immunoprecipitation first with RL2 antibodymay favor immu-
noprecipitation of O-GlcNAcylated !Lf partners. Neverthe-
less, both immunoprecipitations confirmed without ambiguity
that !LfS10", !LfS227", and !LfWT mutants were glycosylated,
whereas !LfT559" and !LfM4 were not.

We next assayed the transcriptional activity of the mutants
compared with wild type (WT) (Fig. 2E). The strong transcrip-
tional activity of the glycosylation-null mutant confirmed that
O-GlcNAcylation negatively regulates !Lf activity, as previ-
ously indicated (Fig. 1, E and F). We compared the activity of
mutants in which only one glycosylation site was preserved
with that of !LfM4 in order to evaluate the impact of adding
only one regulatory site at a time. The !LfS227" and !LfS472"

mutants showed transcriptional activities nearly 2-fold greater
than WT and close to that of !LfM4 (Fig. 2E), suggesting that
the presence of either O-GlcNAc or phosphate on these two
sites does not crucially regulate !Lf transcriptional activity.
These sites might be priming sites, as described for phosphor-
ylation, necessary to target OGT or specific kinases to the other
sites and may only be transientlyO-GlcNAcylated. In contrast,
the transcriptional activities of !LfS10" and !LfT559" were
strongly inhibited compared with !LfM4, suggesting that these
two sites are primordial for regulation. The absence of response
of the!LfT559"mutantmight be due to the feeble expression or
rapid degradation of this non-glycosylated and transcription-
ally inactive mutant. However, this may not be the only expla-
nation because the removal of all four glycosylation sites in
!LfM4 leads to a constitutively active isoform. Preliminary
results on the !LfT559" mutant showed that it may compete
with WT for DNA binding (data not shown), and further work
will be necessary to understand the intrinsic role of Thr559.
O-GlcNAc/Pmodifications on the Ser10 site led to a 5-fold inhi-
bition of !Lf transcriptional activity compared with !LfM4 and
2-fold inhibition compared with !LfWT (Fig. 2E). This site
seems therefore to be a crucial target for the regulation of both
!Lf stability and transcriptional activity. We therefore focused
our initial attention on Ser10 and first investigated the impact of
O-GlcNAc/P modifications on !Lf turnover by studying their
relationship with the proteasome pathway.

!Lf Turnover Is Driven through a PEST Motif (Amino Acids
384–404) and Lys379—Short intracellular half-life proteins fre-
quently have a short hydrophilic stretch of amino acids termed
a PEST motif. Phosphorylation of the Ser and/or Thr residues
and ubiquitination, often of the flanking Lys residues, trigger
degradation. Analysis of the !Lf sequence did not allow identi-
fication of a PESTmotif in the Ser10 environment but indicated
one at the C terminus with three nearly contiguous Ser (Ser392,
Ser395, and Ser396) and two flanking Lys (Lys379 and Lys391)
residues as potential targets either for kinase/OGTorUb ligase,

respectively. Alignment of Lf sequences from other species to
this PEST motif shows that the locus is conserved (Table 2).
We evaluated the functionality of the PEST sequence using a

!LfPEST mutant in which the three Ser residues were replaced
by Ala and showed that this mutation leads to a slight increase
in !Lf content of about 40% compared with WT (Fig. 3, A and
B). To measure the !Lf turnover rate indirectly, we performed
incubations (0–150 min) with cycloheximide, a potent inhibi-
tor of de novo protein synthesis (45, 46). The !Lf content of
HEK cells transfected with either !LfWT or !LfPEST constructs
was analyzed following the addition of cycloheximide (Fig. 3C).
Differences in the steady state levels of !Lf were readily appar-
ent after 30 min, which may correspond to the delay necessary
for observing the first effects of cycloheximide treatment (Fig.
3C, panel 1).Mutation of the Ser residues in the PEST sequence
conferred stability on !Lf (Fig. 3C, panel 5). GlcNH2 treatment
of HEK cells transfected with either !LfWT or !LfPEST con-
structs was also performed (Fig. 3C, panels 3 and 7, respec-
tively), and OGT was coexpressed with !LfWT (Fig. 3C, panel
9). Actin, which is stable under the same experimental condi-
tions, was used as an internal control (Fig. 3C, panels 2, 4, 6, 8,
and 10). Densitometric data are expressed as -fold stability as
described under “Experimental Procedures” (Fig. 3D). Invalida-
tion of the PEST sequence led to a 5–6-fold gain in stability and
confirmed that this sequence is determinant for !Lf degrada-
tion. GlcNH2 treatment or OGT overexpression led to a 2- or
3-fold increase in !LfWT stability, respectively, compared with
controls, visible at 90 min, confirming that increasing
O-GlcNAcylation protects !Lf from degradation. However,
when !LfPEST-expressing cells were submitted to the GlcNH2
treatment, the stability of !LfPEST was not significantly differ-
ent in the presence or absence ofGlcNH2 suggesting thatmuta-
tion of the PEST sequence is sufficient to confer stability on
!Lf. Moreover, these results also suggest that these two events
could be linked because, if they were independent, a greater
stability of the!LfPEST isoform should be visible in the presence
of GlcNH2.

TABLE 2
Alignment of !Lf PEST sequence to lactoferrin sequences from
different species

a Single-letter amino acid codes are used; the PEST sequence of!Lf predicted using
the PESTfind software (EMBnet Austria) is in boldface type; italic boldface letters
indicate the Ser residues within the putative PEST sequence in Lf from different
species; the Ub-targeted Lys residue is underlined in the !Lf PEST sequence.
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We next studied the invalidation of the PEST sequence on
the !LfM4 mutant. This mutant is detected at low levels in
transfected cells, indicating that it is either feebly expressed or
rapidly degraded (Fig. 2B). Fig. 3E shows that this invalidation
increased !LfM4 stability and rendered this mutant more resis-
tant to proteasomal proteolysis. We further investigated
whether a particular Ser within the PESTmotif was involved in
this process using a series of single Ser mutants (Table 2).
Whatever the Ser mutated, !Lf expression was identical, sug-
gesting that the three Ser residues were equivalent phosphory-
lation targets due to their proximity (Fig. 3E). Moreover, pre-
diction results for putative phosphorylation sites using the
NetPhos 2.0 server (CBS.DTU; available on the World Wide
Web) also emphasized these three Ser residues as kinase tar-
gets, albeit with a higher score for Ser396 (Ser392, 0.766; Ser395,
0.789; Ser396, 0.977).

We then studied whether !Lf-mediated ubiquitination
occurs predominantly through Lys379- or Lys391-linked chains
by constructing a series of mutants in which residue 379 or 391
was mutated to Ala either in !Lf or !LfM4. The K379A muta-
tion led to a slightly increased expression level of !Lf and com-
pletely restored stability to !LfM4 compared with controls,
whereas the K391A mutation had no effect on the !Lf expres-
sion level and only slightly increased expression of !LfM4 (Fig.
3F). This result confirms that the flanking Lys379, which is
highly conserved among species (Table 2), is involved in !Lf
turnover and suggests that it is themajor poly-Ub acceptor site.
We next verified that ubiquitination of !Lf is indeed Lys379-
linked. Fig. 3G shows that polyubiquitination was strongly vis-
ible on !LfWT (top, lane 3), was lower on !LfPEST (lane 4) and
!LfK391Amutants (lane 6), was poorly visible on!LfK379A (lane
5), andwas not at all visible on the doublemutant!LfKK (lane 7)
in which both Lys residues were mutated. Control levels of
ubiquitination and!Lf expression are shown in themiddle and
lower panels, respectively (Fig. 3G). These data confirmed that
the Lys379 residue corresponds to themain Ub ligase target and
that Lys391 corresponds to a minor site. We next investigated
which type of relationship may exist between the functional
PEST sequence at the C terminus and the O-GlcNAc/P site at
the N terminus.
O-GlcNAcylation of Ser10 Protects !Lf from Poly-

ubiquitination—To determine whether !Lf protein stability
was controlled via an O-GlcNAc/P switch on Ser10, other
mutantswere constructed (Fig. 4A), such as the!LfS10Amutant
that has only the Ser10 residuemutated and the!LfS10Dmutant
in which an Asp residue was introduced in place of Ser in order

to mimic constitutive phosphorylation as described previously
(47, 48). Immunoblotting of the different mutants with M2
antibodies is presented in Fig. 4B. !LfS10A and !LfS10" had
expression levels similar to that ofWT, whereas!LfS10D had an
extremely short half-life (Fig. 4C), suggesting that thismutant is
an interesting tool for studying degradation of the !Lf phos-
phoform. Due to the absence of Ser10, !LfS10A was expected,
like the !LfM4, !LfT559", !LfS227", and !LfS472" mutants (Fig.
2B), to be less stable thanWT. In!LfS10A, only Ser10 ismutated.
Therefore, the stability of !LfS10A might be due to the other
sites, which could be used as “protecting sites” in the absence of
Ser10.

The turnover of these different Ser10mutants comparedwith
WTand actin (internal control) is shown in Fig. 4C. Differences
in the steady state levels of !Lf and !LfS10" mutant were
readily apparent around 30–60 min and strongly visible after
90 min (Fig. 4C, panels 1 and 5). Invalidation of the Ser10 site in
!LfS10A resulted in a markedly prolonged half-life (Fig. 4C,
panel 3). Comparable results were obtainedwhen cells express-
ing!LfS10" were cultured in the presence of GlcNH2, confirm-
ing the crucial role ofO-GlcNAcylation in!Lf stability (Fig. 4C,
panel 7). Interestingly, !LfS10D had a faster turnover rate com-
pared withWT (panel 9), indicating that mimicking phosphor-
ylation at this locus triggers degradation. Fig. 4D summarizes
the densitometric data of the !Lf immunoblots expressed as
-fold stability, as described under “Experimental Procedures.”
!LfS10", which could be either phosphorylated or glycosylated,
was slightly more stable than WT (1.5-fold), whereas the same
mutant expressed in hyper-O-GlcNAcylation conditions was
4-fold more stable than WT. Interestingly, the mutation of
Ser10 to Ala also led to !Lf stability (3.5-fold compared with
WT), which suggests that stability is not due to the presence of
the O-GlcNAc moiety but to the absence of the phosphate
group. Mimicking phosphate at Ser10 in the !LfS10D mutant
shortened its half-life. From these experiments, we conclude
that phosphorylation at Ser10 accelerates !Lf degradation,
whereas O-GlcNAcylation at Ser10 controls its stability, con-
firming the existence of a strong link between theO-GlcNAc/P
interplay and the Ub degradation pathway.
We next investigated whether ubiquitination of !Lf is linked

to Ser10 phosphorylation. Fig. 4E shows that polyubiquitination
wasmarked on!LfWT and!LfS10" (top, lanes 3 and 4), whereas
it was reduced on !LfS10A (lane 5). Control levels of ubiquiti-
nation and !Lf expression are shown in themiddle and bottom
panels (Fig. 4E). Unfortunately, the high turnover rate of the

FIGURE 3. Ub-dependent !Lf degradation is mediated through a PEST sequence at the C terminus and Lys379 and is inhibited by O-GlcNAcylation.
A and B, deletion of the PEST sequence slightly increases !Lf stability. HEK 293 cells were transfected with either !LfWT or !LfPEST constructs for 24 h. Total
protein extracts were immunoblotted with M2. C, modulation of !Lf half-life by O-GlcNAcylation. Cells were transfected with either !LfWT or !LfPEST and
GlcNH2-treated or cotransfected with the OGT-construct or not and then incubated with fresh medium supplemented by 10 !g/ml cycloheximide for the
indicated time 24 h after transfection. Total protein extracts were immunoblotted with either M2 or anti-actin antibodies. D, data are expressed as -fold stability
as described under “Experimental Procedures.” *, p # 0.05. E, the three Ser residues of the PEST sequence are equivalent. Mutation of Ser residues was done on
the 3xFLAG-!LfM4 construct as template. Cells were transfected by the different constructs, and 24 h after transfection, total protein extracts were immuno-
blotted with either M2 or anti-actin antibodies. F, mutation of Lys379 rather than of Lys391 inhibits degradation. 3xFLAG-!Lf and 3xFLAG-!LfM4 constructs were
used as template to obtain Lys379 and Lys391 mutants. Cells were transfected by the different constructs, and 24 h after transfection, total protein extracts were
immunoblotted with either M2 or anti-actin antibodies. G, Lys379 is the main Ub-ligase target. HEK 293 cells were co-transfected with or without the 3xFLAG-!Lf
constructs and the Ub-HA-expressing vector for 24 h and then incubated with a 10 !M concentration of the proteasomal inhibitor MG132 for 2 h prior to lysis.
Total cell extracts were immunoprecipitated with anti-HA polyclonal antibodies or used as input. Samples were immunoblotted with M2 (top and bottom) or
with HA.11 (middle) antibodies. Error bars, S.D. IB, immunoblot.
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!LfS10D mutant or of !LfWT under OA treatment precluded
the observation of a polyubiquitination signal (data not shown).
In conclusion, our data showed that !Lf turnover is driven

through a PEST sequence located at the C terminus with poly-
ubiquitination occurring mainly at Lys379. We also demon-
strated that the degradation process is regulated via the O-
GlcNAc/P interplay, which targets Ser10. As a glycoform,!Lf is
stable, whereas as a phosphoform, it is sensitive to degradation.
Since proteasomal degradation is triggered by phosphorylation,
we suggest that phosphorylation of Ser10 favors phosphoryla-
tion of the PEST sequence, whereas O-GlcNAcylation of Ser10
prevents it.
Phosphorylation at Ser10 Controls !Lf Transcriptional

Activity—Because OA treatment increases !Lf transcriptional
activity, we next questioned whether the phosphoform might
be responsible for gene transactivation. Using immunoprecipi-
tationwith theM2 antibody and probing the resulting blot with
an anti-Ser(P) antibody, we studied the phosphorylation status
of !Lf (Fig. 5A, left). Phosphatase treatment markedly abro-
gated the phosphorylation signal, confirming antibody specific-
ity (right). Immunoblotting (Fig. 5A) showed that !Lf and its
Ser10mutants exist as phosphoforms.Thedecreasedphosphor-
ylation signals observed under GlcNH2 treatment confirm that

phosphorylation and O-GlcNAcylation may alternate on some
of the sites. Therefore, the weaker phosphorylation signal
observed with the hyperglycosylated !LfS10" isoform (lane 9)
compared with control (lane 5) strongly suggests that the O-
GlcNAc/phosphorylation interplay targets the Ser10 site. How-
ever, because!LfM4 is phosphorylated,!Lf is also phosphorylated
on sites different from theO-GlcNAc/P interplay sites.
We next performed gene reporter analyses as described

above and investigated whether phosphorylation at Ser10 con-
trols !Lf transcriptional activity. Fig. 5B shows that, compared
with !LfWT, !LfS10" transcriptional activity was inhibited
2-fold as in Fig. 2E, whereas the transcriptional activity of
!LfS10A was increased 1.5–2-fold, and that of !LfS10D was
increased 4.5–5-fold. The prevention of glycosylation of Ser10
favored transcription, suggesting that O-GlcNAcylation at this
site inhibits !Lf transcriptional activity. Mimicking phosphor-
ylation at Ser10 rendered!Lf evenmore active than!LfM4 (Fig.
2E) and strongly suggests that the presence of a phosphate
group on this site favors transactivation (Fig. 5B). This result
reinforces the status of !LfS10D as a constitutive phosphory-
lated mutant. Because Ser10 is present in a basic environment
(1MRKVRGPPVSCIKR14) within a putative truncated DNA-
binding domain, we constructed a !Lf!1–14 mutant in which

FIGURE 4. Ser10 posttranslational modifications control !Lf turnover; O-GlcNAc confers stability, whereas phosphorylation triggers degradation.
A, schematic representation of the Ser10 mutant constructs. B, total protein extract of HEK 293 cells expressing 3xFLAG-!Lf or its Ser10 mutant constructs was
immunoblotted with M2 or anti-actin antibodies. C, O-GlcNAc posttranslational modification at Ser10 increases !Lf stability. Transfected cells were incubated
24 h posttransfection with fresh medium supplemented with 10 !g/ml cycloheximide. !LfWT and !LfS10" transfected cells were incubated with or without
GlcNH2. Cell lysates were immunoblotted with M2 or anti-actin antibodies. D, the graph data are expressed as -fold stability as described under “Experimental
Procedures” (n # 5; *, p $ 0.05). E, invalidation of Ser10 protects against Ub-dependent degradation. Cells were transiently co-transfected with or without the
3xFLAG-tagged !Lf or Ser10 mutant contructs and the Ub-HA expression vector for 24 h and then incubated with 10 !M MG132 for 2 h prior to lysis. Total cell
extracts were immunoprecipitated with anti-HA polyclonal antibodies or used as input. Samples were immunoblotted with M2 (top and bottom) or with HA.11
antibodies (middle). Error bars, S.D. IB, immunoblot; IP, immunoprecipitation.
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the first 14 amino acid residues were deleted. Surprisingly, this
deletion did not affect!Lf transcriptional activity (Fig. 5B), sug-
gesting that the !Lf DNA-binding domain must be located at
the hinge region (31, 32). Because O-GlcNAcylation and phos-
phorylation might occur on neighboring sites, we screened the
vicinity of Ser10 and identified Ser16 that might be used as a
replacement target by kinases. We therefore constructed a

!LfS16D mutant in order to mimic
phosphorylation at this site. Expres-
sion of this mutant led to a basal
expression level of the reporter gene
(Fig. 5B), showing that constitutive
phosphorylation at this locus does
not lead to increased transactiva-
tion as for!LfS10D and does not take
over when the major acceptor site is
invalidated, confirming the key role
of Ser10.

Because !Lf transcriptional activity
is altered by O-GlcNAcylation at
Ser10 and an OGT!OGA complex
has been described in the vicinity of
transcription factors bound to their
response elements (8, 9), we next
considered whether glycosylated
!Lf binds DNA. Using a ChIP assay
we investigated the binding of the
different Ser10 mutants compared
with WT. As shown in Fig. 5C, spe-
cific ChIP PCR products were
detected for eachmutant. It is inter-
esting to note that the PCR product
signals for !LfWT and !LfS10" were
equivalent, whereas treatment with
GlcNH2 led to a weaker signal for
both, suggesting that fewer pro-
moter sites were occupied. Because
!LfWT and !LfS10" were equiva-
lently expressed (Fig. 4B) even
under GlcNH2 treatment (Fig. 1, B
andC, respectively), we suggest that
glycosylation inhibits binding to
DNA and that among the !Lf intra-
cellular pool, only the Ser10 phos-
phoforms bind!LfRE.These results
were confirmedby the detection of a
PCR product signal comparable
with that of WT for !LfS10D, which
was poorly expressed but extremely
active (Fig. 4B), suggesting that a
large proportion of !LfS10D binds
!LfRE (Fig. 5C). The detection of a
weaker signal for !LfS10A, which
was expressed similarly to WT,
shows that without phosphoryla-
tion and glycosylation at Ser10, !Lf
still binds DNA, but its capacity to
occupy promoter sites is reduced.

Real time PCR was next performed to quantify promoter site
occupancy (Fig. 5D). The qPCR data confirmed the PCR results
except that promoter site occupancy for !LfS10" and !LfS10D
was twice as high as that of WT. Treatment with GlcNH2 led
to a 0.5-fold promoter site occupancy compared with WT,
confirming that favoring GlcNAcylation prevents DNA
binding.

FIGURE 5. O-GlcNAcylation at Ser10 negatively controls DNA binding and !Lf transcriptional activity.
A, !Lf is a phosphorylated protein. HEK 293 cells were transfected by different !Lf constructs in the presence
or not of GlcNH2 for 24 h prior to lysis. M2 immunoprecipitates were immunoblotted with anti-Ser(P), and as a
loading control, input was immunoblotted with M2 (left). Phosphatase treatment (1 unit/IP) confirms anti-
phosphate antibody specificity (AP, right). B, relative luciferase activity of !Lf and its O-GlcNAc mutants. HEK
293 cells were co-transfected with pGL3-S1Skp1-Luc vector and pcDNA3.1-!LfWT or Ser10 mutant constructs.
Relative luciferase activities are expressed as described under “Experimental Procedures” (n ! 9; **, p # 0.01).
C and D, O-GlcNAcylation inhibits DNA binding. The in vivo binding of !Lf and its Ser10 mutants to the Skp1
promoter fragment was examined in HEK 293 cells treated or not with GlcNH2 (n $ 3). Cross-linked DNA-!Lf
complexes were immunoprecipitated, and precipitated DNA fragments were PCR-amplified (C) or real time
PCR-amplified (D) with specific primers covering the !LfRE present in the Skp1 promoter. The PCR-amplified
DNA purified from the sonicated chromatin was used as input and loading control. ChIP assays were performed
using M2, anti-rabbit IgG antibodies as a nonspecific control (irrelevant; IR) and without antibody (NIP). Ampli-
fication of the albumin promoter region was used as a negative control. E, !Lf transactivation complex is not
O-GlcNAcylated. Re-ChIP was performed as above for the ChIP assay with some modifications. The first immu-
noprecipitation was performed using M2, RL2, anti-Ser(P) or anti-HA antibodies. Then, prior to reversal of
protein-DNA cross-linking, the chromatin fragments were subjected to reprecipitation using M2, irrelevant
antibody, or no antibodies (n $ 3). Error bars, S.D. IB, immunoblot; IP, immunoprecipitation.
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In addition, we performed a re-ChIP assay to investigate
whether !Lf or a !Lf-associated transcriptional complex binds
to the endogenous human Skp1 promoter in vivo as a phospho-
form.Moreover, since the half-life of!Lf is short as a phospho-
form, we studied the possibility that !Lf also exists as a ubiq-
uitinated isoform on DNA. Using a re-ChIP assay, we showed
that phosphorylated and ubiquitinated but not O-GlcNAc !Lf
complexes were specifically co-localized on the Skp1 promoter
fragment (Fig. 5E). The slight amplification observed in panel 1
(NIP and IR) might be due to the fact that the two immunopre-
cipitations were performed with the same antibody, increasing
the background level. Our results clearly demonstrate that
phosphorylated and/or ubiquitinated !Lf or !Lf associated
with phosphorylated and/or ubiquitinated proteins specifically
binds the Skp1 promoter segment with close proximity in vivo,
whereas glycosylated !Lf or !Lf associated with glycosylated
proteins does not. Because !Lf is ubiquitinated at Lys379 and
phosphorylated at Ser10, we suggest that these two post-trans-
lational modifications might be concomitantly present on !Lf
bound to DNA and may both be determinant in its activity.
Further work will have to be done to demonstrate such a part-
nership, and for that, specific antibodies against the phospho-
Ser10 or the Ub-Lys379 or poly-Ub-Lys379 will be obtained.

DISCUSSION

O-GlcNAc/P modification of transcription factors modu-
lates their transcriptional activity by regulating their turnover,
traffic, binding to DNA, or cofactor recruitment. !Lf is a tran-
scription factor controlling the expression of key molecular
actors and as such should be highly regulated. In this study, we
demonstrated that it is alternatively O-GlcNAcylated or
O-phosphorylated at Ser10 and that these two alternative mod-
ifications play distinct roles in modulating its turnover and
transcriptional activity.
The concentration of transcription activators and the rate of

their degradation are under the control of the proteasome, and
there is direct evidence that a switch betweenO-GlcNAcylation
and phosphorylation regulates the process. Phosphorylation
drives proteins to degradation via the capping of PESThydroxyl
groups, whereas O-GlcNAcylation hinders it mainly by com-
peting for and masking these hydroxyl groups from kinases.
Numerous proteins, such as the transcription factor Sp1 (14),
the estrogen receptor (49), the eukaryotic initiation factor
eIF2a-p67 (50), or p53 (16), are protected from proteasomal
degradation byO-GlcNAcylation. Here, we show that!Lf has a
short half-life compatible with its function and is stabilized
when Ser10 is O-GlcNAcylated. Moreover, we showed that
Ser10 is not present within a phosphodegron, which is a recog-
nition signal for Ub ligases. The !Lf degradation motif
(391KSQQSSDPDPNCVD404) is conserved in Lf from different
species, and themutation of all three Ser residues led to increased
stability of the protein, clearly confirming the functionality of this
motif. Mutation of each Ser separately indicated that they behave
similarly, suggesting that they are equivalent targets of kinases due
to their proximity, but we do not knowwhether they are also sub-
stituted with GlcNAc moieties. YinOYang l.2 server predictions
indicated Ser292 and Ser395 as OGT targets but with low scores.
The !LfM4 isoform is not glycosylated, suggesting that no further

glycosylation sites are present, but we cannot exclude glycosyla-
tion of the PESTmotif only when Ser10 is glycosylated or the pos-
sibility that the!LfM4 isoform, which is extremely unstable, exists
only as a phosphorylated PEST isoform.
We next investigated Ub targets by mutating lysine residues

neighboring the PEST motif and demonstrated that !Lf ubiq-
uitination occurs on Lys379 and Lys391 with Lys379 as the main
target. The!LfKK double mutant was devoid of Ub, confirming
that only these two residues are involved. The formation of Ub
ladders observed with !LfK379 and !LfK391 also revealed that,
despite the possibility of its multimonoubiquitination, !Lf
undergoes polyubiquitination. Unexpectedly, the !LfPEST
mutantwas still ubiquitinated, suggesting the existence of other
degradation motifs. !Lf is involved in S phase control and
should be ubiquitinated via the SCF complex, but it is possible
that another complex, such as anaphase promoting complex/
cyclosome, might be involved. Interestingly, !Lf possesses a
475RSNLCAL491 sequence, which may behave as a potential
RXXLXX(L/I/V/M) D-boxmotif (ELMD-box entry), the target
of anaphase promoting complex/cyclosome (51). The presence
of two degradation motifs suggests that !Lf may be degraded
throughout the cell cycle. Nevertheless, further work has to be
done in order to prove the functionality of this D-box.
The relationship linking O-GlcNAcylation and the Ub path-

way has not yet been elucidated. Although Yang et al. (16) dem-
onstrated thatO-GlcNAcylation inhibits ubiquitination of p53,
a recent study by Guinez et al. (21) shows that O-GlcNAc and
Ub can coexist on the same protein and suggests that the
Ub/O-GlcNAc ratio may send proteins either to destruction or
repair. Here, we demonstrated that enhancement of the
O-GlcNAc status within the cells inhibited !Lf ubiquitination,
and the absence of Ser10 as in the !LfS10A mutant was accom-
panied by a decrease in polyubiquitination, suggesting that this
modification of !LfS10" and !LfWT only occurs on the phos-
phoforms. Phosphorylation at Ser10, by acting through the cre-
ation of a negatively charged region and/or the triggering of
transient conformational changes,may lead to phosphorylation
at the PEST locus, conferring a priming site role on Ser10.
The O-GlcNAc/P interplay also modulates transcriptional

activity. O-GlcNAcylation directly activates FoxO1 (52), p53
(53, 54), and NF-!B (55) and Sp1 indirectly via cofactors (14,
15), whereas it inhibits c-Myc (24) andmouse estrogen receptor
" (49). In this work, we have demonstrated that GlcNAcylation
inhibits !Lf transcriptional activity, whereas phosphorylation
activates it, and that Ser10 is central to this regulation. An
absence of modification at Ser10 leads to gene transactivation,
whereas phosphomimetism increases it, confirming the inhib-
itory role of glycosylation. Because the expression of !LfS10" is
much greater than that of !LfS10D, we suggest that !Lf exists
normally in the cell as a pool of stable but inactive glycoforms
that, under appropriate stimuli, become activated by phos-
phorylation and sensitive to degradation. However, another
explanation is that only the phosphoform is present in the
nucleus. Nucleocytoplasmic traffic may be regulated via
O-GlcNAcylation because the modification of the O-GlcNAc
status leads to a change in the cellular distribution of Tau (56),
Alpha4, and Sp1 (57) but does not influence Stat5a traffic (58).
Here, we showed that !Lf-GFP traffic was not affected by
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GlcNH2 or OA treatment. But even if the nucleocytoplasmic
traffic is not governed by the O-GlcNAc/P interplay, because
the OGT!OGA complex and kinases are present within both
compartments (59, 60), nuclear !Lf might exist only as a
phosphoform.
Phosphorylated transcription factors are usually more

competent to bind DNA and activate transcription than their
non-phosphorylated counterparts, but there is direct evi-
dence for the involvement of O-GlcNAcylation. PDX-1
O-GlcNAcylation increases its ability to bind DNA (61) and
enhances p53 DNA binding by hiding an inhibitory domain at
the N terminus (54). O-GlcNAcylation of HIC1 does not affect
its specific DNA binding (62), and whatever the modifications
present on Stat5, it binds its response element similarly (58).
However,O-GlcNAcylation at the C terminus of Sp1 abolishes
homopolymerization and dramatically affects its function (15).
In this study, we demonstrated that in vivo !Lf binding to
!LfRE occurred with the unmodified or the phosphomimetic
Ser10 isoform but decreased when O-GlcNAcylation was
increased, suggesting that the glycoform is unable to bindDNA.
!LfS10A boundDNA and transactivated transcription at a basal
level, but given the dynamic nature of the O-GlcNAc/P inter-
play, it is doubtful whether an unmodified !Lf isoform exists.
Nevertheless, we can infer that transactivation by !Lf is a two-
step process, starting at a basal level and increasing with phos-
phorylation, as depicted in Fig. 6. Moreover, using the re-ChIP
assay, we were able to show that the !Lf transcriptional com-
plex linked to !LfRE is phosphorylated. Our data demonstrate
that O-GlcNAcylation at Ser10 inhibits DNA binding, whereas
phosphorylation favors it and promotes transactivation.
The O-GlcNAc/P content fluctuates during cell cycle pro-

gression. A recent study showed that increasingO-GlcNAc lev-
els induces a slowing down of both S andG2/Mphases, whereas
a reduced O-GlcNAc level impairs the G1/S checkpoint transi-

tion (63). Because temporal control of Ub-proteasome-medi-
ated protein degradation is critical for normal G1 and S phase
progression, !Lf modifications may switch between glycosyla-
tion and phosphorylation, depending on the cell cycle phase.
Progression of the cell cycle requires degradation of cyclins and
cyclin inhibitors. At the G1/S check point, Skp1, one of the
targets of !Lf, is involved in the process when associated with
the SCF complex (64, 65). Thus, O-GlcNAcylation of !Lf,
by down-regulating Skp1 expression, may alter SCF activity,
whereas phosphorylation of !Lf may increase it. Regulation of
the transcriptional activity of!Lf by theO-GlcNAc/P interplay
may therefore modulate the Ub-proteasome-mediated degra-
dation of cell cycle regulators. Furthermore, we demonstrated
that !Lf is itself ubiquitinated; thus, its turnover could be reg-
ulated by feedback control via overexpression of Skp1. On the
other hand, ubiquitination also occurs on the !Lf!DNA com-
plex. Modification by Ub is not only a destruction signal but
also determines membrane receptor internalization, sorting at
the endosomal compartment, activation of DNA repair, or
transactivation of transcription factors, such as c-Myc and
SRC-3 (66–68). As an example, SRC-3 is first activated bymulti-
(mono)ubiquitination and then polyubiquitinated prior to degra-
dation. Therefore, !Lf might require concomitant preubiquitina-
tion and phosphorylation as a transcriptional activation signal
before being degraded as a polyubiquitinated isoform.
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REVIEW / SYNTHÈSE

Delta-lactoferrin, an intracellular lactoferrin
isoform that acts as a transcription factor1

Christophe Mariller, Stephan Hardivillé, Esthelle Hoedt, Isabelle Huvent,
Socorro Pina-Canseco, and Annick Pierce

Abstract: Delta-lactoferrin (DLf) is a transcription factor of which the expression is downregulated in cancer. It is a healthy
tissue marker and a high expression level of its transcripts was correlated with a good prognosis in breast cancer. DLf re-
sults from alternative promoter usage of the hLf gene leading to the production of 2 isoforms with alternative N-termini: lac-
toferrin, which is secreted, and DLf, its nucleocytoplasmic counterpart. DLf possesses antiproliferative properties and
induces cell cycle arrest. It is an efficient transcription factor interacting in vivo via a DLf response element found in the
Skp1, Bax, DcpS, and SelH promoters. Since DLf possesses different target genes, modifications in its activity or concentra-
tion may have crucial effects on cell homeostasis. Posttranslational modifications modulate DLf transcription factor activity.
Our earlier investigations showed that O-GlcNAcylation negatively regulates DLf transcriptional activity, whilst inhibiting
its ubiquitination and increasing its half-life. On the other hand, phosphorylation potentiates DLf transcriptional activity. Re-
cently, we showed that DLf is also modified by SUMOylation. Therefore, cooperation and (or) competition among SUMOy-
lation, ubiquitination, phosphorylation, and O-GlcNAcylation may contribute to the establishment of a fine regulation of
DLf transcriptional activity depending on the type of target gene and cellular homeostasis.

Key words: delta-lactoferrin, prognostic factor, antitumoral agent, transcription factor, posttranslational modifications.

Résumé : La delta-lactoferrine (DLf) est un facteur de transcription dont l’expression est régulée à la baisse dans le cancer.
Elle constitue un marqueur du tissu sain et le haut niveau d’expression de ses transcrits est corrélé à un bon pronostic dans
le cancer du sein. La DLf résulte d’une utilisation alternative du promoteur du gène hLf qui conduit à la production de
deux isoformes possédant des extrémités N-terminales alternatives : la lactoferrin, qui est secrétée, et la DLf, la contrepartie
nucléocytoplasmique. La DLf possède des propriétés anti-prolifératives et induit l’arrêt du cycle cellulaire. C’est un facteur
de transcription efficace qui interagit in vivo avec un élément de réponse au DLf trouvé dans les promoteurs de Skp1, Bax,
DcpS et SelH. Puisque DLf possède différents gènes cibles, des modifications de son activité ou de sa concentration peuvent
avoir des incidences importantes sur l’homéostasie cellulaire. Des modifications post-traductionnelles modulent l’activité du
facteur de transcription DLf. Nos recherches antérieures ont montré que la O-GlcNAcylation régule négativement l’activité
transcriptionnelle de DLf, pendant qu’elle inhibe son ubiquitination et augmente sa demi-vie. D’un autre côté, la phosphory-
lation stimule l’activité transcriptionnelle de la DLf. Nous avons montré récemment que la DLf est aussi modifiée par SU-
MOylation. En conséquence, la coopération et (ou) la compétition entre la SUMOylation, l’ubiquitination, la
phosphorylation et la O-GlcNAcylation peut contribuer à établir une régulation fine de l’activité transcriptionnelle de la
DLf selon le type de gènes cibles et l’homéostasie cellulaire.

Mots‐clés : delta-lactoferrine, facteur pronostique, agent anti-tumoral, facteur de transcription, modifications
post-traductionnelles.
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Introduction
Delta-lactoferrin (DLf) is a truncated intracellular isoform

of lactoferrin (Lf) that was described as a transcript for the
first time in 1997 in human tissue (Siebert and Huang
1997). In this review, we will summarize our current under-
standing of the DLf structure function relationship. Its re-
stricted expression and regulation of processes such as cell
cycle progression, apoptosis, and mRNA decay suggest that
DLf may belong to the tumor suppressor family.
The Lf gene is present in mammals (Baldwin 1993) and

derives from a duplication of the transferrin gene. It is
mapped to human chromosome 3 at 3q21.3 (McCombs et al.
1988), has a total length of 29 kbp (Siebert and Huang 1997;
Kim et al. 1998), and is fragmented into 17 exons from 48 to
210 bp and 16 introns of 300 bp to 3.3 kbp. It possesses 2
promoter regions with the P2 promoter located in the first in-
tron of the Lf gene (Liu et al. 2003). Activation from the P1
promoter leads to the synthesis of the secreted Lf and from
the alternative P2 promoter to DLf. Therefore, there are 2
transcripts derived from the human Lf gene, Lf mRNA and
DLf mRNA. Both messengers have in common exons 2 to

17 and differ only in their first exon (Siebert and Huang
1997; Liu et al. 2003). Indeed, the use of the P2 promoter
leads to the replacement of exon 1 by exon 1b, longer by
~100 bp. Translation begins at exon 2 and leads to a protein
identical to Lf that lacks the leader sequence and the first 26
amino acid residues (Siebert and Huang 1997). DLf is, there-
fore, a 73 kDa intracellular protein in which the Lf N-terminus,
involved in binding to receptors and in bacterial killing
functions (Ward et al. 2005; Legrand et al. 2008), is re-
moved, explaining why DLf acts differently from Lf and is
not involved in antimicrobial activities and immunomodula-
tion. Until now DLf expression seems specifically restricted
to humans but we are currently investigating its presence in
other species (S. Hardivillé, personal communication 2011).

Structural features of ΔLf
The 3-D structure of DLf remains to be established, but,

as its sequence is identical to the secretory Lf minus the 25
N-terminal amino acid residues, many of the structural fea-
tures of DLf can be speculated on the basis of the knowledge
acquired from the Lf 3-D structure.

Fig. 1. Polypeptide folding of D-lactoferrin (DLf). (A) The structure of DLf has been created using coordinates from Lf crystallographic data
(Anderson et al. 1987) and plotted using UCSF Chimera 1.5.3 (Pettersen et al. 2004). The surface displays a solvent-excluded molecular sur-
face with a contact probe radius of 1.4 Å. (B) N-terminal end of Lf (residues 1–58 in human Lf) with a diameter proportional to the B-factor.
(C) N-terminal end of DLf (residues 1–33 in human DLf) with the same representation.
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The structure of Lf was first determined by Anderson et al.
(1987). Its unique polypeptide chain contains 691 amino
acids folded in 2 globular lobes. These 2 lobes result from
an internal duplication, and the N-terminal lobe (residues 1–
333) shares ∼40% sequence identity with the C-terminal lobe
(residues 345–691). The linker between the 2 lobes is consti-
tuted by a short alpha helix (residues 334–344). Lf itself also
shares ∼60% sequence identity with hTf. Lf is also character-
ized by its high pI (>9) reflected by its electrostatic potential
surface distribution. Positive charges are mainly clustered at
the N-terminal end (specifically residues 1–7 and 13–30 of
the first helix) (Baker 2005) and in the interlobe region
(Baker et al. 2002). This region of the protein is a proposed
binding site for DNA, lipopolysaccharides, heparin, and gly-
cosaminoglycans (Mann et al. 1994; van Berkel et al. 1997).
Lf is also well known for its iron-binding ability. It was

shown to reversibly bind iron as Fe3+ with a KD of ∼10–22
mol/L. This binding is dependent on the synergistic action of
one carbonate anion with the amino acids of the binding site
(Aisen and Leibman 1972; Anderson et al. 1989). Fe3+ bind-
ing and release is associated with the closing or opening of
the 2 domains of each lobe over the bound Fe3+. This release
is triggered by lowering the pH to 3–4.
As they share identical sequences, Lf and DLf are assumed

to exhibit a similar conformation. The main difference be-
tween them resides in the absence of the first 26 amino acids
that are of great significance in the structure and properties
of Lf. The N-terminal residues 1–5 of Lf extend out from
the surface of the protein and have been demonstrated to be
highly flexible (Fig. 1, panel B) (Baker and Baker 2009).
This N-terminal end also contains a large proportion of basic
residues (Fig. 2, panel B) mainly located in the first 5 resi-

Fig. 2. Electrostatic potential surface of DLf. (A) The electrostatic potential surface of DLf has been calculated by solving the Poisson–
Boltzmann equation using DelPhi (Rocchia et al. 2002). Surfaces are colored according to electrostatic projections at a level of +10 (blue)
and –10 (red) kT/e, where k is Boltzmann’s constant, T is the absolute temperature, and e is the magnitude of the electron charge. (B) Mag-
nification of the N-terminal domain of Lf electrostatic potential surface of Lf. (C) Same representation but for the N-terminal domain of DLf.
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dues and the C-terminal end of helix 1 (residues 27–30). This
strong basic characteristic of the Lf N-terminal end is greatly
reduced in the case of DLf (Fig. 2A) but the surface of the
latter still remains largely basic. Moreover, despite lacking
the N-terminal end of Lf, DLf remains a basic protein with a
predicted pI of 8.19. Furthermore DLf should retain its iron-
binding capability and be able to scavenge iron within cells.
Multiple structural aspects of DLf can be predicted by bio-

informatic tools. First, DLf is an intracellular protein and un-
like Lf, it does not undergo typical N- or O-glycosylation.
However, many intracellular potential posttranslational modi-
fications (PTMs) can be postulated for DLf using different in
silico prediction methods, most of which have been experi-
mentally confirmed. Each characteristic presented here is fur-
ther discussed in the relevant sections. The SUMOsp v. 2.04
software (http://sumosp.biocuckoo.org/prediction.php) has
been employed to detect putative SUMOylation sites on
DLf. Four potential sites have been detected (Fig. 3) at posi-
tions SCIK13RDSP, NLRK308SEE, LVLK361GEA, and
ENYK391SQQ1 in which each lysine residue is potentially a
target for SUMO ligases. Mutation of each SUMO site fails
to abolish SUMOylation showing that all 4 sites can be SU-
MOylated (E. Hoedt, personal communication 2011). We are
currently studying the role of SUMOylation on DLf tran-
scriptional activity and stability (see Regulation of DLf activ-
ity). In the same way, acetylation sites were screened with the
Bdmpail webserver (http://Bdmpail.biocuckoo.org/prediction.
php). One site was located at Lys3 (MR3KVRGPPV) but re-
mains to be validated. (see Regulation of DLf activity). The
YinOYang 1.2 server (Gupta and Brunak 2002) has high-

lighted 4 potential O-GlcNAcylation sites in the DLf se-
quence at positions 10, 227, 472, and 557 (Fig. 3). Due to
its highly versatile and intricate nature, phosphorylation is
discussed in its context in the corresponding paragraphs (see
Regulation of DLf turnover and Regulation of DLf activity).
Likewise, several parts of the DLf sequence can be singled

out for their importance in the properties of DLf. Two se-
quences in the C-terminal lobe are of the utmost importance
for understanding the mode of action of DLf. The first is a
bipartite putative nuclear localization signal (NLS) located at
position 417–432 (RRSDTSLTWNSVKGKK) and first pre-
dicted using the PSORT II server (http://psort.hgc.jp/form2.
html) and the subprogram nucdisc (Fig. 3). This sequence is
similar to the functional motif found in Rb (Efthymiadis et
al. 1997) and IL-5 (Jans et al. 1997) and has been proven to
be effective in locating DLf to the nucleus (see Transcrip-
tional activity of DLf) (Breton et al. 2004). This consensus
sequence is conserved in Lfs from different species, such as
the cow, mouse, pig, horse, and goat (Mariller et al. 2007).
The second is a rapid degradation domain (PEST sequence)
detected with the module pestfind from the EMBOSS suite
(http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/pestfind) and
is located at position 391–405 (PVLAE-
NYKSQQSSDPDNCVD) (Fig. 3).(see Regulation of DLf
turnover).

Transcriptional activity of ΔLf
Several observations suggest that DLf possesses transcrip-

tional activity. Such activity has already been described for

Fig. 3. Schematic diagram of domains and functional motifs/sites of DLf. Schematic diagram of DLf with functional motifs/sites. PEST, rapid
degradation domain; and NLS, nuclear localization signal. O-GlcNAcylation sites are indicated by blue boxes and ubiquitination sites by red
boxes. For the acetylation and SUMOylation sites and the PEST sequence, the target amino acid is outlined in red. The numbering of the
amino acid residues corresponds to human DLf.

1Positions in the Lf and DLf sequences are numbered from 1 at their respective N-termini, therefore the sequence numbering between Lf and
DLf is shifted by 26 residues.

Fig. 4. Illustration of the regulation of DLf activity and stability by posttranslational modifications (PTMs). (A) DLf exists in cells as a stable
but inactive glycoform waiting for a stimulus to be activated. (B) Under stimuli such as cell stress or injury, O-GlcNAcase deglycosylates DLf
and renders Ser10 accessible to kinases. Phosphorylation of Ser10 will trigger phosphorylation of the PEST motif, ubiquitination, binding to
DNA, and transactivation of DLf target genes. (C) Following activation of transcription, polyubiquitination will occur triggering DLf to pro-
teosomal degradation to inactivate it. (D) A second layer of control might be provided by blocking activation of DLf through the activation of
the SUMO pathway leading to repression of DLf transcriptional activity. SUMOylation then triggers the recruitment of corepressors such
histone deacetylases (HDACs) that condense chromatin and prevent transcription. (E) DeSUMOylation by SENP proteases and acetylation
might lead to derepression of the transcription.. OGA, N-acetyl-b-D-glucosaminidase; and OGT, O-GlcNAc transferase.
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Lf. The GRRRR sequence (position 1–5) of Lf, with its 4
consecutive arginine residues, has been shown to be a NLS
(Penco et al. 2001). In addition, specific binding of Lf to

DNA leading to transcriptional activation has also been dem-
onstrated (He and Furmanski 1995). Two consensus sequen-
ces, S1 and S2, were identified: GGCACTT(G/A)C and
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ACTACAGTCTACA, respectivley (Table 1). However, Lf is
a secreted protein and, therefore, has to access the nucleus
after endocytosis and before its transfer to the lysosome.
Nevertheless, Lf has been shown to interact with surface nu-
cleolin and partially reaches the nucleus after endocytosis
(Legrand et al. 2004). The GRRR motif is absent from the
DLf sequence but the bipartite NLS (position 417–432) is
present. Immunostaining and confocal microscopy have
shown that the subcellular distribution of DLf is mainly cyto-
plasmic but also nuclear (Breton et al. 2004). A DLf–GFP
fusion protein has also been used to demonstrate the nuclear
localization of DLf (Liu et al. 2003; Goldberg et al. 2005).
Furthermore, disruption of both basic amino acid sites in the
bipartite NLS (417RRSDTSLTWNSVKGKK432) abolishes the
DLf nuclear traffic (Mariller et al. 2007). Taken together, the
facts that DLf shows nuclear localization and is the intracel-
lular counterpart of Lf that is able to specifically bind DNA
means that DLf could exhibit transcriptional activity. This
has been demonstrated several times with separate ap-
proaches.
Previous studies by DNA arrays of gene expression have

not revealed any significant modification induced by DLf ex-
pression using cell lines such as mouse embryo fibroblasts,
macrophages, or colon carcinoma (Co26) cells (Goldberg et
al. 2005). However, such observations do not disprove the
ability of DLf to exhibit transcriptional activity when ex-
pressed in the right cellular context and (or) in a homologous
system.
DLf expression was shown to induce cell cycle arrest of

stable inducible MCF7 cells (Breton et al. 2004). Using gene
expression macroarrays with 23 different genes involved in
the regulation of G1⁄S phase progression, S phase kinase-as-
sociated protein (Skp1) overexpression was observed. This
overexpression was shown to be directly under the control of
transcriptional activation by DLf via a DLf response element
(DLfRE) very similar to the S1 sequence described for Lf
(Table 1) (Mariller et al. 2007). Skp1 is a highly conserved
ubiquitous eukaryotic protein belonging to the SCF complex
(Bai et al. 1996). The latter has 4 components including
Skp1, Cullin, Rbx1, and an F-box protein acting as a receptor
for target proteins, whilst Skp1 acts as an adaptator between
Cullin and the variable F-box proteins. SCF controls the
ubiquitination of several cell cycle regulators, and at the G1⁄S
transition, it is involved in the recruitment of cyclin E, cyclin
A, p21, and p27, leading to their degradation by the protea-
some (Zhang et al. 1995; Carrano et al. 1999; Tsvetkov et al.
1999). All these observations underline the key role played

by Skp1 at both the G1⁄S and G2⁄M transitions and corrobo-
rate the involvement of DLf in the regulation of cell cycle
progression.
From this illustration of the transcriptional capability of

DLf, several approaches were used to find other genes that
are under its direct control. As DLf overexpression leads to
cell cycle arrest in S phase (Breton et al. 2004) and to cell
death, transcriptional regulation of the apoptosis genes by
DLf has also been investigated. An in silico search has high-
lighted 2 DLfRE in Bax and Fas gene promoters and both of
them have been proven to be directly regulated by DLf via
their DLfRE (Table 1) leading to alteration of the Bax/Bcl-
xl and Bax/Bcl-2 ratios. Consequently, DLf, by modifying
the balance between Bcl-2 members at the mitochondrial
membrane, leads to cytochrome c release and in turn to the
cleavage of caspase-9. This demonstrates the proapoptotic ef-
fect of DLf by the activation of the intrinsic mitochondria
death pathway (S. Hardivillé, personal communication 2011).
Proteomic approaches were also useful to find genes trans-

activated by DLf. A differential proteomic approach using 2-
D gel electrophoresis/mass spectrometry with HEK 293 cells
transiently expressing DLf has revealed the direct transactiva-
tion of the scavenger decapping enzyme (DcpS) gene (Maril-
ler et al. 2009). The promoter of DcpS contains a sequence
80% identical to the S1 sequence previously described by He
and Furmanski (1995) (Table 1). DcpS is a nucleocytoplas-
mic shuttling protein that is predominantly observed in the
nucleus (Shen et al. 2008), and its scavenger decapping en-
zyme activity is involved in cap nucleotide metabolism. It
catalyzes the release of m7GMP ensuring that no excess un-
hydrolyzed cap accumulates and positively modulates transla-
tion and cap-proximal intron splicing by controlling eIF4E
(Liu et al. 2004) and Cbp20 (Shen et al. 2008) availability. It
may also perform the cap removal from aberrant nuclear tran-
scripts and thereby may improve the quality control of
mRNA biogenesis (Frischmeyer et al. 2002). The expression
of DcpS is crucial for ensuring mRNA turnover and quality.
Proteomic studies have been carried out using stable iso-

topic labeling by amino acids in cell culture (SILAC). This
methodology allows a much more exhaustive determination
of protein expression profile modifications. Experiments
were carried out using MDA-MB-231 cells stably expressing
DLf. Among the proteins that are under- or overexpressed in
response to DLf expression, the selenoprotein H (SelH) par-
ticularly stands out and its gene promoter presents a DLfRE
that is directly responsible for its overexpression (Table 1).
SelH is 1 of the 25 so far identified selenoproteins with no

Table 1. DLfRE sequences found in the promoters of genes directly regulated by DLf compared with the S1 sequence
described by He and Furmanski (1995).

Promoter DLfRE Location* Acc. No.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
S1 G G C A C T — T A/G C
Consensus G G C A C T — T A/G C/G
Skp1 G G C A C T G T A C –1067 to –1058 AC007199
Bax G G C A C T — T A T –155 to –146 NW_001838497
Fas G G C A C T — A A C –1013 to –1005 NT_0.0059
Dc{S A G C A C T — T G G –2228 to –2220 NT_033899.7
SelH G G C A C T G — G G –2712 to –2704 NT_168190.1

*Location is relative to the transcription start.
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sequence homology to functionally characterized proteins. It
is a thioredoxin fold-like protein in which a conserved
CXXU motif (cysteine separated by 2 other residues from se-
lenocysteine) corresponds to the CXXC motif in thioredoxins
(Novoselov et al. 2007).

The ΔLfRE

The first evidence of Lf interacting in vivo with DNA was
provided in 1992 (Garré et al. 1992). Its transcriptional activ-
ity was demonstrated by the inhibition of granulocyte macro-
phage colony-stimulating factor gene expression (Penco et al.
1995) and the use of a reporter gene transfection assay (He
and Furmanski 1995; Penco et al. 1995). The specificity of
Lf DNA binding was established and 3 consensus sequences
were highlighted, 2 of them being functional in a reporter
gene transfection assay (He and Furmanski 1995). More re-
cently, Lf has been shown to activate the transcription of the
IL1-b gene synergistically with phorbol 12-myristate 13-acetate
activation (Son et al. 2002). Despite the uncertainty about
Lf nuclear localization, these response elements for Lf were
used as framework to investigate the promoters of genes
under the control of DLf.
Response elements are overriding keys to gene regulation.

Their size is usually between 4 and 20 nucleotides and they
can be located near the initiation site or further upstream
(Pan et al. 2010). DLfRE are not exceptional in this respect.
Previous studies on the transcriptional activity of DLf have
permitted the identification of a consensus sequence for the
DLfRE (Table 1), GGCACTT(A/G)(C/G), which is very
close to the S1 sequence described by He and Furmanski
(1995) for Lf. The base positions 1, 2, and 5 (G,G, and C,
respectively) are essential for transactivation with position 1
being less critical. These positions are well conserved in the
consensus DLfRE with the exception of position 1 in the
DcpS DLfRE where G is substituted by A (Table 1). Dele-
tions of the nucleotides from positions 4 to 9 abolished trans-
activation by DLf with the Skp1, Fas, and DcpS gene
promoters but not for the Bax gene promoter, suggesting the
existence of another DLfRE in this case (Mariller et al. 2007;
S. Hardivillé, personal communication 2011). The direct in-
teraction of DLf with the DLfRE was confirmed for Skp1,
Bax, Fas, and DcpS using ChIP experiments (Mariller et al.
2007, 2009; S. Hardivillé, personal communication 2011).
Two potential DNA-binding domains (DBD) have been

proposed for Lf, mainly due to their strong concentration of
positive charges. The first is located at the N-terminal end of
the protein and consists of the first 5 residues (GRRRR) and
the C-terminal end of helix 1 (residues 27–30) (van Berkel et
al. 1997; Baker and Baker 2009). This is supported by the
demonstration that the N-terminal 98 amino acids of the pro-
tein are for the transactivation of the IL-1b gene (Son et al.
2002). The second potential DBD could involve the interlobe
region of the protein, which is also rich in positive charges
(Baker et al. 2002). However, the positive charge of the N-
terminal end is greatly reduced in the case of DLf and the
deletion of the first 14 residues of DLf does not result in the
loss of its transcriptional activity (Hardivillé et al. 2010).
The vast proportion of transcription factors act as dimers

and bind a response element split into 2 hemi-sites (Pan et

al. 2010), but currently, there is no evidence for such a
DLfRE organization or for DLf acting as a dimer.

Regulation of ΔLf expression
DLf expression provokes antiproliferative effects and indu-

ces cell cycle arrest in S phase. It is also at the crossroads
between cell survival and cell death. Since DLf has several
crucial target genes and may act as a tumor suppressor, mod-
ifications in its concentration or activity may have marked
consequences for cell homeostasis and its transcriptional ac-
tivity should be strongly regulated. Indeed DLf expression is
regulated at each step from transcription, via the processing
of its mRNA to translation. In addition, when DLf is finally
expressed, the control of its activity and stability is realized
by the interplay between numerous PTMs.

Regulation at the transcriptional level
Potential constitutive and inducible regulatory elements are

both present at the P2 promoter/enhancer region. Comparison
of these elements with those present at the P1 promoter/en-
hancer region suggests that the Lf and DLf promoters are dif-
ferentially transactivated (Teng et al. 2002). The upstream
putative regulatory sequences of the P2 promoter were iden-
tified by Siebert and Huang (1997) and confirmed by the
team of Cristina Teng (Liu et al. 2003). An inverted TATA
box is located at –29 nucleotides from the initiation start
site. Putative regulatory elements specific to mammals have
been identified including an Sp1 consensus sequence, a glu-
cocorticoid response element (GRE), an enhancer binding se-
quence already found in NF-k genes, a GA box found in the
c-Myc gene, a NF-E2 box, a CCAAT-binding protein site, an
IRF (interferon regulatory factor (IRF) binding site, and bind-
ing sequences for transcription factors such as XRE (xenobi-
otic response element), 1/2 HRE (hormone response element
half site), and AML-1a (acute myeloid leukemia-1). Three
functional Ets response elements were also found in the vi-
cinity of the TATA box (Liu et al. 2003). Potential NF-kB/
cRel response elements were found on both Lf promoters but
only those present upstream of the P1 promoter were func-
tional, confirming that the P2 promoter is not activated under
inflammatory conditions (Hoedt et al. 2010). Liu et al.
(2003) studied the differential expression of CAT reporter
genes following activation by either P1 or P2 promoter/en-
hancer regions and demonstrated that Lf and DLf expressions
are regulated differently in different cell lines, the P2 pro-
moter being highly active in lymphoid cells.
Evaluation of DLf gene expression levels required discrim-

ination between Lf and DLf mRNAs and has been realized
using either RT–PCR (Siebert and Huang 1997; Liu et al.
2003) or TaqMan qPCR (Hoedt et al. 2010). It has been
shown that DLf transcripts are expressed in all normal tissues
suggesting a ubiquitous expression (Siebert and Huang
1997). Indeed, these transcripts are found in varying amounts
in the mammary gland, ovaries, uterus, placenta, testis, pros-
tate, adult and fetal liver, small intestine, pancreas, thymus,
leukocytes, kidney, spleen, fetal and adult brain, lungs, and
skeletal muscle (Siebert and Huang 1997). Moreover, DLf
mRNA is overexpressed in leukocytes and lymphocytes by
nearly 300- and 150-fold, respectively, compared with normal
human mammary gland (Hoedt et al. 2010). In many normal
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tissues, Lf mRNAs coexist with DLf mRNAs but are ex-
pressed at different levels (Siebert and Huang 1997; Benaïssa
et al. 2005; Goldberg et al. 2005). In addition to a selective
activation by transcription factors of each promoter, differen-
tial expression of both isoforms might also be due to a differ-
ent level of promoter methylation. Thus, the P1 promoter was
found to be undermethylated in numerous tissues but more
specifically in leukocytes, spleen, and kidney. The P2 pro-
moter was found to be hypermethylated in colon, lung,
muscle, heart, spleen, and kidney while it was hypomethy-
lated in normal leukocytes (Teng et al. 2004) confirming the
data from Hoedt et al. (2010). Therefore, it is likely that tran-
scription at P2 is induced by different mechanisms in differ-
ent cellular environments leading to a modulation of its
transcriptional activity.
Since DLf is a potential antitumor agent, its level of ex-

pression has also been determined in cases of neoplasic
transformation. DLf transcripts have not been detected or not
detected at a feeble level in tumor cells whereas they were
present in all normal cells (Siebert and Huang 1997; Liu et
al. 2003). In human breast cancer biopsies, DLf expression
was downregulated (Benaïssa et al. 2005) while it was re-
ported that DLf was equally expressed in lung adenocarci-
noma and adjacent healthy tissues (Goldberg et al. 2005).
Thus, DLf expression is regulated differently depending on
cell type and the normal or malignant phenotype of these tis-
sues. This downregulation was also described for Lf suggest-
ing that there is a global deregulation of Lf gene expression
in the case of cancer. Downregulation or silencing of the ex-
pression of many genes is a characteristic of tumor suppres-
sor genes and is mainly due to hypermethylation of their
promoters. Thus, the aberrant DNA methylation of CpG is-
lands is involved in the extinction of the expression of anti-
oncogenes (Herman and Baylin 2003). Therefore, the degree
and location of the methylation sites of the Lf gene promoters
have been studied. Teng et al. (2004) studied the methylation
profile of 42 CpG sites within the P1 and P2 promoter re-
gions and showed that they are differentially methylated
among tissues. Moreover, they found that most CpG sites
were methylated at a higher level in leukemic cells from leu-
kemia patients compared with normal leukocytes from
healthy volunteers. In addition to gene silencing, the Lf gene
is present within the 3q21chromosomal region that undergoes
various rearrangements in cases of cancer and particularly in
cases of leukemia (Testoni et al. 1999; Lahortiga et al. 2004;
McGrattan et al. 2010).
DLf may therefore serve as a tumor cell marker by virtue

of its absence (Siebert and Huang 1997; Liu et al. 2003). A
study conducted in our laboratory reported a positive correla-
tion between the expression profiles of DLf mRNA in 99 bi-
opsies of mammary gland cancer and the survival of patients.
This retrospective study has established a threshold beyond
which no recurrence was diagnosed and this after a follow-
up of 4000 days. Thus, DLf expression might be a good
prognosis parameter, high concentrations being associated
with longer overall survival (Benaïssa et al. 2005).

Regulation at the posttranscriptional level
Posttranscriptional regulation may occur to control DLf

expression. miRNAs are posttranscriptional regulators that
bind to complementary sequences on target mRNA tran-

scripts, usually resulting in either translational repression or
target degradation leading to gene silencing (Ambros 2004).
They have a widely recognized role in development, differen-
tiation, growth, apoptosis, and stress responses (Baltimore et
al. 2008; Carthew and Sontheimer 2009; Garofalo et al.
2010; Melino and Knight 2010). Recently, Liao et al. (2010)
reported that miR-214 downregulates endogenous expression
of Lf by binding to the 3′-untranslated region (UTR) of the
Lf mRNA. Since Lf and DLf transcripts both possess the
same 3′UTR sequence, we are currently investigating
whether miR-214 may also target DLf 3′UTR leading to the
downregulation of its expression. Moreover, a growing num-
ber of studies indicate that deregulated miRNAs have a key
role in cancer development, acting both as oncogenes and as
tumor suppressor genes. It will be interesting in parallel to
assay DLf expression level in the presence of miR-214 and
to investigate the miR-214 expression level in tumor cells
compared with their normal counterparts. An increased ex-
pression of miR-214 expression might correspond to a sec-
ond level of regulation of DLf expression.

Regulation at the translational level
A third level of regulation may appear during translation.

Translational regulation is often controlled by short sequence
elements in the UTRs of mRNA. One such element is the up-
stream open reading frame(uORF) that is defined by a start
codon in the 5′ UTR that is out-of-frame with the main cod-
ing sequence. uORFs influence the protein expression of
thousands of mammalian genes (Calvo et al. 2009). They oc-
cur mainly in oncogenes and genes involved in the control of
cellular growth and differentiation (Morris and Geballe 2000)
and correlate with significantly reduced protein expression
from the downstream ORF known as the primary ORF
(pORF) (Kozak 2002). The DLf transcript effectively pos-
sesses 2 open reading frames, uORF and a pORF. The
uORF present in exon 1b is immediately followed by a stop
codon triggering translation at pORF in exon 2. Because eu-
karyotic ribosomes usually load on the 5′ cap of mRNA and
scan for the presence of the first AUG start codon, uORFs
disrupt the efficient translation of the pORF, possibly ex-
plaining why DLf is so feebly expressed.

Regulation of DLf turnover
DLf possesses a degradation motif (PEST;

391KSQQSSDPDPNCVD404) at the C-terminus that is phylo-
genetically conserved among Lfs (Hardivillé et al. 2010).
Phosphorylation at serine or threonine residues and ubiquiti-
nation, often of the flanking lysine residues, usually triggers
proteasomal degradation (Rogers et al. 1986; Rechsteiner and
Rogers 1996). Thus, the difficulty to produce DLf even when
overexpressed suggests that it is very unstable and that the
PEST sequence is fully functional. We therefore investigated
DLf ubiquitination and showed that lysine residues posi-
tioned at 379 and 391 were both targeted by E3-Ub ligases
with K379 being the main polyubiquitin acceptor site (Fig. 3).
Moreover, mutation of these 2 lysine residues or of the 3 ser-
ine residues (S392, S395, and S396) within the PEST motif
strongly increased the DLf half-life. We also showed that the
nearly adjacent serine residues are equivalent targets of kin-
ases (Hardivillé et al. 2010).
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PEST sequences usually allow the interaction of proteins
with the SCF (Skp1/Cullin-1/F-box) Ub–ligase complex,
which directs their polyubiquitinylation at the G1/S transi-
tion. The antiproliferative activity of DLf leading to cell
cycle arrest at S phase (Breton et al. 2004) and the upregula-
tion of Skp1 expression might both be downregulated by the
activation of the DLf PEST sequence prior to its degradation.
Unexpectedly, the PEST mutant still shows a residual poly-
ubiquitinylation suggesting that other domains of DLf may
be involved in this process (Hardivillé et al. 2010). Analysis
of the primary sequence of DLf points out the presence of 2
putative D-boxes, D-Box1 (108RPFL111) and D-Box2
(475RSNL478), conserved among species. These sequences
are known to interact with the APC/C Ub–ligase complex
that directs protein degradation at G2/M (Linder et al. 1989;
Hames et al. 2001). Therefore, if DLf still remains at the end
of the S phase, activation of its D-boxes may lead to its deg-
radation at G2/M. Further work has to be done to confirm
the functionality of these 2 D-boxes.
Increasing evidence has linked O-GlcNAcylation to a

lower proteasomal susceptibility and in the next paragraph
we will show that the stability of DLf, like that of many tran-
scription factors (Han and Kudlow 1997; Cheng and Hart
2000; Yang et al. 2001), is controlled by this modification.

Regulation of DLf activity
Most of the proteins that are translated from mRNA

undergo chemical modifications known PTMs before becom-
ing functional in different body cells. So far, more than 200
PTMs have been characterized that modulate the function of
most eukaryote proteins by altering their activity state, local-
ization, turnover, and interactions with other proteins. There-
fore, we investigated which PTMs may control DLf activity
and stability and found that O-GlcNAcylation, phosphoryla-
tion, and ubiquitination were involved (Hardivillé et al.
2010). Recently, we have started to investigate other PTMs
such as SUMOylation and acetylation. Transcription factors
are often regulated by combinations of different PTMs that
might act as a molecular barcode (Benayoun and Veitia
2009). We are currently investigating the crosstalk between
them to decrypt the DLf code responsible for the control of
its activity. The DLf code should both provide a further layer
of regulation of DLf stability and activity and lead to highly
specific cellular outputs.
First of all, we evaluated the possibility that O-GlcNAcyla-

tion may act as a potent regulator. O-linked-b-N-O-GlcNAc
(O-GlcNAc) is a dynamic and reversible intracellular PTM
controlled by O-GlcNAc transferase (OGT) that attaches a
single N-acetylglucosamine to serine or threonine residues
and N-acetyl-b-D-glucosaminidase (OGA) that removes it
(Hart et al. 1989). In many O-GlcNAcylated proteins, this
modification competes directly with phosphate for the same
or nearby serine or threonine residues (Comer and Hart
2001; Kamemura and Hart 2003; Yang et al. 2006). This O-
GlcNAc/P interplay leads to rapid response mechanisms
controlling development, cell cycle, apoptosis, and cell archi-
tecture via the control of key actors involved in cellular proc-
esses such as transcription, translation, cell signalling, cell
trafficking, or protein degradation (Kamemura and Hart
2003; Yang et al. 2006). Alterations of the O-GlcNAc profile
appear in neurodegenerative disorders, diabetes, and cancer,

and in the case of breast cancer, a close relationship between
O-GlcNAc and tumorigenesis may exist (reviewed in Lefeb-
vre et al. (2010)). Recently, we showed using glycosylation
mutants, inhibitors and (or) activators of the hexosamine bio-
synthesis pathway that DLf nucleocytoplasmic traffic was not
altered when O-GlcNAc content was modified in cells and
that O-GlcNAcylation negatively regulates DLf transcrip-
tional activity while phosphorylation activates it (Hardivillé
et al. 2010). The directed mutagenesis of the O-GlcNAc sites
led to a constitutively active DLf isoform (DLf-M4) with in-
creased pro-apoptotic effects compared with the wild type.
Using a series of different glycosylation mutants in which
only 1 O-GlcNAcylation site was preserved, we showed that
O-GlcNAcylation at Ser10 was crucial and negatively regu-
lated DLf activity. Using a ChIP assay, we showed that
O-GlcNAcylation of DLf inhibits its DNA binding. Degly-
cosylation leads to DNA binding and transactivation of the
DLfRE present in the Skp1 promoter at a basal level. Basal
transactivation was markedly enhanced when phosphorylation
was mimicked at Ser10 by aspartate. We next demonstrated
that O-GlcNAcylation inhibits DLf polyubiquitination and
increases its half-life. Thus, this PTM on the Ser10 residue
controls DLf turnover. Moreover, using Re-ChIP assays, we
showed that the DLf transcriptional complex binds to the
DLfRE and is phosphorylated and (or) ubiquitinated, sug-
gesting that DLf transcriptional activity and degradation are
concomitant events. Collectively, our results indicate that
reciprocal occupancy of Ser10 by either O-phosphate or O-
GlcNAc coordinately regulates DLf stability and transcrip-
tional activity. Taken together, these results suggest that in
cells, the pool of DLf may exist under a stable but not
functional O-GlcNAc isoform (Fig. 4A). Since the level of
O-GlcNAc changes during the cell cycle or is altered in tu-
morigenesis, deglycosylated DLf will become the target of
kinases leading to its activation and polyubiquination
(Fig. 4B). DLf will then transactivate its target genes prior
to being degraded by the proteasome (Fig. 4C)(Hardivillé et
al. 2010).
We further investigated whether DLf was modified by

SUMOylation. And so far, 4 sites have been detected at posi-
tions 13, 308, 361, and 391. SUMO stands for small
ubiquitin-like modifier, a ubiquitin family member (Johnson
2004; Kirkin and Dikic 2007). SUMOylation is a widespread
mechanism for rapid and reversible changes in protein func-
tion. It is highly dynamic involving SUMO-conjugation and
SUMO-deconjugation pathways. SUMOylation mainly tar-
gets nuclear factors and regulates numerous cellular proc-
esses such as nuclear transport, transcription, and DNA
repair (reviewed in Gareau and Lima 2010 and Hannoun et
al. 2010). In most cases SUMOylation triggers transcriptional
repression. The covalent attachment of SUMO to transcrip-
tion factors inhibits transcription by recruiting transcriptional
corepressors, such as histone deacetylases (Gill 2005). Since
SUMO and ubiquitin target the same lysine residues, SU-
MOylation was also predicted to stabilize proteins by com-
peting with ubiquitin (Desterro et al. 1998; Lin et al. 2003).
The dialogue between SUMO and other modifications is
emerging as a common mechanism that allows control of the
transcriptional activity of transcription factors (Verger et al.
2003). SUMOylation usually competes with ubiquitination,
phosphorylation, and acetylation. Ubiquitination/SUMOylation
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and SUMOylation/acetylation are mutually exclusive,
whereas SUMOylation/phosphorylation can be agonistic or
antagonistic depending on the substrates.
DLf also possesses a putative acetylation site at its N-

terminus with Lys3 as the target for acetyltransferases. Ace-
tylation is also a dynamic process that mainly contributes to
transcriptional activation (Glozak et al. 2005; Sadoul et al.
2008; Yang and Seto 2008). Interestingly, among the 4
SUMO sites, 2 are located in areas that are targeted by
other modifications (Fig. 3). At the N-terminus, the puta-
tive acetylation site is adjacent to the O-GlcNAcylation/
phosphorylation site and to the SUMO-1 site (Fig. 3).
Therefore, all 3 regulatory sites are in close proximity. The
crosstalk between these sites could constitute the DLf code
responsible for the control of the transactivation of DLf tar-
get genes. We know from our results and from the literature
that acetylation and phosphorylation both lead to transcrip-
tional activation whereas O-GlcNAcylation and SUMOyla-
tion repress it (Fig. 4). So we hypothesize that this region
might be part of the DLf transactivation domain. On the
other hand, the C-terminal SUMO-4 site is in the heart of
the PEST sequence. SUMO is known to compete with ubiq-
uitination; therefore, Lys391 is either ubiquitinated or SU-
MOylated (Fig. 3) and SUMOylation would positively
regulate stability. Therefore, at the PEST motif, a crosstalk
between phosphorylation/SUMOylation/ubiquitination could
constitute a DLf code responsible for the control of DLf
stability. These agonistic and (or) antagonistic modifications,
illustrated in Fig. 4, may contribute to the establishment of
finely regulated mechanisms governing DLf transcriptional
activity and stability depending on the type of target genes
and cellular homeostasis.
In summary, various aspects regulate DLf expression and

activity including transcriptional, posttranscriptional, transla-
tional, and posttranslational events.
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Abbréviations 
A 

!A Adénine 

AAA ATPase  ATP hydrolase  AAA  

AACT Amino Acid Coded mass Tagging 

ADN Acide désoxyribonucléique 
ADNc  ADN complémentaire 

AKT/PKB Protein Kinase B (PKB) 

ALDH18A1 Aldhéhyde deshydrogénase 18A1 

alpha-cyano  Acide !-cyano-4-hydroxycinnamique 

AML-1a  Acute Myeloid Leukemia-1 

APC/C Anaphase-promoting complex/cyclosome 

APEX   Absolute Protein EXpression measurement 

apoLf Lactoferrine non saturée en fer 

AQUA  Absolute QUAntification 

Arg Arginine 

ARN Acide ribonucléique 

ARNm  ARN messager 
 

B 
!Bax Bcl-2-associated X protein 

BCG Bacille de Calmette et Guérin 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 
 
C 

!C Carbone  

C Cytosine 

C/EBP (! et "),  CCAAT Enhancer Binding Protein 

CAT Chloramphénicol acétyl transférase 

CBC Cap-binding complex 

CCR5  C-C chemokine receptor type 5 

CCT2 Chaperonin-containing T-complex protein 2 

CD14 Cluster of differentiation 14 

CD4 Cluster of differentiation 4 

Cdc Cell division cycle 
Cdk Cyclin dependent kinase 
cdki Cdk inhibitor 

CDP/cut CCAAT displacement protein 

ChIP Chromatin ImmunoPrecipitation  
ChIP-Seq Chromatin ImmunoPrecipitation Sequencing 

CLHP Chromatographie liquide haute pression  

CMV Cytomégalovirus  



c-Myc Oncogène cellulaire myelocytose 

COUP Chicken ovalbumin upstream promoter 

CRE cAMP response element 

CREB cAMP responsive element-binding protein 

Ct C-terminal 
CTD Carboxy-terminal domain 

Cul Culline 

CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4  
 
D 

!!Lf Delta-lactoferrin  

!LfRE Delta-lactoferrin response element 

d.i diamètre interne 
Da Dalton 

DBD DNA binding domain 

D-Box Destruction box 
Dcp2   mRNA-decapping enzyme 2 

DcpS scavenger mRNA decapping enzyme  

DC-SIGN  Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin 
DHB Acide 2,5-dihydroxybenzoique 

DIGE  Differential In Gel Electrophoresis 
DMEM Dubelco Modified Eagle's medium 
Dox Doxycycline 
DTT  Dithiothréitol 

DUB Desubiquitinase 
 
E 

!E.U. Endotoxin Unit 

E2F Elongation factor 

ECD Capture d’électron  
EGF Epidermal growth factor 

eIF4E Eukaryotic translation initiation factor 4E 

ELISA  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
EMSA  Electrophoretic Mobility Shift Assay 

ERE Estrogen response element 
ESI Electrospray 

ET-1 Endothéline-1  

ETD Dissociation par transfert d’électron  
Ets E-twenty six 
 
F 

!FBP F-box protein 

FITC Fluorescein isothiocyanate  

FT-ICR Analyseur à résonance ionique cyclotronique par transformée de Fourrier  



 
 
G 

!G Guanine 

GAPDH Glycéraldéhyde deshydrogénase   

G-CSF Granulocyte-Colony Stimulating factor 

GFAT Glutamine:fructose-6-phosphate aminotransférase 
GFP Green fluorescent protein 

GGH Gamma glutamyl hydrolase 
GlcNAc N-acétylglucosamine 

GlcNAcylation O-N-acétylglucosaminylation 

GlcNH2 Glucosamine 

Glu-C Staphylococcus aureus Protease V8  

GRE Glucocorticoid response element 

 
H 

!h Heure 

H2B Histone 2B 

HAT Histone acétyltransférase 

HIC-1 Hypermethylated In Cancer 1 

HIF-1 Hypoxia Inducible Factor-1 

HNRPL Heterogeneous Nuclear RibonucleoProtein L 

holoLf Lactoferrine saturée en fer 

HPRT Hypoxanthine PhosphoRibosylTransferase 

HRE Hormone Response Element 

HRE Hypoxia Response Element 
Hsc Heat shock cognate protein 
Hsp Heat shock protein 
HSV Herpes simplex virus  

HTLV-1  Human T-cell leukemia virus type 1 
 
I 

!ICAM Intercellular Adhesion Molecule 1 

ICAT Isotope Coded Affinity Tag  

ICR Ion Cyclotron Resonance 
IEF Isoélectrofocalisation  

IFN! Interferon ! 
Ig Immunoglobuline 

IL-6  Interleukin-6 
Ion trap Trappe ionique 3-D  
IPG Immobilized pH Gradient  
IRF Interferon Regulatory Factor 
iTRAQTM Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification 

 
!



J 
JNK c-Jun N-terminal kinase 

K 
!kDa  Kilo Dalton 

KLF5 Krueppel-like factor 5 
 
L 

!LBP LPS-binding protein 

LC Liquid Chromatography  
LC-MS Liquid chromatography-mass spectrometry 
LC-MS Chromatographie liquide couplée avec la spectrométrie de masse  

Lf Lactoferrine 

LIT®  Linear Ion Trap 

LPS Lipopolysaccharide 
LRP Lipoprotein Receptor-related Protein  

LTQ®  Linear Quadripole ion Trap 
Lys Lysine 
 
M 

!!M Micromolaire 
MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation 
MALDI-TOF  Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight 
MaN2B1 Mannosidase 
mCD14 CD14 membranaire 
Mcl 1 Myeloid cell leukemia sequence 1 
MEC  Matrice extracellulaire  
mER-! Murine estrogen receptor-! 
MFPaQ Mascot file parsing and quantification 
min Minute 
miR214 micro-ARN214 
mM Millimolaire 
MMP1 Métalloprotéinase  
MRM Multiple Reaction Monitoring  
MS/MS Spectrométrie de masse en tandem  
MudPIT  Multidimensional Protein Identification Technology 
 
N 

!N Azote  
NaCl Chlorure de sodium  
NFATc1  Nuclear Factor Activated T cells  
NF-"B  Nuclear factor-kappa B 
NK Natural killer 
nL Nanolitre 
NLS  Nuclear localization signal 

NO Nitric oxyde 

NSF  N–ethylmaleimide Sensitive Factor 
Nt N-terminal 



 
 
P 

!p/v poids/volume 
P1  Promoteur 1 du gène Lf 
P2 Promoteur 2 du gène Lf 
PAI  Protein Abundance Indices 

PARP Poly (ADP-ribose) polymérase 
pb  paire de base 

PBS Phosphate buffer saline 
PCBP 2 Poly(rC)-binding protein 2  
pcDNA-!Lf Vecteur pcDNA contenant le cDNA de la !Lf 
pCMV-10-3XFLAG-!Lf Vecteur pCMV-10-3XFLAG contenant le cDNA de la !Lf 
pCMV-10-3XFLAG-Lf Vecteur pCMV-10-3XFLAG contenant le cDNA de la Lf 
PCR  Polymerase chain reaction 

PDIA3 Protein disulfide isomerase A3 
PEST Peptide sequence rich in proline, glutamic acid, serine and threonine  
PFF Peptide Fragment Fingerprinting  
Pi Point isoélectrique  
PMF Peptide Mass Fingerprinting 
pORF Primary Open Reading Frame  
PPAR Peroxisome proliferator-activated receptors 
ppm partie par million 
PRP19 Pre-mRNA processing factor 19 
PSAQ  Protein Standard Absolute Quantification 
PSB3 Proteasome subunit beta type 3 
pTRE Vecteur pTRE 
 
Q 

!QconCAT  Quantification concatamer 
qPCR  Quantitative polymerase chain reaction 

 
R 

!RARE Retinoic acid response element 
Rb Retinoblastoma susceptibility protein 

RE Response element 
ROS Reactive oxygen species 
RP Reverse Phase 
RPS9 Protéine ribosomale S9 
 
S 

!s Seconde 
SAB Sérum albumine bovine 
sCD14 CD14 soluble 
SCF Skp1-Cul1-F-box-protein 
SDS Sodium dodécylsulfate  
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
SelH Sélénoprotéine H 



Ser Serine 
SILAC Stable Isotope Labelling by Amino acids in Cell culture 
siRNA Short interfering RNA 
SISCAPA Stable Isotope Standards and Capture by Anti-Peptide Antibodies  
Skp1 S-phase-kinase-associated protein-1 
SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion attachment protein receptor 
Sp1 Specific protein 1 
SRM  Selected Reaction Monitoring 
Stat3 Signal transducer and activator of transcription 3 
Stat5A Signal transducer and activator of transcription 5A 
SUMO Small ubiquitin related modifier 
SVF Sérum de veau fœtal  
 
T  

!T Thymine 
TAD TransActivation Domain 
TCPB Protéine T complex subunit ß  
Tet-on Tetracycline-Controlled Transcriptional Activation 
TGF Transforming growth factor 
Th1 Cellules T auxiliaires de type 1 
THP1  Human acute monocytic leukemia cell line 
Thr Thréonine 
TLR  Toll-like receptor  
TNF  Tumor necrosis factor 
TOF Time Of Flight  
tr.min tours.minutes 
 
U 

!Ub Ubiquitine 
Ubc Ubiquitin-conjugating enzyme 
Ubl Ubiquitin like modifier 
UBR Ubiquitin-Protein Ligase E3 Component N-Recognin 
uORF Upstream Open Reading Frame  
UTR Untranslated region 
 
V 

!VCAM  Vascular cell adhesion protein 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
VIH Virus de l’immunodéficience humaine 
 
X 

!XIC eXtracted Ion Current ou eXtracted Ion Chromatogram 
XRE Xenobiotic response element 
Xrn1 5'-3' exoribonuclease 1  
 
Y 

!YY1  YinYang-1 
!
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Résumé 
La transcription du gène de la lactoferrine conduit à deux isoformes : une isoforme sécrétée appelée 

lactoferrine (Lf) et une isoforme intracellulaire appelée delta-lactoferrine (!Lf). Néanmoins, les deux isoformes 
possèdent une séquence consensus de localisation nucléaire et il a été décrit qu’elles peuvent être localisées 
dans le noyau. La séquence primaire de la !Lf correspond à celle de la Lf tronquée de ses 45 premiers résidus 
d’acides aminés dont la séquence signal. La Lf, découverte en 1960, est dotée de nombreuses propriétés parmi 
lesquelles des activités antimicrobienne, immunomodulatrice et anticancéreuse. La !Lf a été décrite pour la 
première fois en 1997 et les travaux effectués au laboratoire ont montré que la !Lf possède également une 
activité anticancéreuse par le biais de son activité transcriptionnelle. Lf et !Lf sont des suppresseurs de tumeur 
potentiels et leur expression est sous-régulée dans le cas de cancer. Elles sont considérées comme des 
marqueurs sains puisque leur expression est corrélée à un facteur de bon pronostic dans le cancer du sein. 
Toutes deux sont impliquées dans le contrôle de la prolifération cellulaire via le contrôle de la transition G1/S du 
cycle cellulaire et l’induction de l’apoptose. 

En tant que facteur de transcription, la !Lf exerce son activité grâce à la transactivation de plusieurs 
gènes cibles tels que Skp1 (cycle cellulaire) et Bax (apoptose) en se fixant sur un élément de réponse appelé 
!LfRE (!Lf Response Element). Par contre, la Lf active des voies de signalisation qui diffèrent selon le type 
cellulaire étudié. Néanmoins, certaines études montrent que la Lf pourrait également intervenir en tant que 
régulateur transcriptionnel. 

Au cours de la thèse, j’ai tout d’abord développé une technique qui permet de distinguer les deux 
isoformes de Lf à l’aide de la PCR quantitative Taqman. J’ai pu étudier leur expression dans le cas de cancer et 
dans un contexte inflammatoire. J’ai également confirmé la sous-expression ou l’absence des transcrits des deux 
isoformes dans les lignées cancéreuses par rapport aux lignées saines correspondantes. Puis j’ai montré, que 
bien que les promoteurs des deux isoformes contiennent des éléments de réponse putatifs pour des 
stimuli  inflammatoires, seuls les transcrits de la Lf sont fortement surexprimés en réponse au LPS 
(lipopolysaccharide bactérien).  

J’ai ensuite étudié le protéome de cellules HEK-293 exprimant la !Lf. J’ai réussi à détecter 14 protéines 
surexprimées en présence de !Lf grâce à l’électrophorèses 2-D et identifié 8 d’entre elles par spectrométrie de 
masse. Parmi ces protéines, seule DcpS a montré également une surexpression au niveau génique. L’emploi 
d’un gène rapporteur et du ChIP a démontré que la !Lf interagit spécifiquement avec le promoteur de DcpS in 
vivo. Cette étude m’a donc permis de mettre en évidence une nouvelle cible de l’activité transcriptionnelle de la 
!Lf qui est une enzyme clé responsable de la maturation des ARNm. En parallèle, ces travaux ont aussi montré 
une régulation de la stabilité et de l’activité transcriptionnelle de la !Lf par la O-GlcNAcylation. 

Puis, j’ai utilisé les cellules de glande mammaire cancéreuse MDA-MB-231 comme modèle afin de 
comparer les effets différentiels des isoformes de la lactoferrine sur la croissance et la survie cellulaire. Pour cela, 
j’ai établi une lignée cellulaire MDA-MB-231 exprimant stablement la !Lf en réponse à une induction par la 
doxycycline. J’ai également purifié la hLf exempte de toute contamination par le LPS à partir du lait maternel. 
Ensuite, une approche protéomique basée sur le SILAC (Stable Isotope Labelled Amino-acids in Cell culture) et 
la spectrométrie de masse a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Dr. Bernard Monsarrat (Institut de 
Protéomique et de Biologie Structurale, Toulouse). 5030 protéines différentes ont pu être identifiées et 
quantifiées. Parmi elles, 3 protéines en présence de !Lf et 10 protéines en présence de Lf sont surexprimées 
avec un ratio supérieur à 1,5. De même, 12 et 11 protéines sont sous-exprimées respectivement en réponse à la 
!Lf et la Lf. L’aldéhyde déshydrogénase 18 (ALDH18A1), la protéine ribosomale S9 (RPS9) et la sélénoprotéine 
H (SelH) sont surexprimées en réponse aux deux isoformes de lactoferrine. Ces protéines sont principalement 
impliquées dans la prolifération, l’apoptose et le stress oxydatif. Plusieurs des gènes correspondants possèdent 
un élément de réponse à la !Lf mais seule la fonctionnalité du !LfRE de SelH a été étudiée en détail. En résumé, 
Cette partie de mon travail montre que le protéome des cellules MDA-MB-231 est modifié par la Lf ou la !Lf et 
elle a permis d’identifier le gène SelH en tant que cible de l’activité transcriptionnelle de la Lf et de la !Lf, 
suggérant que la Lf sécrétée possède également un rôle de facteur de transcription.  



Abstract 
Transcription of the lactoferrin gene results in the production of two isoforms: a secreted isoform know as 

lactoferrin (Lf) and intracellular delta-lactoferrin (!Lf). Nevertheless, both Lf forms contain consensus nuclear 
targeting signals and were reported to enter the nucleus. The primary sequence of !Lf corresponds to a 
truncated Lf lacking its first 45 amino acid residues including the signal sequence. Lf, which was discovered in 
1960, has numerous functions including antimicrobial immunomodulatory and antitumoral activities. !Lf, which 
was first described in 1997, has been studied in our laboratory and we showed that it is a transcription factor, the 
only activity it shares with Lf being its anticancer activity. Lf and !Lf are potential tumor suppressors whose 
expression is downregulated in the case of cancer. Therefore they may be considered as healthy markers, the 
expression of which is correlated with a good prognosis in the case of breast cancer. Both proteins are involved in 
the control of cell proliferation through the control of the G1/S transition and trigger apoptosis. !Lf transactivates 
different target genes such as Skp1 (cell cycle) and Bax (apoptosis) by binding to a !LfRE (!Lf Response 
Element) present in their promoter regions, whereas Lf acts by activating signaling pathways that differ depending 
on the cell type studied. However, some studies reported that Lf may also act as a transcriptional regulator. 
During my PhD thesis, we first developed an assay to evaluate the level of expression of the transcripts of the two 
Lf isoforms using a quantitative Taqman PCR method. We measured their level of expression either in the case 
of cancer or in an inflammatory context. We confirmed the underexpression and/or the absence of both isoform 
mRNAs in cancer cell lines compared to their normal counterparts. On the other hand, although the two 
lactoferrin promoter regions contain putative response elements to inflammatory stimuli, only Lf transcription was 
strongly upregulated in response to LPS (bacterial lipopolysaccharide).  
 We then studied the proteome profile of !Lf-expressing cells. A total of fourteen differentially expressed 
proteins were visualized by 2D electrophoresis and silver staining and eight proteins were identified by mass 
spectrometry analyses, all of which were up-regulated. Among these proteins, only DcpS was also up-regulated 
at the mRNA level. Reporter gene analyses and ChIP assays demonstrated that !Lf interacts specifically with the 
DcpS promoter in vivo. Our data established that DcpS, a key enzyme in mRNA decay, is a new target of !Lf 

transcriptional activity. In parallel, we demonstrated that !Lf stability and transcriptional activity are highly 
regulated by O-GlcNAcylation. 

Finally, in order to compare the differential effects of the two antitumoral Lf isoforms on cell growth and 
survival, we chose the cancerous mammary gland MDAMB-231 cell line as a model. We produced a MDAMB-
231 cell line stably expressing DLf under doxycyclin induction. We also purified hLf devoid of LPS contamination 
from human milk. We used a high-throughput proteomic approach (Stable Isotope Labelling with Amino acids in 
Cell culture, SILAC) coupled to mass spectrometry in order to carry out highly accurate quantitative and 
systematic proteome profiling in collaboration with the team of Dr. Bernard Monsarrat (Institute of Proteomics and 
Structural Biology, Toulouse). A total of 5030 proteins were identified and quantified, among which expression 
was increased by 1.5-fold or more for 3 proteins in !Lf expressing cells and for 10 proteins in Lf treated cells, 
compared to the control. On the other hand, 12 and 11 proteins were found to be downregulated in response to 
DLf and Lf, respectively. Aldehyde dehydrogenase 18 (ALDH18A1), ribosomal protein S9 (RPS9) and 
selenoprotein H (SelH) are upregulated in response to both lactoferrin isoforms. These proteins are mainly 
implicated in the regulation of processes such as proliferation, apoptosis, and oxidative stress. Some of the 
corresponding genes possess a DLf response element in their promoter region but only the functionality of SelH 
DLfRE has been investigated. Our study showed that the MDAMB-231 proteome was modified by either Lf or 
DLf, allowed the identification of SelH as a target of both Lf and !Lf transcriptional activity and suggested that 
secreted Lf also acts as a transcription factor. 
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