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1 NTRODUCTION 

La découverte de la lactotransferrine dans le lait de femme 

a ouvert la voie, au Laboratoire, a un ensemble de recherches 
qui portent d'une part sur l'étude structurale des transfer- 

rines et d'autre part sur le rôle biologique de ces transfer- 

rines . 

Les études entreprises pour déterminer la structure primaire 

de la sérotransferrine et de la lactotransferrine ont permis 

de mettre en évidence une grande analogie de la structure 

primaire de ces glycoprotéines et d'émettre l'hypothèse de 

l'hexaplication d'un gène ancestral. En outre, la structure 

des glycannes portés par ces glycoprotéines a été élucidée 

et fait apparaître des différences entre les glycannes de la 

sérotransferrine et de la lactotransferrine. 

Ces différences structurales ont-elles un rôle dans les acti- 

vités biologiques des transferrines et en particulier dans 

les mécanismes de reconnaissance des transferrines par les 

récepteurs membranaires de leur cellule-cible ? C'est la 

question a laquelle nous avons entrepris de répondre en prenant 
comme modèle cellulaire le macrophage. 

Les macrophages sont des cellules qui interviennent d'une 

manière très active dans le métabolisme du fer en régulant 

la quantité de fer apportée et prélevée par la sérotransfer- 

rine humaine. 

Des études préliminaires ont montré que, en plus de la présence i 
des récepteurs de la sérotransferrine, les macrophages possèdent 1 



des r écep teurs  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Ces é tudes  o n t  é t é  ! 
r é a l i s é e s  en système homologue e t  en système hétérologue.  

Nous avons r e p r i s  c e s  é tudes  en nous a t t anchan t  à comparer 

l ' i n t e r a c t i o n  des formes s a t u r é e s  e t  des  formes p r ivées  de 

f e r  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  i a c t o t r a n s f e r r i n e  humaines 

avec l e s  récepteurs  mernbranaires des macrophages a l v é o l a i r e s  

humains. 

D'autre  p a r t ,  une étude comparative des i n t e r a c t i o n s  des  t r a n s -  

f e r r i n e s  dans l e s  c a s  normaux e t  pathologiques nous a  amené à 

prendre comme modèle c e l l u l a i r e  l e  monocyte sanguin,  q u i  e s t  

l a  c e l l u l e  précurseur  des macrophages. 

Dans l e s  d i f f é r e n t s  cas  é t u d i é s ,  nous nous sommes e f f o r c é s  de 
1 

p r é c i s e r  l e  r d l e  joué p a r  l a  p a r t i e  glycannique des t r a n s f e r -  

r i n e s  . i l 
Notre é tude  a  donc c o n s i s t é  : 

1 - à met t re  au p o i n t  l e  sys tèmedétude  c o n s t i t u é  pa r  l e  macro- 

phage e t  l e s  t r a n s f e r r i n e s  , 

2 - à é t u d i e r  l a  f i x a t i o n  des d i f f é r e n t e s  formes de t r a n s f e r -  

r i n e s  s u r  l e s  récepteurs  membranaires en u t i l i s a n t  des  

t r a n s f e r r i n e s  marquées à 12SI 
f 

3 - à é t u d i e r  l e  t r a n s f e r t  du " ~ e  des t r a n s f e r r i n e s  dans les 

macrophages a l v é o l a i r e s ,  

4 - à é t u d i e r  l e  r61e des glycannes des t r a n s f e r r i n e s  dans 

l a  reconnaissance des récepteurs  membranaires des macro- 

phages a l v é o l a i r e s ,  

5 - à é t u d i e r  l e  r61e des t r a n s f e r r i n e s  dans l e  cas  d'hémo- 

chromatose . 

Avant d 'exposer  l e s  r é s u l t a t s  obtenus,  nous préc iserons  dans 

l a  p a r t i e  Généra l i tés  l ' é t a t  a c t u e l  de nos connaissances s u r  

l a  s t r u c t u r e  des t r a n s f e r r i n e s  e t  s u r  l e u r  r ô l e  dans l e  méta- 

bolisme généra l  du f e r .  



CHAPITRE 1 

GENERALITES SUR LES TRANSFERRINES 

L e s  t r a n s f e r r i n e s  s o n t  capables  de f i x e r  l e  f e r  sous s a  

forme f e r r i q u e ,  de l e  t r a n s p o r t e r  dans t o u t  l 'organisme 

e t  de l e  l i v r e r  spécifiquement à d ive r ses  c e l l u l e s  (5 ,  6 ,  

75) . 

L e  terme de t r a n s f e r r i n e  s ' app l ique  à t o u t e  une c l a s s e  de 

glycoprotéines que l ' o n  rencont re  chez l e s  Vertébrés e t  

les Inver t éb rés  (91, 119 ) ,  a i n s i  : 

- l ' o v o t r a n s f e r r i n e ,  provenant du blanc d 'oeuf  des o iseaux,  

découverte en 1899 p a r  Osborne (148)., 

- l a  s é r o t r a n s f e r r i n e ,  découverte dans l e  plasma humain 

des 1927 p a r  Barkan ( 1 6 ) ,  

- l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  présente  dans l e  l a i t  e t  dans 

d ' a u t r e s  l i q u i d e s  de s é c r é t i o n  des mammifères. E l l e  f u t  

découverte e t  i s o l é e  du l a i t  de  femme par  Montreuil e t  

a l  (135, 136) ,  Johansson (99) , 

L e s  t r a n s f e r r i n e s  jouent un r 6 l e  important dans l e  métabo- 

l isme du f e r ,  e l l e s  possèdent également une a c t i v i t é  bac- 

t é r i o s t a t i q u e  due à l e u r  a c t i o n  f e r r i p r i v e .  

Toutes ces  a c t i v i t é s  o n t  é t é  d é t a i l l é e s  dans l e s  revues 

générales  de Schade e t  a l  (1701,  de Sussman ( 1 9 1 ) ,  de Weinberg 

(209) ,  de Spik e t  a l  (184) .  

Les t r a n s f e r r i n e s  p résen ten t  des  p r o p r i é t é s  communes q u i  



sont les suivantes : 

- ce sont des glycoprotéines monocaténaires de masse molé- 
culaire voisine de 80 000 

- elles fixent réversiblement en deux sites spécifiques : 
. 2 atomes de Fe 3+ 

. 2 ions bicarbonate (ou carbonate) 

. et développent une coloration rose avec un 
maximum d'absorption à 465 nm 

- elles sont composées de deux domaines structuraux possé- 
dant chacun un site métallique, 

- elles présentent de nombreuses homologies dans la struc- 
ture covalente de la partie polypeptidique 

- elles assurent le transport du fer jusqu'à une cellule 
cible qu'elles reconnaissent spécifiquement 

- elles possèdent une activité bactériostatique. 



1 - LOCALISATION ET ETUDE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES 
TRANSFERRINES 

A - LOCALISATION DES TRANSFERRINES 

Le tableau no 1 p.6 résume les différentes localisations 

de la sérotransferrine, de la lactotransferrine et de la 

ferritine. 

La sérotransferrine se trouve essentiellement dans le 

sang humain à une concentration de 3 g/litre. Un indi- 

vidu normal possède de 10 à 11 g de sérotransferrine 

dont 52 à 62 % sont extravasculaires. 

Elle existe également en quantité variable dans l'urine, 

le liquide céphalo-rachidien, le lait, la bile, les 

sécrétions nasales, la salive, la lymphe. 

La sérotransferrine se localise au niveau des hépatocytes, 

des cellules pariétales, des cellules épithéliales et 

des cellules épidermiques (121 . 

La lactotransferrine est surtout présente dans le lait, 

à une concentration variable selon le moment de la lac- 

tation. Son taux atteint 6 g/litre dans le colostrum 

puis tombe rapidement pour se stabiliser à 1-2 g/litre 

(Montreuil (136)). Elle existe aussi dans de nombreux 

milieux de sécrétion ; expectoration bronchique, sécré- 

tion gastro-intestinale, liquide duodénal, mucus utérin, 

mucus nasal, bile hépatique, mucus bronchique, urine. 

La lactotransferrine se retrouve dans les cellules épithé- 

liales comme les cellules glandulaires, les cellules tu- 

bulaires du rein ( 124) . 





La l a c t o t r a n s f e r r i n e  a  également é t é  l o c a l i s é e  dans les 

granules  secondaires  des  leucocytes  neu t roph i l e s  (21,15,381 

6 0 ,  1 2 2 )  . Briggs e t  a i  (33) ont  l o c a l i s é  l a  présence 

de l a c t o t r a n s f e r r i n e  au niveau du noyau des granulocytes  

neut rophi les  humains. 

La concent ra t ion  en l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e s  leucocytes  
6 v a r i e  de  1,82 w / 1 0  polynucléa i res  neu t roph i l e s  à 

6 7,7 p g / l O  polynucléa i res  neut rophi les .  

B - ETUDE DE LA PARTIE PROTEIQUE DES TRANSFERRINES 

1 - Séquence e r i m a i r e  -- ------ ------- 
L a  déterminat ion de l a  séquence pept id ique  de  l a  - 

s é r o t r a n s f e r r i n e  a  é t é  e f f e c t u é e  p a r  Mc G i l l i v r a y  

e t  a l  ( 1 1 4 ) .  E l l e  e s t  composée de 678  ac ides  aminés. 

L a  masse moléculaire  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  p e u t  

a i n s i  ê t r e  déterminée avec p réc i s ion ,  e l l e  e s t  de 

79 650. 

L a  séquence pept id ique  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  

maintenant pratiquement totalement  é luc idée .  Metz, 

Boutique e t  a l  (13@ (131) (132) o n t  dénombré 715 

a c i d e s  aminés. 

Ces deux t r a n s f e r r i n e s  p résen ten t  de l a r g e s  séquences 

homologues au niveau des  deux moi t i é s  N e t  C termi- 

n a l e s .  

2 - Conformation ------------ 
La séquence pept io ique  des t r a n s f e r r i n e s  e s t  organisée  

en 6 domaines, chaque domaine comprend environ 110 

ac ides  aminés (127) . 



La moitié N-terminale de la molécule comprend 3 do- 

maines ND1, ND2, ND3 et la moitié C-terminale comprend 

également 3 domaines CD1, CD2 et CD~. 

La figure 1 fait apparaitre le modèle moléculaire 

envisagé pour les transferrines. 

Les domaines ND2 et CD2 sont impliqués dans la fixa- 

tion du fer. 

Metz-Boutique et al (127) émettent l'hypothèse d'une 

hexaplication d'un gène ancestral de 110 acides 

aminés, expliquant ainsi les homologies de séquences 

des transferrines, surtout au niveau des domaines 

ND et CD qui sont les mieux conservés. 2 2 

La conformation des transferrines est étroitement 

liée au degré de saturation des 2 sites de fixation 

du fer, La fixation de deux atomes de fer implique 

de profonds remaniements dans la conformation de la 

molécule et une interaction entre les deux sites. 

Des données cristallographiques ont permis à Gorinsky 

et al (74 ) de publier un modèle moléculaire de la 

sérotransferrine de lapin. Le modèle est défini comme 

un ellipsoïde de révolution de dimensions 95 x 60 x 

50 51 , comportant deux lobes de volume presque iden- 
tique. Chaque lobe, dont les axes forment un angle 

de 30' entre eux, est creusé d'une cavité ouverte 

sur l'axe de symétrie. L'une de ces cavités est déli- 

mitée d'un c6té par une hélice&, de l'autre par un 

feuillet plissé P . 

C - ETUDE DE LA PARTIE GLYCANNIQUE DES TRANSFERRINES 

Les transferrines se différencient par le nombre et la 
nature de leur g1ycanne:La fonction du glycanne est en- 

core mal définie. 





1 - Localisation des g&y$gnneg 
--------i-i------ 

Le tripeptide Asn-x-Tkr/Ser représente la séquence 

code pour la greffe de glycanne (142 ) . 

Le résidu Asn portant le glycanne est généralement 

situé dans une conformation spéciale p -turn et dans 
un environnement hydrophobe ( 4  , 9 , 19 . 

La sérotransferrine contient deux séquences codes 

glycosylées dans la moitié C-terminale CD1 et CD3 

La lactotransferrine humaine contient quatre séquences 

codes. Une séquence code se situe dans la région 

N-terminale et elle est réellement glycosylée. Les 

trois autres séquences se situent dans la région 

C-terminale, cependant, une seule de ces séquences 

est glycosylée (127). . 
La localisation des glycannes est schématisée dans 

la figure no 2 .  

2 - Structure des qlycannes 
-----3-------- - ------ 
La sérotransferrine humaine porte deux glycannes 

identiques de type N-acétyl lactosaminique, ainsi 

que Spik et al (180) l'ont démontré. 

La structure de ce glycanne est précisée dans la fi- 

gure no 3. 

La sérotransferrine peut également porter un glycanne 

de structure tri-antennée mais toujours de type N- 

acétyl-lactosaminique. L'existence de plusieurs variants 

de la sérotransferrine a été démontrée par de nombreux 

auteurs (120, 138, 179, 182, 183) . 





L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine possède deux glycannes 

e t  l e u r  s t r u c t u r e  p résen te  de nombreuses v a r i a t i o n s  

dues à l ' i n t r o d u c t i o n  de 1 à 3 ré s idus  de L-fucose 

branchés en (0( 1-6) e t  (M 1-3) s u r  une s t r u c t u r e  de 

type N-acétyl lactosaminique. 

C e s  s t r u c t u r e s  o n t  é t é  é t a b l i e s  p a r  Spik e t  a l  (18A) 

e t  s o n t  d é t a i l l é e s  dans l a  f i g u r e  no  3. 

3 - Conformation des qlycannes ----------------- - ------ 
D e s  p réc i s ions  o n t  é t é  apportées  s u r  l a  conformation 

du ou des glycannes des t r a n s f e r r i n e s  p a r  Montreuil 

( 1 3 7 )  . 

Dif fé ren tes  conformations o n t  é t é  proposées ; en  Y ,  

en T e t  p l u s  récemment en "oiseau b lessé" .  

D e s  é tudes  de resonance paramagnétique é lec t ron ique  

de Davoust e t  a l  ( 54) f o n t  é t a t  d'une grande f l e x i -  

b i l i t é  des glycannes e t  d 'un degré de l i b e r t é  i n t e r n e  

dans l a  s t r u c t u r e  des  glycopept ides .  

D - SITES DE FIXATION DU WTAL 

Pour une é tude  p lus  approfondie,  nous renvoyons aux 

revues généra les  de Chasteen ( 4 4 ) ,  de Aisen e t  Brown 

( 3 ) e t  aux deux ouvrages é d i t é s  pa r  Crichton (49) e t  > 
p a r  Brown e t  a l  ( 3 6 ) .  - 

1 - Conditions de f i x a t i o n  du f e r  ............................. 
Les t r a n s f e r r i n e s  peuvent f i x e r  deux atomes de f e r  

de manière r e v e r s i b l e  en développant u n r . c o i o r a t i o n  
rose saumon dont l e  maximum d 'absorpt ion  e s t  c e n t r é  

à 4 6 5  nm (109). 
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La f i x a t i o n  de chaque ion  méta l l ique  n é c e s s i t e  l a  

f i x a t i o n  d'un i o n  bicarbonate  e t  l a  l i b é r a t i o n  de 

3  protons se lon  l a  formule su ivan te  (172, l o g )  : 

2 Ek3 + apotransferrine + 2 H a  --+ (Fe;! - Tf - ( H a 3 )  2) + 6 H+ 3  

La f i x a t i o n  du métal  e t  de l ' a n i o n  e s t  i l l u s t r é e  par  

l a  f i g u r e  no 4 .  

2 - Nature e t  l o c a l i s a t i o n  des s i t e s  de f i x a t i o n  du métal  ..................................................... 
L e s  t ravaux de P r i n c i o t t o  (157) ont  permis de d é f i n i r ,  

s u r  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e ,  un s i t e  ac ido- labi le  s u r  l a  

moi t ié  N-terminale de l a  molécule dont  l ' i o n  est  en- 

l e v é  à PH 6 , 2  e t  un s i t e  ac ido-s table  dont l ' i o n  ne 

peu t  6 t r e  é l iminé qu'a pH 4 , O .  

L'exis tence  d'un s i t e  acido-stable  e t  d 'un s i te  acido- 

l a b i l e  a  é t é  également mise en évidence dans l e  cas  de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine p a r  M~tzurier e t  a l  (125, 
128) .  

S i  l ' o n  se r é f è r e  à l a  t h é o r i e  des 6 domaines des  

t r a n s f e r r i n e s ,  l e s  domaines ND2 e t  CD2 r ep résen ten t  

l e s  s i t e s  de f i x a t i o n  du métal .  

3  - Nature des  l igands  i m ~ l i g u é s  dans l a  f i x a t i o n  du métal  ------------- ------- i- ............................. l 
l 

e t  de l ' a n i o n  ------------- 1 

Cer ta ins  ac ides  aminés p a r t i c i p e n t  à l a  f i x a t i o n  du 

métal .  Ainsi  l a  p a r t i c i p a t i o n  de  qua t re  ou s i x  ty ro -  

s i n e s  a  é t é  démontrée (26,153).  De m ê m e  l ' h i s t i d i n e  

i n t e r v i e n t ,  m a i s  l e  nombre d ' a c i d e s  aminés impliqués 

v a r i e  se lon  l a  t r a n s f e r r i n e  ( 1 2 6 ,  107) . 

Le tryptophane (192,194) l ' a r q i n i n e  (18) sont des 

acides  aminés dont  l a  l i a i s o n  d i r e c t e  avec l e  méta l  

n ' a  pas é t é  prouvée. Ainsi  l ' a r g i n i n e  i n t e r v i e n t  dans 

l e  s i te  anionique. Cer ta ins  t ravaux (105,104)montrent 

également l a  p a r t i c i p a t i o n  de 2  molécules d 'eau. 



MODELE DES SITES DE FIXATION DU FER ET DE L'ANION, 

SSLON SCHLABACH ET AL. ( 30 



4 - Fixa t ion  d ' a u t r e s  métaux ........................ 
L e s  t r a n s f e r r i n e s  f i x e n t  a u s s i  d ' a u t r e s  ions  m é t a l l i -  

ques d i v a l e n t s  ou t r i v a l e n t s  à r a i s o n  de  deux i o n s  
p a r  molécule de t r a n s f e r r i n e .  L e s  ions ~ d ~ +  e t  P r  3 i  
f o n t  except ion,  c a r  s e u l  un ion  est f i x é  ( B a t e s  e t  

a l )  (17). 

E - CONCLUSION 

La s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s o n t  deux 
glycoprotéines dont  l a  s t r u c t u r e  pr imaire  e s t  désormais 
bien d é f i n i e .  Par con t re ,  l a  s t r u c t u r e  des s i t e s  de 

f i x a t i o n  du métal  n  ' e s t  pas encore to ta lement  connue. 

D e  p l u s ,  l e  p r ~ b l è m e  de l e u r  i d e n t i t é  s t r u c t u r a l e  e t  
de l e u r  r ô l e  physiologique r e s t e  à approfondir .  



I I  - ROLES B I O L O G I Q U E S  D E S  T R A N S F E R R I N E S  

Le fer est pondéralement le plus important des métaux lourds 

dans l'organisme des mammifères. Il est présent à raison de 

35 à 45 mg/kg. 

Le fer peut étre dissocié en plusieurs formes ; une forme 

fonctionnelle liée à l'hémoglobine, une forme de réserve, 

une forme de transport. Le métabolisme du fer fait inter- 

venir ces différents aspects et peut être résumé par la 

figure no 5. 

A - GENERALITES SUR LE METABOLISME DU FER 

Le système qui régule l'absorption quotidienne d'une 

quantité minime de fer (1-2 mg) est d'une réelle 

complexité et d'une extrême sensibilité. 

En effet, ce système fonctionne pratiquement en vase 

clos, les pertes physiologiques de fer étant compen- 

sées par le fer alimentaire absorbé au niveau de la 

muqueuse intestinale. 

La sérotransferrine est le principal transporteur 

du fer dans l'organisme. Les relations qui existent 

entre la sérotransferrine et les différents tissus 

sont représentées dans la fiqure no 6 (87). 

Les échanges en fer s'effectuent au niveau de 3 tissus 

principaux : l'érythron constitué de la moëlle éry- 

thropoïétique . et des globules rouges circulants , 
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le système réticulo-endothélial et le parenchyme 

hépatique (48) . 

La fig. no 7 permet de définir les éléments inter- 

venant dans la circulation du fer (167). 

Le fer est utilisé, au niveau de la moëlle osseuse 

pour l'érythropoïese. Le fer circulant, sous forme 

d'hémoglobine dans les hématies, représente 65 % du 

fer total chez l'homme, soit 30 mg/kg. 

Le fer reste sequestré dans les hématies jusqu'à la 

mort de ces cellules, soit environ 120 jours. 

Les macrophages de la moëlle osseuse, du foie et de 

la rate phagocytent alors les hématies senescentes, 

dégradent l'hémoglobine et libèrent ainsi le fer. 

Le fer peut alors être capté par la sérotransferrine 

et redevenir disponible pour l'érythropoïese. Cette 

forme de transport représente 0,08- % du fer total de 

l'organisme. 

Le foie constitue un organe important de réserve en 

fer. Les cellules parenchymateuses hépatiques con- 

tiennent environ 1/3 des réserves en fer de l'orga- 

nisme. Le systéme réticulo-endothélial peut égale- 

ment mettre le fer en réserve. 

Dans des conditions normales, la forme de réserve 

représente environ 10-15 mg/kg. Ce fer de réserve 
se répartit pour 2/3 dans la ferritine et pour 1/3 

dans l'hémosidérine. 





a - La f e r r i t i n e  

La f e r r i t i n e  e s t  une p r o t é i n e  de ré se rve  du f e r  

t i s s u l a i r e  dont l e  r61e e s t  important.  Ce t t e  . 
p r o t é i n e ,  de masse moléculaire  440 000 e t  cons- 

t i t u é e  de 24 sous-uni tés ,  peu t  emmagasiner 

4 500 atomes de f e r  f e r r i q u e  p a r  molécule (167 t 

108) .  Sa s t r u c t u r e  est représentée  s u r  l a  d ig .  

no 8 (177) .  

En cas  de besoin physiologique, l e  f e r  de l a  

f e r r i t i n e  e s t  mobil isé .  

b  - L'hémosidérine 1 

I l  e x i s t e  également une f e r r i t i n e  sé r ique ,  décou- 

v e r t e  chez l'homme en 1956 (161) dont l e  dosage 

c o n s t i t u e  une es t imat ion  des réserves  en f e r  de 

l 'organisme.  - 

~ ' h é m o s i d é r i n e  p e u t  ê t r e  d é f i n i e  comme un c o n s t i -  

t u a n t  amorphe composé de d é b r i s  c e l l u l a i r e s  e t  

de molécules de f e r r i t i n e  p l u s  ou moins dégradées. 

Selon Hershko (87) , l e  f e r  de  1' hémosidérine peut  

ê t r e  mobil isé  p a r  l 'organisme,  mais avec une 

e f f i c a c i t é  beaucoup p lus  f a i b l e  que c e l u i  de  l a  

f e r r i t i n e  (87, 133, 216).  

l 

B - ACTIVITES BIOLOGIQUES DE LA SEROTRANSFERRINE 

Toutes l e s  c e l l u l e s  r equ iè ren t  l a  présence de f e r  pour 

c r o l t r e  e t  v ivre .  Le f e r  e s t  un c o n s t i t u a n t  des  enzymes 

r e s p i r a t o i r e s  e t  des p r o t é i n e s  hémiques. Ceci expl ique 

sans doute l a  n é c e s s i t é  @e l a  présence de l a  sé ro t rans -  

f e r r i n e  dans l e s  c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s .  

La s é r o t r a n s f e r r i n e  c o n s t i t u e  une plaque tournante  du 





métabolisme du fer. Elle transporte et délivre le fer à 

différents organes, donc à différents types de cellules. 

Ceci implique l'existence de récepteurs spécifiques de 

la sérotransferrine situés à la surface des cellules otî 

s'effectue le transfert du fer. 

1 - R61e de la sérotransferrine dans la biosynthèse ........................................ ------ 
de l'hémoglobine --------- ------ 
Le r6le de la sérotransferrine dans la biosynthèse 

de l'hémoglobine est bien connue et a été étudiée 

sur le réticulocyte. 

a - Différenciation cellulaire 

Les cellules souches hématopoïétiques de la. 

moëlle osseuse permettent, par différenciations 

successives, la formation de l'érythroblaste, 

du réticulocyte, puis de l'érythrocyte ou héma- 

tie. 

Il existe une variation du nombre de récepteurs 

à sérotransferrine durant la différenciation éry- 

throïde. Cette'variation doit être liée à la 

régulation du transfert du fer (93, 150, 198) . 

Les études d'incorporation du fer ont été généra- 

lement effectuées sur le réticulocyte, précurseur 

immédiat de l'hématie. Cette cellule, dont la 

durée de vie est de 48 heures, est capable de - 
capter le fer alors que l'hématie a perdu cette 

capacité. De plus le système réticulocyte - séro- 
transferrine constitue un système d'étude plüs 

simple à obtenir que celui de l1érythroblaste-- 

sérotransferrine 



b - Mécanisme d ' incorpora t ion  du f e r  

Ce mécanisme a d 'abord é t é  observé p a r  Walsh e t  

a l  (2051 ; il a m i s  en évidence une incorpora t ion  

du f e r  dans l 'hémoglobine de l ' é r y t h r o b l a s t e  e t  

du r é t i c u l o c y t e .  La p a r t i c i p a t i o n  de l a  sé ro t rans -  

f e r r i n e  a  é t é  r évé lée  p a r  Jand l  e t  a l  (97) . 
D e  nombreuses é tudes  o n t  confirmé c e  f a i t  e t  un 

schéma d ' i n t e r a c t i o n  a  été proposé dans une revue 

généra le  (6  ) . 

Tout d 'abord,  il y a  formation d'un complexe spé- 

c i f i q u e  e n t r e  l e  récepteur  e t  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

s a t u r é e ,  p u i s  endocytose de c e  complexe avec u t i -  

l i s a t i o n  du f e r  pour l a  synthèse de l 'hémoglobine 

e t  e n f i n  exocytose de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  désatu- - 

r é e  ( 6 ) . 

2 - Rdle ........................................ de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  dans l ' a b s o r g t i o n  -------_-_- i n t e s -  

t i n a l e  du f e r  ------------- 
Le f e r  contenu dans l e s  a l iments  e s t ,  t o u t  d 'abord ,  

absorbé p a r  l ' i n t e s t i n  ( 6 8 ,  195).  c ' e s t  dans l ' e n t é -  

rocyte ,  c e l l u l e  i n t e s t i n a l e  dont l a  bordure en brosse  

est en contac t  d i r e c t  avec l e s  a l iments ,  que l e  f e r  e s t  

s tocké  sous forme de f e r r i t i n e  avant  d ' ê t r e  l i v r é  à 

l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  ( 61, 76, 85 ) . Un t e l  mécanl 7 sme 

suggère l ' e x i s t e n c e  de 2 récepteurs  : l ' u n  ayant  

t r a i t  à l ' a b s o r p t i o n  du f e r  dans l ' e n t é r o c y t e ,  l ' a u t r e  

permettant  l e  passage du méta l  de l a  c e l l u l e  dans l e  

plasma. L e  mécanisme e s t  l o i n  d ' é t r e  é luc idé .  I l  r e s t e  

néanmoins acquis  que l a  majeure p a r t i e  du métal absor- 

bé pénè t re  dans le plasma e t  que l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

peut  a l o r s  l e  d i r i g e r  s o i t  ve r s  les formes a c t i v e s ,  
s o i t  ve r s  l e s  formes de ré se rve .  I l  f a u t  s i g n a l e r  

cependant que Cox e t  a l  (50  ) ont  montré que l a  l ac to -  



t r a n s f e r r i n e  peu t  donner son f e r  aux c e l l u l e s  de 

l ' i n t e s t i n  en se combinant à des r écep teurs  s p é c i f i -  

ques a l o r s  que l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  ne l e  peut  pas .  

3 - R61e ................................................... de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  dans l a  mise en rése rve  

du _--------------- f e r  dans l ' h é ~ a t o c y t e  ---- -- 

C ' e s t  pr incipalement  dans l e  f o i e  q u ' e s t  s y n t h é t i s é e  

l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  c ' e s t  a u s s i  dans c e t  organe 

que s e  s i t u e  l a  réserve  de f e r  l a  p l u s  importante  de 

l 'organisme,  s o i t  30 % du métal  s tocké  sous forme de 

f e r r i t i n e .  

La s é r o t r a n s f e r r i n e  l i v r e  son f e r  uniquement aux 

c e l l u l e s  parenchymateuses du f o i e  (66 ) .  Une f i x a t i o n  - 

spgci f ique  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  aux hépatocytes  a  

é t é  m i s e  en évidence p a r  Gardiner e t  a l  (70 ) ,  Grohlich 

e t  a l  (78  ) e t  résumée dans des revues généra les  (83 ,  

6). 

C e s  d e r n i e r s  ( 7 8 ,  70 ) confirment que l e s  sites spé- 

c i f i q u e s  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  ne rep résen ten t  qu'un 

des moyens p a r  l e sque l s  l l h é p a t o c y t e  peut  incorporer  

l e  f e r  : il e x i s t e ,  en e f f e t ,  des phénomènes de d i f fu -  

s ion .  

4 - ..................................................... Rôle de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  dans l ' u t i l i s a t i o n  du f e r  

à ~ a r t i r  du macroehaqg -- -------------- 

Les é ry th rocy tes ,  au terme de l e u r  v i e ,  s o n t  phagocytés 

par  l e s  macrophages. Le f e r  e s t  a l o r s  s o i t  m i s  en ré- 

se rve ,  s o i t  remis en c i r c u l a t i o n .  D e s  é tudes r écen tes  

o n t  permis de met t re  en évidence l a  f i x a t i o n  de l a  

forme désa turée  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macro- 

phage p é r i t o n é a l  de s o u r i s  ( 1 4 3 ) ,  La f i x a t i o n  de 

l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  s u r  le  macrophage permet l e  

r e t o u r  du f e r  de l lé ry t rophagocytose  à l a  c i r c u l a t i o n .  



L'étude de l'interaction sérotransferrine-macrophage 

sera étudiée plus en détail dans le chapitre III. 

5 - Activité ...................... bactériostatique ------------------------- de la sérotransferrine 

En cas d'infection, l'organisme va réagir en diminuant 

la quantité de fer de transport et en augmentant la 

quantité de fer de stockage. 

1 
Ainsi, il se produit une baisse de 15 à 20 pour 100 

de la concentration en sérotransferrine (98 ) .  L'ac- 

tivité bactériostatique de la sérotransferrine qui Y 

a été mise en évidence "in vitro1' par Schade et al 1 
(171, 173) s'exerce vis à vis de différentes bactéries. / 

6 - Conclusion ---------- 
AU travers de ce rapide panorama sur l'importance 

biologique de la sérotransferrine, nous pouvons con- 

clure que cette protéine joue un rdle primordial 

dans le métabolisme du fer. Elle permet au fer de 

circuler dans l'organisme et régule ainsi, selon les 

besoins, l'équilibre entre la forme active et la 

forme de réserve du fer. De plus, elle intervient dans 

la lutte contre l'infection. Mais si la sérotransfer- 

rine est une protéine importante, elle n'est pas la I 

seule a intervenir. En effet, la lactotransferrine 1 
I 

est également une glycoprotéine qui intervient dans 1 

de nombreux mécanismes du métabolisme du fer. l 

C - ACTIVITES BIOLOGIQUES DE LA LACTOTRANSFERRINE 
La lactotransferrine, par sa capacité B fixer réversible- 

ment le fer, joue un rale important dans les mécanismes 

de défense cellulaire et humorale. 



1 - M g u l a t i o n  ----------------- du stockage ..................... du f e r  dans l e  f o i e  

L ' impl ica t ion  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans le  stockage 

du f e r  e s t  encore mal connue. P r i e e l s  (156) e t  a l  

mettent  en évidence l ' e x i s t e n c e  d 'un récepteur  hépa- 

t i q u e ,  chez l e  r a t  e t  l a  s o u r i s ,  responsable de  l a  

c l a i r a n c e  de g lycoproté ines  p o r t a n t  un groupement 

fucose & 1 + 3  N-acétylglucosamine. La l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  est él iminée " i n  v ivo" ,  à 90 % de l a  c i r c u l a t i o n  

sanguine v i a  c e  récepteur .  La p r o t é i n e  e s t  e n s u i t e  

re t rouvée  dans l e s  hépatocytes .  L'importance de  ce  

mécanisme e s t  encore inexpl iquée.  

2 - ~ c t i v i t é  anti-microbienne ......................... 

La l a c t o t r a n f e r r i n e  n ' e s t  pas seulement une p r o t é i n e  

t r a n s p o r t a n t  l e  f e r ,  e l l e  peut  également a v o i r  un 

r61e b a c t é r i o s t a t i q u e  (102, 123, 1 4 7 ,  159) s u r  d i f f é -  

r e n t e s  b a c t é r i e s .  

a  - Libéra t ion  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  au l i e u  de 

l ' a g r e s s i o n  

L e  taux  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  s ' é l è v e  de façon 

cons idérable ,  en cas  d ' i n f e c t i o n ,  s o i t  pa r  une 

a c t i v a t i o n  de s a  biosynthèse s o i t  pa r  une accé- 

l é r a t i o n  du taux de renouvellement des  leucocytes  

polynucléa i res  neu t roph i l e s .  

I 

Ainsi, l e  taux  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  augmente consi-  1 
dérablement dans l e  l i q u i d e  pancréat ique en cas  de 

p a n c r é a t i t e  chronique ( 4 7  ) c e  qui  permet de d i f -  ! 
f é r e n c i e r  c e t t e  maladie du cancer  du pancréas  ( 6 3  ) 1 
où l e  t aux  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  n'augmente pas .  

I 

1 

1 
Le taux de l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  également augmenté I 

l o r s  d 'une inflammation dans l e  l i q u i d e  synovia l  

( 2 0  ) .  I l  e x i s t e  d ' a u t r e s  cas  dans l e s q u e l s  l e  taux  

de l a c t o t r a n s f e r r i n e  s ' é l è v e ,  sans q u ' i l  y  a i t  

. . . 



infection ; ainsi l'alcoolisme (112), la leucémie 
(117). 

b - Synergie d'action entre la lactotransferrine et 
les immunoglobulines 

La lactotransferrine est présente dans la plupart 

des milieux de sécrétion, ainsi que le lysozyme 

et les immunoglobulines. Ces trois constituants 

agissent en synergie lors d'une attaque microbienne 

(160). L'activité bactériostatique de la lactotrans- 

ferrine augmente en présence d'immunoglobulines 

sIgA ou 5IgG spécifiques des bactéries pathogènes 

(37, 163, 164 ) et inhibe le passage du complexe ~ 
fer-enterochiline 21 l'intérieur de la bactérie. 

I 

Cette synergie d'action ne se manifeste pas avec 

des bactéries commensales (188 ) . 

3 - ........................................................ Rdle de la lactotransferrine dans l'activité bactéricide 

des leucocytes ~olymo~honucléaires ---------- ---- -- --- ------------ 
En cas d'agression microbienne, les granules secondaires 

des leucocytes polymorphonucléaires sont dégranulés 

et liberent de l'apolactotransferrine dans le phagoly- 

sosome et le milieu extracellulaire (110). 

La lactotransferrine exerce une activité bactéricide 

par ferriprivation intravacuolaire malgré l'acidité 

relative du milieu. 

Elle peut également intervenir dans la régulation de 

la production de radicaux hydroxyles libres puissarmr~ent 

bactéricides. 

Lors de la phagocytose, les neutrophiles convertissent - 
l'oxygène en anion superoxyde O2 et en peroxyde d'hy- 

drogène HZ02. Ces deux composés interagissent pour 



former des radicaux hydroxyles à haut  pouvoir d'oxy- 

da t ion .  

Selon Ambruso e t  a l  ( 7 ) , l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  grâce  
3+ au f e r  f e r r i q u e  Fe q u ' e l l e  appor te ,  p e u t  augmenter 7 

l a  production de radicaux hydroxyles l i b r e s .  

C e s  radicaux hydroxyles l i b r e s  peuvent a t t a q u e r  l e s  

molécules biologiques e t  i n d u i r e  l a  peroxydation des 

a i p i d e s  ( 8 2  ) .  Par  con t re ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  f a i -  

blement s a t u r é e  (79 ) est un i n h i b i t e u r  de l a  peroxy- 

d a t i o n  des l i p i d e s .  Dans ce cas ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

s e c r é t é e  dans l e  m i l i e u  e x t é r i e u r  p résen te  une fonc- 

t i o n  p r o t e c t r i c e  v i s  Zi v i s  des neu t roph i l e s  e t  des  

t i s s u s  environnants.  

4 - Régulation de l a  q r a n u l o ~ o ï é s e  -- -------------- ------ ----- 
L e s  neu t roph i l e s  polymorphonucléaires e t  l e s  macrophages 
jouent un r d l e  important  dans l a  défense an t ibac té r i enne  1 
e t  dans l e  métabolisme du f e r .  

Ces deux types de c e l l u l e s  s o n t  i s s u s  d 'une m ê m e  c e l -  

l u l e  souche pr6-di f férenciée  granulo-monocytaire ; i l s  

s o n t  r ep résen tés  s u r  l a  f i g u r e  no 9 .  

La  r égu la t ion  de l a  production granulo-monocytaire 

p a r a i t  é t r e  sous l a  dépendance de  deux s é r i e s  de  

f a c t e u r s  an tagonis tes .  

a  - Les f a c t e u r s  de s t imula t ion  

Les f a c t e u r s  de s t imula t ion  s o n t  groupés sous l e  

terme "colony s t imula t ing  f a c t o r "  ou C.S.F. e t  

c o n s t i t u e n t  un ensemble de g lycoproté ines  stimu- 

l a n t  de façon spéc i f ique  l e s  précurseurs  granulo- 

monocytaires ( 1 4 ,  2 1 3 ,  1 6 9 )  . 

Ces f a c t e u r s  s o n t  e s sen t i e l l ement  p rodu i t s  p a r  
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l e s  monocytes, les macrophages, ( 7 2 ,  190 ) e t  l e s  

lymphocytes a c t i v é s  ( 4 6 )  . 

b - L e s  f a c t e u r s  d ' i n h i b i t i o n  
I 

L e s  f a c t e u r s  d ' i n h i b i t i o n  s o n t  au nombre de  t r o i s  : , 

b.1 - L e s  prostaglandines E ,  p rodu i t e s  p a r  l e s  

monocytes 

1 

b . 2  - L e  "colony i n h i b i t o r y  a c t i v i t y "  ou C. I .A .  1 
C e  f a c t e u r  a é t é  i d e n t i f i é  à l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  1 

produi te  p a r  les polymorphonucléaires neu t roph i l e s  i 
( 34 ) .  La l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r  inhibe  1 

l 

l a  production de C.S.F. à une concent ra t ion  de 
- 

1 0 - l ~ ~ .  Ce t t e  i n h i b i t i o n  ne s ' e f f e c t u e  p a s  d i rec-  1 
tement s u r  l a  product ion de c e l l u l e  souche granu- 

10-monocytaire (2171, mais s u r  l a  product ion ou 

l a  l i b é r a t i o n  d'une monokine ( 1 4  ) . Cet te  rnonokine, 

p rodu i t e  p a r  l e  monocyte, s t imule  l a  production de 

C.S.F. p a r  l e  lymphocyte T ( 1 3  ) $t l e s  f ib rob las -  

t e s  ( 1 4 ) .  

L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en cu iv re  ou en  z i n c  

e s t  i n e f f i c a c e  ( 3 5  ) .  

1 
b.3 - Les chalones 

L a  chalone g ranu locy ta i re  e s t  un p e t i t  oligopep- 

t i d e  p rodu i t  p a r  l e s  granulocytes ,  dont l e  r61e 

e s t  de diminuer l ' é t a t  de p r o l i f é r a t i o n  d e s  ce l -  

l u l e s  souches mais non l e u r  nombre. 

1 
l 5 - _ _  ~ é g u l a t i o n  _____--_---_--__ de l a  migrat ion ............................. des  c e l l u l e s  imrnunocomgétentes ------- 1 

au l i e u  d' inflammation 1 ...................... 1 
Les polynucléa i res  neu t roph i l e s ,  les macrophages e t  

les lymphocytes s o n t  des  c e l l u l e s  q u i  i n t e r v i e n n e n t  

dans l e s  mécanismes de défense de l 'organisme,  dans 



la synthese et la reconnaissance des transferïines 

et de la ferritine. Ceci constitue une intéressante 

coïncidence biologique, et permet à De Souza (59 ) 

de proposer une nouvelle théorie concernant le con- 

trôle, par les protéines fixant le fer, de la migra- 

tion des cellules lymphoïdes dans l'organisme. 

Cette théorie est schématisée dans la figure no 10 

Les leucocytes polynucléaires sont les premieres 

cellules a parvenir au site inflammatoire, elles syn- 
thétisent la lactotransferrine. Cette protéine va 

attirer les macrophages et les lymphocytes, par l'in- 

termédiaire de récepteurs membranaires ( 2 0 3 ,  141, 154) . 
1 

De plus, les macrophages attirent les lymphocytes l 
par la synthèse de ferritine et de sérotransferrine. 

Ainsi la cavalcade cellulaire vers le site inflamma- 

toire pourrait s'expliquer par un mécanisme de recon- 
naissance impliquant les protéines fixant le fer. 

6 - ......................... Interaction avec le macro~haqg . 

L'intervention de la lactotransferrine dans le méta- 

bolisme du fer fait appel au système réticulo-endothé- 

lial. Elle a été mise en évidence dans les cas 'patho- 

logiques. 

Les mécanismes de l'interaction lactotransferrine- 
- macrophages seront étudiés plus en détail dans le 

chapitre III. 

Les rôles biologiques de la lactotransferrine sont 

multiples. Elle joue un rôle important dans la lutte 

contre l'infection tant par son implication dans 

l'anémie ferriprive que par son activité bactériosta- 



synthèse de 
sero t rans fe r r ine?  

p o l y n u c l é a i r e  n e u t r o p h i l e  

FIGUXE jO : ASSOCIATION DES PROTEINES FIXAET LE FZB ET DES CSUULES 

PRESENTES AU SITE D ' IWLWATIOP?. ( 59 

~ é c e p t e u r  de f e r r i t i n e  , O F e r r i t i n e  

Y necepteur de lactotransf err ine , A Lactotransf c r r ine  

V ~ é c n p t e i ~  de sérotrarisf errino 2if erricpe 

2écepte-y de sérotrzssferr ine satïr8e an z inc .  



t i q u e .  Recement,  son i n t e r v e n t i o n  dans l a  granulo- 
poïése  e t  l a  migrat ion c e l l u l a i r e  a  Gté soupçonnée. 

L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  joue donc un r d l e  important  au 

s e i n  de l 'organisme. Ses r e l a t i o n s  avec l a  l i g n é e  
l eucocy ta i re  r e s t e n t  Zi d é f i n i r ,  en p a r t i c u l i e r  avec 

l e  macrophage. 



CHAPITRE 11 

GENERALITES SUR LES MACROPHAGES 

C'est Elie Metchnikoff qui,.en 1887, publia ses observations 

sur l'existence de cellules amiboïdes mononucléées, libres 

et mobiles, ayant la propriété de phagocytose, qu'il appela 

macrophages (129) . 

Ces cellules sont capables de phagocyter des bactéries, des 

virus mais également d'autres substances particulaires telles 

les billes de latex, le carbone colloïdal. 

Plus tard, grâce à des études de colorant vital, Aschoff ( 8 ) 

a déterminé la nature des cellules douées de phagocytose. Ces 

cellules, connues sous le nom de cellules du système réticulo- 

endothélial, peuvent se classer par ordre croissant d'activité 

phagocytaire en cellules endothéliales< cellules réticulées 

de la rate et des ganglions < cellules réticulo-endothéliales< 
histiocytes < splénocytes et monocytes, 

Le terme de systeme réticulo-endothélial groupe des cellules 

hétGrogènes, localisées différemment dans l'organisme, pou- 

vant différer dans leurs caractéristiques morphologiques et 

fonctionnelles. Une nouvelle classification a donc été établie 

tenant compte des cellules précurseurs, et le systême phago- 

cytaire mononucléé est né (201) . 



1 - PRESENTATION GENERALE DES MACROPHAGES 

A - MORPHOLOGIE DES MACROPHAGES 

E l l e  e s t  s u r t o u t  é t a b l i e  de façon comparative p a r  rap- 
i 
j 

p o r t  aux polynucléa i res  (12 ) .  L e  macrophage possede : 1 
l 

un noyau homogene, ovale  ou réniforme (non fragmenté) ; l 

des mitochondries en q u a n t i t é  importante ; un ré t icu lum 1 
endoplasmique dense, s u r t o u t  pour les c e l l u l e s  s t imulées  ; 1 
un a p p a r e i l  de Golgi important ; des lysosomes nombreux, 1 

l 

l e u r  nombre v a r i e  en fonct ion  de l ' é t a t  immunitaire ; des l 

i 
t ubules  e t  des f i laments  dont  l e  r d l e  dans l a  m o t i l i t é  

de l a  c e l l u l e  e s t  déterminant ; des vacuoles de t a i l l e  

v a r i a b l e  contenant  quelquefois  l e  m a t é r i e l  phagocyté ; 

e t  e n f i n  des phagosomes. 

B - O R I G I N E  ET LOCALISATION DES MACROPHAGES 

1 - Origine --- ------------- des macrogQages 

Les macrophages ont  pour c e l l u l e s  souches des c e l l u -  

l e s  de l a  moëlle : les c e l l u l e s  souches granulo-mono- 

c y t a i r e .  C e s  c e l l u l e s  peuvent donner na issance ,  p a r  

d i v i s i o n s  success ives ,  d 'une p a r t  Zi des c e l l u l e s  poly- 

morphonucléaires, d ' a u t r e  p a r t  à des monocytes p u i s  

à des macrophages. 

Les d i f f é r e n t e s  é tapes  de d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s  sont  

schématisées s u r  l a  f i g u r e  n a 9 .  

Les c e l l u l e s  polymorphonucléaires ne f o n t  pas p a r t i e  

du système phagocytaire mononucléé. 



L a  c e l l u l e  souche médul la i re  se transforme en promo- 

nocyte,  q u i  lui-meme donne na issance  au monocyte, 

ces  é t apes  s e  s i t u e n t  au niveau de l a  moëlle osseuse.  

L e  monocyte e s t  e n s u i t e  t r a n s p o r t é  v e r s  l e  sang pé r i -  

phérique où il peu t  se transformer en macrophage l i b r e  

ou en macrophage t i s s u l a i r e .  La maturat ion du monocyte 

en macrophage s'accompagne d'une augmentation du nombre 

de récepteurs  Fc ( 2 1 4 )  . 

L a  f i g u r e  no  11 montre le t r a n s f e r t  du monocyte 

ve r s  l e s  d i f f é r e n t s  t i s s u s ,  chez l a  s o u r i s .  

l 
a - Origine du macrophage a l v é o l a i r e  i 

1 

L ' o r i g i n e  e t  l a  capac i t é  à p r o l i f é r e r  du macro- 

phage a l v é o l a i r e  o n t  é t é  longtemps une énigme. 

Des é tudes  s u r  l ' an imal  o n t  montré q u ' i l  d é r i v e  

d'un précurseur  médullaire ,  o r i g i n e  commune à 

t ous  l e s  macrophages. 

L e s  monocytes e n t r e n t  dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine 

au hasard,  l ' é t a p e  de  passage dans l e s  a l v é o l e s  

pulmonaires demeure inconnue. 

La f i g u r e  no 1 2  r ep résen te  l e s  deux p o s s i b i l i t é s  

de p r o l i f é r a t i o n  e t  de renouvellement du macro- 

phage a l v é o l a i r e  ( 31 ) . 

L e  monocyte p e u t  a l l e r  directement  ve r s  l ' a l v é o l e  
l 

pour se transformer en macrophage a l v é o l a i r e .  I l  1 
l 

peut  également se d i f f é r e n c i e r  en macrophage r é s i -  1 

dant  dans l e  t i s s u  i n t e r s t i c i e l .  I 

1 
Le renouvellement des macrophages a l v é o l a i r e s  

semble ê t r e  dû en majeure p a r t i e  à une migra t ion  

des monocytes sanguins.  En e f f e t ,  Golde e t  al 

( 7 3  ) ont  montré que l ' a c t i v i t é  mitot ique des  
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S A N G  INTERSTICIUM A L V É O L E  

FIGURE 1 2 : ORIGINE DU MAcX0PHK.E ALVEOLAIRE , SELON BûWDCN ET K. ( 31 
) 
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macrophages a l v é o l a i r e s  humains e s t  très f a i b l e .  

Seuls  0,35 - 1,25 % des macrophages s o n t  capables 

de s e  d i v i s e r .  D e  m&me Bowden e t  a l  ( 3 1 )  montrent 

que l e s  c e l l u l e s  i n t e r s t i c i e l l e s  r é s i d e n t e s  de 

s o u r i s  se d i v i s e n t  peu. En cas  d ' i r r a d i a t i o n ,  l e  
nombre de macrophages a l v é o l a i r e s ,  chez l a  s o u r i s ,  

e s t  maintenu p a r  d i v i s i o n  e t  migrat ion de c e l l u l e s  

i n t e r s t i c i e l l e s .  

L o r s q u ' i l  n'y a  pas  un é t a t  pathologique,  l ' i n f l u x  

de monocytes sanguins e s t  l a  source  majeure de 

renouvellement des  macrophages a l v é o l a i r e s .  

b  - Origine du macrophage p é r i t o n é a l  

 origine du macrophage p é r i t o n é a l  a  s u r t o u t  é t é  

é tud iée  chez l a  s o u r i s  ( 1 9 9 ,  2 0 0 ) .  Le macrophage 

p é r i t o n é a l  dé r ive  du monocyte sanguin e t  n ' e s t  

pas  capable de  se d i v i s e r .  Au cours  d 'une inflam- 

mation il se p r o d u i t  une rapide  e n t r é e  des  mono- 

cy tes  sanguins dans l a  c a v i t é  p é r i t o n é a l e ,  e t  des  

expériences de marquage à l a  thymidine t r i t i é e ,  

confirment que c e t t e  augmentation l o c a l e  de  macro- 

phages pér i tonéaux n ' e s t  pas dQe à une a c t i v i t é  

mi to t ique  de  ces  c e l l u l e s .  

L e  pourcentage de c e l l u l e s  capables  de d i v i s i o n  

est de 3 a 4,que c e  s o i t  dans un cas normal ou 

pathologique. 

Les macrophages, a l v é o l a i r e s  ou pér i tonéaux o n t  

donc une o r i g i n e  commune. 

2 - Loca l i sa t ion  des macro~haqgs ...................... -- 
L e s  c e l l u l e s  mononucléées phagocytaires  s o n t  p résen tes  1 
au niveau de p l u s i e u r s  organes e t  t i s s u s .  l 



a - L e  f o i e  

L e s  c e l l u l e s  de  Küpfer, jouxtant  l e s  c e l l u l e s  

h6patiques c o n s t i t u e n t  l a  b a r r i è r e  phagocytaire  

l a  p lus  importante de  l ' h b t e .  E l l e s  jouent éga- 

lement un r61e dans l e  stockage du f e r  sous forme 

de f e r r i t i n e .  

b - L a  r a t e  

C e  s o n t  des macrophages sp léniques .  Ils se s i t u e n t  ' 
1 

dans l a  pulpe rouge. 

c - L e s  ganglions lymphatiques I 

Ce s o n t  les macrophages thymiques, l i b r e s  ou 
I 

I 
f i x e s .  l 

-1 
d - L e  poumon - I 

l 

C e  son t  les macrophages a l v é o l a i r e s .  11s p r é s e n t e n t  

un contenu enzymatique lysosomal é l evé ,  un méta- 

bolisme oxydat i f  important (de préférence  Zi l a  

g lyco lyse ) ,  une a c t i v i t é  b a c t é r i c i d e  f a i b l e  (57 ) ,  

i l s  répondent peu aux s t i m u l i  ch imiotac t iques  

( 1 0 0 ) .  

e - L e s . c a v i t é s  - .  sé reuses  

Ce s o n t  l e s  macrophages pér i tonéaux.  Ils p r é s e n t e n t  

une a c t i v i t é  b a c t é r i c i d e  supér ieure  à c e l l e  des 

macrophages a l v é o l a i r e s  mais un contenu lysosomal 

i n f é r i e u r .  D e  p l u s ,  i l s  répondent bien aux s t i m u l i  

chimiotact iques.  

f - Autres l o c a l i s a t i o n s  

L e s  c e l l u l e s  mononucléées phagocytaires  se s i t u e n t  

également dans l a  moëlle osseuse ; c e  s o n t  l e s  

c e l l u l e s  souches promocytaires , les monocytes. 
L e  t i s s u  conjonct i f  e t  l e  sang cont iennent  a u s s i  

des monocytes, 



I I  - ROLES BIOLOGIQUES DES MACROPHAGES 

Dans ce paragraphe, nous allons t6tudier les raies biologiques 

du macrophage. Son intervention dans le métaboiisme du fer 

sera étudié plus en détail dans le chapitre 

A - FONCTION ANTI-INFECTIEUSE - PHAGOCYTOSE 

Les macrophages sont des cellules spécialisées dans 

l'ingestion et la phagocytose d'une grande variété de 

corps étrangers et débris cellulaires. 

Selon Besterman et al (25 ) ,  il faut séparer le mécanisme 

d'ingestion en deux mécanismes distincts : d'une part 

la phagocytose, phénomgne actif, qui correspond à l'inter- 

nalisation de particule de diamètre supérieur à 1 0 p m ;  

d' autre part, la pinocytose ou internalisation de petit 

substrat. La pinocytose peut se produire par L'intermé- 

diaire de deux mécanismes distincts : d'une part, un 

phénomène passif ou "fluid phase pinocytosis" qui ne 

fait pas intervenir de récepteurs ; d'autre part un phé- 

nomène actif faisant intervenir la fixation du ligand 

sur un récepteur membranaire. 

La phagocytose est le mécanisme le plus étudié dans le 

cadre de la fonction anti-infectieuse du macrophage 

(25, 2, 1 8 9 ,  77) . 
La phagocytose fait suite à une phase de chimiotactisme 

durant laquelle le macrophage ou le mococyte est attiré 

vers le site inflammatoire. 

La phagocytose se décompose en deux étapes : l'attache- 

ment de la particale à la membrane cellulaire scivi de 

l'endocytose. 



1 - Phase d'adhésion ---------------- 
Tout macrophage présente la possibilité d'adhérer 

à la surface de divers substrats (verre, plastique, 

micro-organisme) . 
Des facteurs extra-ceiïulaires tels la température, 

la force ionique, la présence de cations divalents 
++ (M~++, Ca ) , d'opsonines (spécifiques ou non) peu- 

vent agir sur le phénoméne d'adhésion. 

En outre, l'existence de récepteurs spécifiques, 

pour la partie Fc de différentes classes dlIgG ( 8 8 )  

sur la membrane du macrophage, facilite l'adhésion 

des micro-organismes. Il existe également des récep- 

teurs pour des fragments du complément C3b et Cjd. 

De plus, la nature hydrophobe ( 40 ) , la charge, la 
composition chimique de la particule jouent également 

un r61e important. l'adhésion des particules est un 

phénomène dont l'indépendance énergétique est con- 

testée. 

L'ingestion d'une particule est un mécanisme actif 

dépendant de la température, de la présence d'ions 

ca++ et nécessitant de l'énergie. 

L'ingestion fait intervenir un mécanisme "zipper" 

qui consiste en l'apposition continue de récepteurs 

et de la particule, par l'intermédiaire de pseudo- 

podes, jusqu'à ce que la particule soit totalement 

enrobée ( 77 ) . 

L'ingestion s'accompagne d'une augmentation de la 

consommation d'oxygène faisant intervenir la glyco- 

lyse pour les macrophages péritonéaux, la phospho- 

rylation oxydative pour les macrophages alvéolaires. 



Les macrophages peuvent ingérer une quantité définie 

de particules, ils entrent ensuite dans une phase 

d' inhibition. 

La particule ingérée peut ensuite être digérée après 

fusion des phagosomes avec les lysosomes, ou persister 

et se multiplier dans le cas de variétés virulentes. 

B - ROLE DES MACROPHAGES DANS L'IMMUNITE A MEDIATION CELLULAIRE 

Il est possible de distinguer deux types d'infection 

( 81) ; une infection parulente de courte durée, intense, 

résorbée par les polynucléaires et une infection granu- 

lomateuse provoquée par la survie de bactéries phagocytées 

dans les polynucléaires ou les macrophages. Pour combattre - 

cette infection granulomateuse, il y a développement de 

l'immunité faisant appel au lymphocyte T et 3 la cellule 

phagocytaire monocluée. 

Dans un premier temps, la prolifération bactérienne est 

limitée par la présence de macrophages résidents, via la 

phagocytose. Dans un second temps, les lymphocytes T 

interviennent en émettant un facteur chimiotactique, 

favorisant le rassemblement des macrophages et la forma- 

tion d'une lésion granulomateuse. 

Puis une prolifération des macrophages résidents va se 

produire ainsi qu'un afflux de monocytes sanguins. Au 

début, le granulome contient seulement des macrophages 

et des lymphocytes. Ensuite, arrivent des cellules épi- 

théloïdes, des fibroblastes, des polynucléaires éosino- 

philes et basophiles. 

Dans un troisième temps, les macrophages vont être activés 

par les lymphokines qui ont le pouvoir d'augmenter l'ac- 

tivité bactéricide du macrophage. Ces lymphokines sont le 

facteur d'inhibition de la migration ou M.I.F. et le 



facteur d'activation du macrophage ou M.A.F. 

Les interactions lymphocytes-macrophages sont réglées 

par le système d'histocompatibilité (M.H.C. chrz la 

souris, H.L.A. chez l'homme). 

Le locus 1 de la région H2 du chromosome 17 de la souris 

ou de la région H.L.A. du chromosome 6 chez l'homme code 

pour un antigène de surface Ia sur le macrophage. Cet 

antigène est reconnu par le lymphocyte et la cellule 

peut alors exercer ses fonctions effectrices. Seule 

une faible proportion de macrophage présente cet anti- 

gène Ia. 

L'ensemble de ces réactions est schématisée sur la 

figure no 13. 

L'absorption intestinale du fer fait intervenir des 

récepteurs mais, selon Cattan et al, Refsum et ai, le 

macrophage villositaire joue également un rôle important 

dans le métabolisme intestinal du fer. 

La barrière intestinale est composée de trois membranes ; 

tout d'abord l'épithélium où se trouvent les entérocytes, 

ensuite la "lamina propria" composée de cellules inter- 

sticielles, de macrophages et de capillaires, et enfin, 

la muqueuse musculaire. 

Le fer alimentaire passe à travers l'entérocyte, par 

l'intermédiaire de chélateurs, puis une partie de ce 

fer passe dans la circulation sanguine, c'est la phase 

rapide (210). Le reste du fer est transféré au macro- 

phage. 

Le macrophage stocke également sous forme de ferritine 

le fer d'origine hémique. Ce stock macrophagique est le 





s t o c k  l e  p l u s  important de l a  v i l l o s i t é  ; il s u i t  l e s  

v a r i a t i o n s  q u a n t i t a t i v e s  du s tock  de  tous  les macrophages 

mononucléés de l 'organisme ( 4 1 ,  4 2 ,  4 3 ,  5 6 ) .  
,. 

Le f e r  macrophagique peut  être l i b é r é  ve r s  l a  c i r c u l a t i o n  

sanguine en fonct ion  des besoins ,  c ' e s t  l a  phase de 

" t r a n s f e r t  r e t a rdé"  ou bien une p a r t i e  de c e  f e r  peu t  

ê t r e  exc ré tée  pa r  les c e l l u l e s  à mucus (158) .  

L e  macrophage joue un r61e de  régu la t ion .  C e s  d i f f é r e n t e s  

p o s s i b i l i t é s  du t r a n s p o r t  du f e r  s o n t  schématisées dans 

l a  f i g e  no 1 4 .  Selon Refsum e t  a l  (158) , l e  macrophage 

e s t  une é tape  o b l i g a t o i r e  dans l e  t r a n s f e r t  du f e r .  

D - ETUDE DES RECEPTEURS MEMBRANAIRES DES MACROPHAGES 

L e  macrophage p o r t e  s u r  sa membrane de  nombreux récep teurs .  

Nous a l l o n s  rapidement c i t e r  l e s  p l u s  importants .  

Son ex i s t ence  e s t  connue chez l e  l a p i n ,  l e  cobaye, 

l'homme ( 53, 1 6 2 ,  2 1 1  ) s u r  l e  macrophage a l v é o l a i r e .  

La fonct ion  de c e  r écep teur  C3 n ' e s t  pas e c l a i r c i e  

m a i s  il e s t  p o s s i b l e  q u ' i l  a g i s s e  en synergie  avec 

l e  récepteur  Fc .3 I ~ G .  

Ce récepteur  e s t  capable  de s e  l i e r  spécifiquement 

avec le  fragment Fc des  I g  cy toph i l e s ,  s u r t o u t  l e s  

IgG. Leur nombre v a r i e  en fonct ion de l ' é t a t  de 

s t imula t ion  e t  de l ' o r i g i n e  du macrophage. 

Les macrophages ne semblent pas posséder de r écep teurs  

pour l e s  IgM (162 ) . 



c e l l u l e  a mucus 
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FIGURE 14 : TRANSPORT DU FER DUJS LA VlLLOSITE IWESTINALE 
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Récemment, un récepteur à IgE a été mis en évidence 

sur le macrophage péritonéal de rat ( 58, 29 ) . 

3 - gcU5gegggg-t-&Ag,g, (migration inhibitory factor), 
à -------_ M.S .F. (migration stimulatory factor) 

Le récepteur du facteur d'inhibition de migration a 

été bien étudié (89, 69 ) . La fixation du M.I.F. 
sur ce récepteur est inhibée par le L. Fucose. Le 

macrophage porte également un récepteur du facteur 

d'activation. Son action est inhibée par la N-acétyl- 

D-galactosamine (69 ) . 

Ces deux récepteurs contiennent certainement des 

glycannes. 

Haeffner-Cavaillon et al (80 ) ont montré l'existence 

d'un récepteur à endotoxine de bactérie Gram négative 
sur le macrophage péritonéal de lapin. Ce récepteur 

est différent du récepteur à mannose, présent à la 

surface de certains macrophages. 

5 - E x i s t s n ~ e - b s - r ~ c e ~ t e u , r s - d ~ - ~ 1 ; ~ c o ~ ~ o ~ ~ i n e ~ - ~ ~ - ~ ~ s 2 ~ -  
naissance _------_---------- de leur gartie_qJycgnn.ggg ----- 

Les glycoprotéines de surface jouent un rdle important 

dans la pinocytose, la différenciation, la reconnais- 

sance et l'adhésion inter-cellule, comme récepteurs 

à hormones et virus et mediateurs de la spécificité 

imrnunologique (1 4 6 ) . 
La partie glycannique des glycoprotéines semble impli- 

quée dans le transport de métabolites à travers les 
membranes cellulaires, dans l'insertion et l'orienta- 

tion des glycoprotéines dans la membrane plasmatique, 



dans la sécrétion et dans la protection contre la 

protéolyse (146, 139). 

Le rdle de ces sucres a été étudié dans le système 

ligand-récepteur afin d'élucider le r81e de ces su- 

cres. C'est Ashwell (1968) qui mit en évidence l'exis- 

tence d'un récepteur hépatique reconnaissant le galac- 

tose en position terminale obtenu après désialylation 

de la céruléoplasmine. Ce fut le premier pas dans 

l'investigation du rôle des sucres dans les mécanismes 

de reconnaissance. 

Différents récepteurs spécifiques d'un ou plusieurs 

sucres ont été mis en évidence dans la cellule mononu- 
cléGe phagocytaire. Il est cependant assez difficile 

d'établir une classification bien claire. 

a - ~ 8 1 e  des glycannes dans la reconnaissance d'un 
récepteur 

La persistance de glycoprotéines modifiées, de 

glycoconjugés et de glycosydases lysosomales dans 

, le plasma des mammifères est largement déterminée 

par la nature du sucre exposé en position termi- 

nale. 

Stahl (185) met en évidence l'existence d'un ré- 

cepteur reconnaissant le mannose et la N-Acétyl- 

glucosamine sur le macrophage alvéolaire de rat. 

Pour cela, il utilise de la RNase B exposant un 

résidu terminal mannose et de l8agalacto,-oros~mu- 

coide exposant un résidu terminal N-acétylgluco- 

samine. L'intervention d'un seul récepteur pour 

ces deux substances est déterminée par des réactions 

d'inhibition. La structure de la partie glycannique 

est importante. Ainsi le maanose lié en o( 1 + 6 
est un meilleur inhibiteur que le mannose lié en 

0( 1 + 3 ou en o( 1 2. Ces travaux confirment 

les travaux d' Achord ( 1 ) effectués in vivo. 



Selon S t a h l  (186) ce r écep teur  spéc i f ique  du 

mannose e t  de l a  N-acétylglucosamine e s t  un ré- 

cepteur  de  pinocytose q u i  d é l i v r e  les glycopro- 

t é i n e s  f i x é e s  au lysosome. C e  récepteur  n ' e s t  

pas dégradé mais recyclé .  S t a h l  (193) montre 

q u ' i l  e x i s t e  deux pools  d i s t i n c t s  de  récepteurs  

i n t r a c e l l u l a i r e s ,  dans l e  macrophage a l v é o l a i r e .  

Be monosaccharide mannose à une concent ra t ion  de 

10 mM exerce  un e f f e t  coopéra t i f  s u r  l a  f i x a t i o n  

de Man-BSA s u r  l e  récepteur  mannose du macrophage 

a l v é o l a i r e  de l a p i n  ( 90, 9 4  ) . Imber e t  a l  (94) 
ont  c o n s t a t é  que l ' a c t i v a t i o n  des macrophages p a r  

BCG ou p a r  du t h i o g l y c o l l a t e  e n t r a î n e  une diminu- 

t i o n  du nombre de récepteur  mannose s u r  l e  macro- 

phage. 

Le r81e physiologique de ce r écep teur  macrophagi- 

que n ' e s t  pas  b ien  e c l a i r c i  m a i s  il semble impli-  
4 q u e p  dans l ' é l i m i n a t i o n  d'enzymes lysosomales de 

l a  c i r c u l a t i o n  sanguine,  de complexe antigène- 

an t i co rps  (IgM) e t  de l evures  ( 2 0 7 ) .  

Para l lè lement ,  Shepherd e t  a l  (175) o n t  é t a b l i  

une c l a s s i f i c a t i o n  des suc res  ayant  un pouvoir 

i n h i b i t e u r  s u r  l a  f i x a t i o n  de  g lycoproté ines  

exposant un r é s i d u  L-Fucose. Ces suc res  s o n t  les 

su ivan t s  p a r  o r d r e  d ' i n h i b i t i o n  déc ro i s san te  : 

L - Fuc = D - Man > GLcNac e D - Glc > D - Xyl >>> 
D - Ga1 = L - Ara = D - Fuc. 

En f a i t ,  l a  f i x a t i o n  s u r  ce r écep teur  est inh ibée  

à l a  f o i s  pa r  l e  L-fucose e t  l e  D-Mannose. 

Ce récepteur  possède donc une s p é c i f i c i t é  t r è s  

l a r g e  e t  e s t  capable de f i x e r  un grand nombre de 

glycoprotéines.  



Stahl et al (187) montrent que ce récepteur 

mannose-fucose existe sur le macrophage dérivé 

de la moëlle osseuse et sur le macrophage péri- 

tonéal de souris. Mais l'apparition de ce récep- 

teur dépend de l'état de différenciation de la 

cellule mononuclé~e phagocytaire. Ainsi le monocyte 

sanguin ne fixe pas le Man-BSA. Mais aprés trois 

jours en culture, le Man-BSA se fixe dans des 
conditions semblables 3 celles du macrophage al- 

véolaire (176) . 



CHAPITRE III 

ROLE DES MACROPHAGES DANS LE METABOLISME DU FER 

Dans ce  c h a p i t r e ,  nous a l l o n s  v o i r  q u e l l e s  son t  l e s  iater- 
a c t i o n s  t r a n s f e r r i n e s  - macrophages dans l e  métabolisme du 

f e r .  

1 - BIOSYNTHESE DE LA S~ROTRANSFERRINE PAR LE MACROPHAGE 

Haurani e t  a ï  (84) r p u i s  Custer  e t  a ï  (52) Ont montré i ' e x i s -  

t ence  d'une synthèse de t r a n s f e r r i n e  p a r  l e  macrophage p e r i -  

t o n é a l  de s o u r i s .  L a  synthèse de  t r a n s f e r r i n e  p a r  l e s  t i s s u s  

de l a  r a t e ,  du f o i e  de s o u r i s  e t  de r a t  e s t  connue (152). 

L e s  c e l l u l e s  de l a  moëlle osseuse ne s y n t h é t i s e n t  pas  de 

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

Ce t t e  t r a n s f e r r i n e  syn thé t i sée  p a r  l e  macrophage joue un 

r ô l e  dans l e  métabolisme du f e r .  

En e f f e t ,  s e lon  Haurani (84) , l e  f e r  de l lé ry throphagocytose  

tra se f i x e r  p ré fé ren t i e l l ement  à l a  t r a n s f e r r i n e  macrophagique 

p l u t d t  qu 'a  l ' a p o f e r r i t i n e .  Ce phénomsne est un processus 

r ap ide  ; le temps de demi-l ibérat ion du f e r  dans l e  système 

r é t i c u l o e n d o t h é l i a l  est de 1 à 2 heures.  I l  e x i s t e  égaleme- 

ment une phase l e n t e  de l i b é r a t i o n  du f e r .  

Le macrophage azvéo la i re  " i n  vivo" e s t  incapable de métabo- 

l iser l e  f e r  a s soc ié  à l 'hémoglobine (62). 



I I  - INTERACTION SEROTRANSFERRINE - MACROPHAGE 

L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  joue un r61e e s s e n t i e l  dans le  métabo- 

l i s m e  du f e r ,  q u ' e l l e  s o i t  sous forme s a t u r é e  ou désa turée .  

Des récep teurs  pour c e s  deux formes o n t  é t 6  m i s  en évidence. 

La f i x a t i o n  de l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  a é t é  é t u d i é e  s u r  

le macrophage p é r i t o n é a l  de r a t  ( 143) . L' aposérotrans-  

f e r r i n e  se f i x e  de  façon spéc i f ique ,  r é v e r s i b l e  e t  satu-  

r a b l e  s u r  l e  macrophage p é r i t o n é a l  de  r a t .  

Des analyses  p a r  l a  méthode de  Scatchard o n t  déterminé 

l a  présence de 110 000 s i t e s  de  f i x a t i o n .  Ce c h i f f r e  

e s t  q u a t r e  f o i s  supér i eu r  à c e l u i  obtenu pour l a  séro-  

t r a n s f e r r i n e  sa tu rée .  Ceci est schématisé s u r  l a  f i g u r e  

Par  a i l l e u r s ,  Wyllie (219 a montré que l e  macrophage alvéo- 

l a i r e  de  l a p i n  f i x e  p ré fé ren t i e l l ement  l a  s é r o t r a n s f e r -  

r i n e  ayant  un f a i b l e  degré de  s a t u r a t i o n .  

L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  peut  donc prendre l e  f e r  au système 

ré t i cu lo -endo thé l i a l .  La d i r e c t i o n  du f e r  e s t  inve r sée  

p a r  rappor t  à c e l l e  du r é t i c u l o c y t e .  

B - RECEPTEUR DE LA SEROTRANSFERRINE SATUREE 

La s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  se f i x e  également s u r  l e  macro- 

phage p é r i t o n é a l  mais s u r  un récepteur  d i f f é r e n t  e t  indé- 

pendant de c e l u i  de l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  ( 1 4 3 ,  1 4 4 ) .  



Transfe r r ine  l i é e  

' m o ï '  

FIGURE15  : DETZRl4INATION DU NOMBRE DZ S I T E S  DE LA S~OT~'7SFEXRIXE 

SUR LE: MACROPHAGE PERITONEAld , SELON NISHISATO ET AL. ( g 3  ) 

O ~po-sérotransferrine N = 110 000 sites 

e ~érotransferrine diferrique N = 33 ooo sites 



L e  nombre de s i t e s  r écep teur  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

s a t u r e e  e s t  es t imé à 30 000 pa r  c e l l u l e  avec une cons- 
6 t a n t e  d ' a f f i n i t é  de 1,25. 10 1. mol-'. C e  f a i t  r e f l e t e  

l a  capac i t é  l i m i t é e  du macrophage 3 prendre l e  f e r  de 

l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  " i n  vivo" ( 6 7  ) . 

C - CONCLUSION 

L e  récepteur  de  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macrophage 

est important dans le  métabolisme du f e r .  La sé ro t rans -  

f e r r i n e  peut  prendre l e  f e r  du macrophage m a i s  e l l e  

peut  a u s s i  donner son f e r  au macrophage. 

1 1  1 - ETUDE DE L' INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC LE 
MACROPHAGE 

Les i n t e r a c t i o n s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  avec l e  macrophage 

s o n t  v a r i é e s  e t  ne f o n t  pas  seulement i n t e r v e n i r  l e  métabo- 

l isme du f e r .  

A - ROLE DE LA LACTOTRANSFERRINE DANS LA REGULATION DE LA 

MYELOPOIESE 

Ce r d l e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a  é t é  é t u d i é  au c h a p i t r e  1 
des g é n é r a l i t é s .  

B - ROLE DE LA LACTOTRANSFERRINE DANS L'ANEMIE FERRIPRIVE 

I 
I L' in te rven t ion  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l e  métabolisme 

du f e r  f a i t  appel  au système ré t i cu lo -endo thé l i a l ,  dans I 
l e s  c a s  pathologiques.  



Les mécanismes qui entrent en jeu lors d'une agression 

microbienne sont résumés dans la figure n016. 

L'ensemble de ces mécanismes permet la mise en place d'un 

état d'anémie ferriprive, caractérisé par une chute bru- 

tale du taux de fer sérique (208), une augmentation du 

fer de réserve dans le foie et les macrophages (151),et 

une diminution de l'absorption intestinale de fer ( 24 ) .  

Quelles sont les différentes étapes qui mènent à cet état 

d ' anémie ferriprive ? 

1 - Libération d'a~oiactotransferrine -------------- ------------------ 

Dans une première étape, l'agent infectieux active 

le leucocyte mononucléé. Sous l'effet de cette acti- 

vation, il y a libération d'un agent pyrogène leuco- 

cytaire, qui est une protéine de faible masse molécu- 

laire. Le rdle de cet agent est double ; d'une part, 

il diminue la production de sidérophores bactériens 

( 103, 116, 145) , d'autre part, il interagit avec les 
neutrophiles pour provoquer une dégranulation des 

granules secondaires et, par voie de conséquence, 

une libération de lactotransferrine dans le milieu 

extra-cellulaire ( 101, 202 ) . 
La lactotransferrine, ainsi sécrétée sous forme désa- 

turée, prélève le fer de la sérotransferrine en pré- 

sence d' ions citrates. 

Reconnaissance d'un récepeur du macro~haqe ........................ ------------- -- - 

La lactotransferrine saturée reconnazt un récepteur 

de la membrane plasmique du macrophage (39, 203, 118) 

Le fer est transferré sur la ferritine où il est 

bloqué tandis que la protéine est dégradée (204). La 

résultante de l'ensemble de ces mécanismes est l'ins- 





t a l l a t i o n  de l 'anémie f e r r i p r i v e .  L'accumulation du 

f e r  dans l a  f e r r i t i n e  diminue l a  q u a n t i t é  de f e r  d i s -  

ponib le  pour l 'hématopoïèse.  

C - ETUDE DES INTERACTIONS LACTOTRANSFERRINE - MACROPHAGES 

Les r é s u l t a t s  donnés dans c e  c h a p i t r e  représentent  l e s  

quelques é tudes  e f fec tuées  s u r  le macrophage e t  l a  l ac to -  

t rans f e r r i n e .  

1 - Etudes r é a l i s é e s  g a r  Van Snick e t  a l  -------_--------- ------------------ 
Dès 1976, Van Snick e t  a l  (203) met tent  en évidence 

une f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine s u r  

des c e l l u l e s  p é r i t o n é a l e s  de s o u r i s .  L e  système 

d 'é tude  c h o i s i  e s t  un système hétérologue. 

L e  nombre de s i tes  de f i x a t i o n  de  l a  l a c t o t r a n s f e r -  
6 r i n e  s a t u r é e  e s t  de 20. 10 pa r  macrophage p é r i t o n é a l .  

Selon eux, l ' i n t é g r i t é  de  l a  s t r u c t u r e  de l a  l ac to -  

t r a n s f e r r i n e  est nécessa i re  pour q u ' i l  y  a i t  f i x a t i o n  

s u r  l e  macrophage. 

P a r  l a  s u i t e ,  c e t t e  même équipe ( 118) a  confirmé l a  
f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  le macrophage 

a l v é o l a i r e  de  s o u r i s .  

2 - Etudes r é a l i s é e s  g a r  Bennet e t  a l  ----------------- --------------- 

Ces au teurs  o n t  ana lysé  un système homologue c o n s t i t u é  

p a r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine e t  l e  macrophage 

humain dé r ivan t  du monocyte ap rès  7 jours  en c u l t u r e  

( 2 2  1 .  

Le nombre de s i t e s  r écep teurs  d é t e c t é s  dans c e  système 
6 e s t  t r è s - é l e v é  : 200. 10 s i t e s  p a r  macrophage. Ce t t e  

f i x a t i o n  e s t  spéc i f ique  e t  dépendante de  l a  présence 
++ d ' i o n s  Ca . Ce c h i f f r e  t r è s  é l evé  peut  ê t r e  l e  



r é s u l t a t  d'une polymérisat ion de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

sous l a  forme de té tramère.  Le récep teur  p o u r r a i t  a v o i r  

une s t r u c t u r e  permettant  l ' i n t e r a c t i o n  de  p l u s  d'un 

polymère de l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

Récemment Bennet e t  a l  ( 2 3 )  montrent l a  f i x a t i o n  de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine s u r  l e  monocyte sanguin 

humain m a i s  au niveau du DNA membranaire de s u r f a c e  

de l a  c e l l u l e .  Le nombre de "sites' s e r a i t  de 33. 

p a r  c e l l u l e  avec une cons tante  de d i s s o c i a t i o n  de 

1,8.  1 0 - ~  14.1-la Après t r a i t e m e n t  des c e l l u l e s  a l a  

D N A s e ,  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  ne se f i x e  p lus .  Ce phé- 

nomène de f i x a t i o n  peu t  ê t r e  un phénomène non spéci -  

f ique  é l e c t r o s t a t i q u e  ou un récep teur  spéc i f ique .  L e  

DNA membranaire a u r a i t  un r d l e  biologique en permet tant  1 
à l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  d ' a v o i r  un e f f e t  i n h i b i t e u r  s u r  1 
production de CSF (colony s t imula t ing  f a c t o r ) .  -11 

3  - Etude r é a l i s é e  g a r  C a m ~ b e l l  --------------- ------ ---- 
En 1982, Campbell ( 3 9 )  é t u d i e  l a  f i x a t i o n  de glyco- 

p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  p a r  l e  polymorphonucléaire s u r  

l e  macrophage a l v é o l a i r e  humain (système homologue) . 
Parmi ces  g lycoproté ines ,  s e  t rouve  l a  l a c t o t r a n s f e r -  1 
r i n e .  I 

Le  phénomène de f i x a t i o n  e s t  s a t u r a b l e  à O°C e t  l e  
6 nombre de sites eS.b de 54 .  10 p a r  c e l l u l e .  L a  

f i g u r e  no  1 7  r ep résen te  cette f i x a t i o n .  

4 - Conclusion ---------- 

De c e s  d i f f é r e n t e s  expériences,  il r e s s o r t  que l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  s e  f i x e  s u r  le macrophage v i a  un 

récepteur  membranaire. Le nombre de sites récepteurs  

e s t  t r è s  v a r i a b l e  d 'un au teur  à l ' a u t r e ,  pa r  con t re  

l e s  cons tantes  d ' a s s o c i a t i o n  sont  vo i s ines .  

Ces r é s u l t a t s  s o n t  résumés dans l e   tableau^^. 



C o n c e n t r a t  i o n  P M  

FIGURE 17 : FIXATION DE LA LA-SFETZR~CNE RUMAINE SUR LX 

MACROPHAGE ALVEOLAIRF: HUMAIN , SELON CAMPBEL (39 ) . 



TABLEAU II 

liUMAINE SUR LE: mCIEOPHAGE: 

PJOMBRF: DE SITES 



D - ROLE DES GLYCANNES DE LA LACTOTRANSFERRINE DANS LA 

RECONNAISSANCE DU MACROPHAGE 

Une s e u l e  étude a  é t é  e n t r e p r i s e  pour déterminer î ' impor- 

tance  des suc res  du glycanne de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans 

l a  reconnaissance du récep teur  membranaire du macrophage 

( 9 5  ) . La l a c t o t r a n s f e r r i n e  défucosylée se f i x e  de  l a  
même façon que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  i n t a c t e .  De p l u s ,  

l e  mannose - BSA, l a  N-acétyl-glucosamine-BSA e t  l e  fucose- 

BSA ne s o n t  pas  i n h i b i t e u r s  de  l a  c l a i r a n c e  de l a  lac to-  

t r a n s f e r r i n e  " i n  vivot'  ou " i n  v i t r o t ' .  

L e s  au teur s  concluent  donc que l e  fucose ne joue pas  de 

r d l e  dans l a  reconnaissance du récepteur .  

E - CONCLUSION 

Dans ce  c h a p i t r e ,  nous avons m i s  en évidence l e  r 6 l e  

biologique important de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans ses 

i n t e r a c t i o n s  avec l e  macrophage. Au niveau de l a  dé te r -  

mination du nombre de  récepteurs  e t  de  l ' impor tance  du 

glycanne, de nombreuses é tudes  r e s t e n t  encore 3 e f f e c t u e r .  



CHAPITRE I V  

L E S  TROUBLES DU METABOLISME DU FER 

Les c e l l u l e s  mononucléées phagocytaires  c o n t r ô l e n t  l a  d i s t r i -  

but ion  du f e r  plasmatique aux organes,  avec l a  p a r t i c i p a t i o n  

de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Dans l a  

f i g u r e  no 18 s e  t rouve  rep résen tée  l a  c i n é t i q u e  du f e r  chez 

l'homme, dans un cas  normal a i n s i  que dans t r o i s  c a s  patholo- 

giques.  

Dans un cas  normal, l e  f e r  péné t re  dans l e  macrophage p u i s  

il e s t  t r a n s p o r t é  ve r s  l e  plasma et c e c i  grâce  aux t r a n s f e r -  

r ines .  Seule  une p a r t i e  du f e r  r e s t e  sous forme de rése rve  

dans l e  macrophage. L e  f e r  s é r i q u e  e s t  e n s u i t e  s u r t o u t  d i r i g é  

ve r s  l ' é r y t h r o p o ï è s e ,  une f a i b l e  q u a n t i t é  de f e r  s é r i q u e  e s t  

o r i e n t é e  v e r s  l a  rése rve  parenchymateuse. 

1 - INTERVENTION DES TRANSFERRINES DANS L' INFLAMMATION 

O'Shea e t  a l  (149) montrent que l ' inf lammation provoque une 

h y p e r a c t i v i t é  du système ré t i cu lo -endo thé l i a l  q u i  s e  t r a d u i t  

p a r  une augmentation de l a  d e s t r u c t i o n  des g labules  rouges,  

une augmentation de l ' i n c o r p o r a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

s a t u r é e  e t  de s a  dégradat ion,  une augmentation du stockage 

du f e r  e t  un défaut  de l i b é r a t i o n  du f e r .  De p l u s ,  au cours 

d 'une inflammation, le  f e r  s é r i q u e  diminue. Ceci e s t  repré-  

s e n t é  s u r  l a  f i g u r e  no 18 b. 

Le phénomène de l ' inf lammation f a i t  i n t e r v e n i r ,  se lon  Van 

Snick e t  a l  (203) l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  a b o u t i t  à l ' i n s t a l -  

l a t i o n  d'un é t a t  d'anémie f e r r i p r i v e .  Ce mécanisme a  é t é  dé- 

t a i l l é  au c h a p i t r e  précédent.  
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Lorsqu'un état de carence martiale s'établit, le fer de 

l'organisme est surtout dirigé vers 1'érythropoIèse. Les 

réserves en fer de l'organisme sont alors mises à contribution 

ainsi que le montre la figure 1 8 ~ .  Mac Sween et al (115), 

Mac Donald et al (113) ont montré qu'il se produit une 

diminution de l'enrichissement en fer du macrophage alvéo- 

laire de lapin, en cas d'anémie. L'avidité du macrophage 

pour le fer diminue. 

L'hémachromatose se caractérise par le dépot d'un excès de 

fer dans divers organes mais surtout au niveau du foie. Il 

existe deux types d'hémochromatose. 

A - L ' HEMOCHRQMATOSE SECONDAIRE 

Ce n'est pas une maladie héréditaire. Elle peut être 

associge à une angrnie aphasique (l'excès de fer est 

- alors surtout post-transfusionnel), 3 une an6mie hémo- 

lytique d'origine intestinale, à une cirrhose alcooli- 

que. Elle peut également être d'origine nutritionnelle, 

médicamenteuse ou métabolique. 

B - L'HEMOCHROMATOSE IDIOPATHIQUE 
C'est une maladie génétique à transmission autosornique 

récessive. La nature précise des lésions métaboliques 

est inconnue, et leur expression varie d'un individu 

à 1 'autre (178) . 



L'hémochromatose idiopathique se caractérise par une 

surcharge en fer parenchymateuse liée à une augmenta- 

tion du passage entéral du fer et par un défaut de 

stockage en fer des cellules réticulo-endothéliales 

de la moëîle osseuse (166). Ceci est représenté sur 

la figure 

En vue d'éclaircir le r61e des cellules mononucléées dans 

le défaut du stockage du fer, Jacobs (96 ) a étudié 

l'incorporation du fer et son stockage dans le monocyte, 

le lymphocyte et le polyrnorphonucli5aire du sang chez 

des personnes atteintes d'hémochromatose idiopathique. 

Les résultats obtenus ont montré que l'incorporation 

du fer, la synthèse de ferritine, la quantité de fer 

incorporée dans la ferritine ne sont pas différentes 

dans ces cellules de celles d'un patient normal. - 

Par contre, le taux de ferritine augmente dans ces trois 

types de cellules. 

Le monocyte sanguin ne semble donc pas Gtre défectueux 

au niveau de l'incorporation du fer, mais une anomalie 

dans la libération du fer au plasma peut exister. En 

effet, Filiet et al ( 64 ) montrent une libération plus 

rapide du fer des globules rouges par le macrophage 

hémochromatique. Cela pourrait expliquer l'augmentation 

du taux de fer sérique et du taux de saturation de la 

sérotransferrine. L'excès de fer sérique serait ensuite 

dirigé vers les cellules parenchymateuses du foie. 

Valberg et al (196) ont observé une augmentation du 

dépôt en fer dans les cellules hépatiques de patients 

hémochromatiques. 

Une autre anomalie importante de l'hémochromatose idio- 

pathique est l'augmentation anormale de l'incorporation 

du fer par le lumen gastro-intestinal (178) . 

Les macrophages des villosités intestinales présentent 



une concent ra t ion  é levée  en f e r  (56, 4 1 ,  4 2 ,  4 3 )  . 
Le f e r  co lo rab le  p résen te  un aspec t  morphologique inha- 

b i t u e l .  

Les macrophages son t  disséminés s u r  t o u t e  l a  hauteur  de 

l a  muqueuse i n t e s t i n a l e  ( 5 6 ) ,  a l o r s  que, chez un s u j e t  

normal, i l s  s e  s i t u e n t  s u r t o u t  à l ' a p e x  v i l l o s i t a i r e .  

Cet a spec t  n ' e s t  cependant pas cons tant .  La r a i s o n  de 

c e t t e  d i spe r s ion ,  de c e t  excès en f e r  reste à détermi- 

ne r .  

IV - CONCLUSION 

- 
L e  métabolisme du f e r  est sous l a  dépendance du mul t ip les  

f a c t e u r s ,  dont  l ' u n  des p l u s  importants e s t  l ' i n t e r a c t i o n  

macrophage - t r a n s f e r r i n e .  

Le r61e des t r a n s f e r r i n e s  dans l e  cas  de l 'anémie f e r r i -  

p r i v e  a é t é  m i s  en évidence p a r  Van Snick e t  a l  ( 2 0 2 ,  203 ,  2 0 4 ) .  

Mais aucune é tude  n ' a  é t é  e n t r e p r i s e  pour é c l a i r c i r  les 

r e l a t i o n s  macrophage - t r a n s f e r r i n e  dans l e  c a s  de l'hémo- 

chromatose . 



La s t r u c t u r e  pr imaire  des t r a n s f e r r i n e s  e s t  désormais bien 

é t a b l i e  de m ê m e  que l a  s t r u c t u r e  de l e u r s  glycannes. 

D e s  é tudes p ré l imina i res  o n t  é t é  r é a l i s é e s ,  souvent en système 

hétérologue,  a f i n  de met t re  en évidence l ' e x i s t e n c e  de récep- 

t e u r s  des t r a n s f e r r i n e s  s u r  d i f f é r e n t e s  c e l l u l e s  e t  en p a r t i e  

s u r  l e  macrophage. 

L e s  r é s u l t a t s  p a r t i e l s  obtenus p a r  l e s  a u t e u r s  s o n t  néanmoins - 

t r è s  v a r i é s .  Afin d ' appor te r  une e x p l i c a t i o n  à c e s  v a r i a t i o n s  

e t  s u r t o u t  a f i n  de p r é c i s e r  l e  r 6 l e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

dans l a  r égu la t ion  du métabolisme du f e r  p a r  l e  macrophage, nous 

avons e n t r e p r i s  une étude comparative de l ' i n t e r a c t i o n  -des t r ans -  

f e r r i n e s  avec l e s  récepteurs  membranaires des macrophages e t  

des monocytes. 



TRAVAUX PERSONNELS 



CHAPITRE V 

MATERIEL ET METHODES 

1 - ISOLEMENT DES TRANSFERRINES HUMAINES 

A - LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE 

La s é r o t r a n s f e r r i n e  u t i l i s é e  e s t  une aposé ro t rans fe r r ine  

préparée e t  commercialisée p a r  l a  firme Behring. 

B - LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine e s t  i s o l é e  a p a r t i r  du 

p r é c i p i t é  P 7-8 obtenu par  fractionnement du l a i t  de  

femme se lon  l a  technique mise au p o i n t  p a r  Montreuil (134, 
1401. La p u r i f i c a t i o n  du p r é c i p i t é  P 7-8 e s t  r é a l i s é e  

pa r  chromatographie s u r  colonne de SP - Sephadex s e l o n  

l e s  condi t ions  d é c r i t e s  par  Chéron e t  a l  (45 ) . 

L a  pure té  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  analysée en é lec -  

t rophorèse s u r  g e l  de polyacrylamide e t  en immuno-élec- 

t rophorèse . 

C - DESATURATION DE LA LACTOTRANSFERRINE 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  n a t i v e  e s t  d i s s o u t e  dans un tampon 

formiate de s o d i u i  0 , 2  M , phosphate de sodium 0,2M E .D.T . A .  

40 nM pH 4 .  La r é a c t i o n  e s t  r é a l i s é e  pendant 2 4  heures  

pu i s  l a  s o l u t i o n  e s t  d i a l y s é e  con t re  de l ' e a u  (125) 



- 7 3  - 

D - PROTEOLYSE PARTIELLE DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine possède un c a r a c t è r e  

basique q u i  peut ê t r e  é l iminé par'une hydrolyse t ryp-  

s ique  ménagée. L' isolement d 'une l a c t o t r a n s f e r r i n e  

ayant  perdu son c a r a c t è r e  basique a  é t é  r é a l i s é  à p a r t i r  

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine d i f e r r i q u e  selon l e  
procédé d é c r i t  par  Legrand e t  a l  (111) . 

II - PRÉPARATION DES TRANSFERRINES MARQUÉES 

Diverses méthodes e x i s t e n t  pour marquer l e s  p r o t é i n e s  à 12SI  

La méthode l a  p l u s  u t i l i s é e  e s t  l a  méthode à l a  chloramine 
- 

T ( 9 2 ) .  La chloramine T en s o l u t i o n  aqueuse l i b è r e  de l ' a c i d e  

hypochloreux q u i  s e  comporte comme un oxydant envers N a  12SI 

e t  permet l a  l i b é r a t i o n  d ' iode  ca t ionique  q u i  va r é a g i r  avec 

les groupements é l e c t r o n é g a t i f s  de l a  p ro té ine .  Mais c e t t e  

méthode possède l ' inconvénient  de dégrader l a  p ro té ine .  

Aulbert  e t  a l  ( 1 0 )  on t  montré l ' e x i s t e n c e  d 'une dénatura t ion  

progress ive  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  durant  l e  marquage radio- 

a c t i f  en présence de chloramine T .  

Nous avons donc c h o i s i  d ' u t i l i s e r  l a  méthode à l ' iodogène ,  

selon une technique d é c r i t e  p a r  l a  firme P ie rce .  

L'iodogène e s t  un composé s t a b l e ,  in so lub le  dans l ' e a u ,  
.- 

q u i  a g i t  rapidement sous forme s o l i d e  avec 1-. En e f f e t ,  

1 ' iodogene transforme 1 ' iodure 1- en hypoiodi te  Ii . Cet 
+ ion 1 peut  a l o r s  s e  f i x e r  s u r  l e  r é s idu  t y r o s y l  i o n i s é  

de l a  t r a n s f e r r i n e .  



1 - Réac t i f s  -------- 
- Iodogène ou 1. 3, 4 ,  6 - t é t r ach lo ro  3a, 6a- diphenyl- 

g l y c o l u r i l  (P ierce)  à r a i son  de 1 mg/ml de chloro- 

forme. Des f r a c t i o n s  de 0,2 m l  s o n t  évaporées sous 

azo te  dans des  microtubes en v e r r e .  L e  r é a c t i f  reste 

s t a b l e  1 mois. 

- Les t r a n s f e r r i n e s  à marquer s o n t  d i s sou tes  3 une 

concent ra t ion  de 1,25. 1 0 - ~  M dans un tampon phos- 

phate  de sodium 0 , l  M p H  7,3. 

- L'iodure de potassium e s t  d i s sous  à une concentra- 

t i o n  de 2,6.  1 0 - ~  M .  dans du tampon phosphate de 

sodium 0 , l  M F B  7,3.  

9 - N ~ ~ ~ ~ I  sans en t ra fneur  (IMS 30, 3,7. 1 0  Bq/ml, 

100 m C i / m l  Amersham) . 

2 - Mode ------ o ~ é r a t o i r e  -------- 

1251 2 5 p l d e K I e t 2 p l  s o n t  addi t ionnés à 0 , s  m l  
de l a  s o l u t i o n  de t r a n s f e r r i n e .  

Le mélange e s t  t ransvasé  dans l e  tube  contenant 

l ' iodogène e t  l a  r éac t ion  e s t  e f f e c t u é e  à 4' C pen- 

dant  30 minutes. 

La r é a c t i o n  e s t  a r r é t é e  p a r  t r a n s f e r t  du mélange dans 

un tube  ne contenant pas  d'iodogène. 

3 - P u r i f i c a t i o n  .................................. des  t r a n s f e r r i n e s  marquées -_-- 

L e s  t r a n s f e r r i n e s  marquées s o n t  immédiatement chro- 

matographiées, pour é l iminer  l ' i o d e  r a d i o a c t i f  l i b r e ,  

s u r  une colonne de Séphadex G 25 (1 cm x 25 cm). Le 

d é b i t  e s t  de 6 ml/h e t  des f r a c t i o n s  de 0 , s  m l  son t  

r e c u e i l l i e s .  La r a d i o a c t i v i t é  e s t  mesurée à l ' a i d e  ' 

d'un compteur gamma Autologic. 



B - SATURATION EN FER DES TRANSFERRINES 
1 

1 - S a t u r a t i o n  en f e r  des  t r a n s f e r r i n e s  ................................... 
L e s  a p o t r a n s f e r r i n e s  s o n t  d i s s o u t e s  à r a i s o n  de 

0 , 5  a 20 mg/ml dans un tampon c i t r a t e  - bicarbonate  

de sodium 0 , l  M pH 8,2.  L e  f e r  es t  addi t ionné  sous 

forme de c i t r a t e  f e r r i q u e  p répa ré ,  s e l o n  l a  méthode 

de Azari  e t  a l  (11) , en d i s s o l v a n t  260 mg de Fe Cl3 

(6 H 2 0 )  dans 100 m l  de tampon c i t r a t e  - bicarbonate  

de sodium 0 , l  M pH 8,2.  

La f i x a t i o n  des  i o n s  Fe3+ est r é a l i s é e  en addi t ion-  
l 

nant  de 1,25 à 5 0 p 1  de l a  s o l u t i o n  de c i t r a t e  f e r -  i 
r i q u e  ( 6 0 p g  F e / 1 0 0 ~ 1 )  p a r  m l  de  l a  s o l u t i o n  d 'apo- 

- 
t r a n s f e r r i n e .  L a  s a t u r a t i o n  en f e r  s ' e f f e c t u e  à 

température  ambiante e t  e s t  t o t a l e  au bout de 3  heures .  

L ' é l imina t ion  de l ' e x c è s  de  r é a c t i f  es t  e f f e c t u é e  

p a r  déssa lage  de l a  t r a n s f e r r i n e  s u r  colonne de  

Séphadex G 25. 

2 - S a t u r a t i o n  en 5 9 ~ e  des  t r a n s f e r r i n e s  .................................... 

L e  marquage au 5 9 ~ e  se f a i t  en i n t r o d u i s a n t  extempo- 

ranément dans l a  s o l u t i o n  de ch lo ru re  f e r r i q u e  de 
Azari  e t  Baugh (11) , 2 p  100 de 59 FeC13 (HC1  0 , l  N, - 
1 m C i / m l ,  7 4 ~ 9 / m 1 ,  Amersharn - Grande Bre tagne ) .  La 

q u a n t i t é  d '  H C 1  addi t ionnée  es t  n e u t r a l i s é e  p a r  addi-  

t i o n  de soude 1 N .  

L'excès de "Fe es t  é l iminé  p a r  chromatographie s u r  

colonne de Séphadex G 25. 



C - DOUBLE MARQUAGE DES TRANSFERRINES 

Les a p o t r a n s f e r r i n e s  s o n t  marquées avec 1 2 5 ~  e t  déssa lées  

s u r  colonne de Sephadex G 25 é q u i l i b r é e  dans une s o l u t i o n  

de c i t r a t e  - bicarbonate .  La concent ra t ion  en apot ransfer -  

r i n e  e s t  a l o r s  déterminée de façon spectrophotométrique à 

280 nm e t  l a  s a t u r a t i o n  en 5 9 ~ e  e s t  e n s u i t e  r é a l i s é e  comme 

d é c r i t e  précédemment. La t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en 5 9 ~ e  e s t  

e n s u i t e  chromatographiée s u r  colonne de  Sephadex G 25 équi- 

l i b r é e  dans l e  tampon d ' u t i l i s a t i o n .  

II 1 - MATCRIEL CELLULAIRE 

A - MILIEU DE CULTURE ET TAMPONS 

1 - Milieu de c u l t u r e  ----------------- 
L e  mi l ieu  de c u l t u r e  u t i l i s é  est  du R P M i  - 1640 

(Flobio) . I l  e s t  complémenté avec 0,3 % de L - 
Glutamine e t  25 mM Hépès. Son pi3 e s t  a j u s t é  avec 

H C 1  1 "N.  à 7,2.  

Selon son u t i l i s a t i o n ,  il e s t  complémenté avec 10 % 

de 'sérum de  veau f o e t a l .  

2 - Tameon de Hank's sans  calcium --- ......................... 
a )  Solu t ion  mère 

NaCL 1 6  g Na2H.PO4 anhydre 0,096 g 
K C 1  O r 8  g K H 2 P 0 4  0112 g 

14gSo4 I 7 H20 - o r 4  g Gluco.se 2 ci 

Eau d i s t i l l é e  q . s . p .  2 0 0  m l  



b) Solu t ion  d i l u é e  

A 50 m l  de l a  solution-mère s o n t  a j o u t é s  175 mg I 

1 

NaHC03. Ce t t e  s o l u t i o n  est amenée à un volume f i n a l  I 
1 

de 500 m l  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e .  L e  pH de l a  solu-  

t i o n  e s t  de 7,2.  1 l 

3 - Tamgon ~ h o s g h a t e  i so ton igue  
1 

--- --- i-- ------------ -- 

Le pH de l a  s o l u t i o n  obtenue e s t  de  7,4.  1 
i 

B - CARACTERISATION DES CELLULES PAR LA METHODE DE MAY - GRUNWALD - - /  

Cet te  co lo ra t ion  permet de déterminer l a  na ture  de l a  c e l l u l e  

observée.  

Un f r o t t i s  de c e l l u l e s  est r é a l i s é  en déposant une gou t t e  

de suspension c e l l u l a i r e  s u r  une lame de  ve r re  préalablement 

lavée  e t  séchée.  Puis  l e s  c e l l u l e s  s o n t  é t a l é e s  avec une 

lamelle. 

Lorsque le  f r o t t i s  e s t  sec ,  l a  lame est recouverte  de cola- 
r a n t  de May - Grunwald (b leu  de Méthylène Eosine) duran t  

3  minutes. Le  co lo ran t  e s t  e n s u i t e  d i l u é  pa r  a d d i t i o n  d ' eau  

d i s t i l l é e  durant  3  minutes. L a  lame e s t  e n s u i t e  immergée 

dans du co lo ran t  de Giemsa d i l u é  au 1/30 durant  20 minutes. 

L a  lame est r incée  à l ' e a u ,  décolorée p a r  de l ' a l c o o l ,  à 

nouveau r i n c é e  à l ' e a u  p u i s  l a i s s é e  à sécher .  

L 'observat ion de l a  lame s e  f a i t  à l ' immersion. ! 



Cet te  co lo ra t ion  peu t  é t r e  e f f e c t u é e  s u r  des c e l l u l e s  en 

c u l t u r e .  

L a  formule c e l l u l a i r e  e s t  déterminée p a r  comptage cle 

100 c e l l u l e s .  

C - TEST DE VIABILITE AU BLEU TRYPAN 

C e  t e s t  permet de déterminer l a  v i a b i l i t é  de l a  c e l l u l e .  

En e f f e t ,  l e  Bleu Trypan ( O , 1  g/10 m l  de  NaCl 9 %,) ne 

pénèt re  pas  dans une c e l l u l e  v ivante .  

L e s  c e l l u l e s  s o n t  d i l u é e s  volume à volume avec l a  s o l u t i o n  

de Bleu Trypan e t  s o n t  incubées 10 minutes 21 37 O C. 

Le  pourcentage de v i a b i l i t é  e s t  déterminé après  observat ion  

de 100 c e l l u l e s  au microscope opt ique .  

D - CHOIX DU MATERIEL 

L 'obtent ion de macrophages a l v é o l a i r e s  humains a é t é  rendue 

p o s s i b l e  grâce  à l a  co l l abora t ion  de Monsieur l e  P ro fesseur  

Voisin e t  de son équipe du Serv ice  Fibroscopie de l ' h ô p i t a l  * Calmette . 

L e s  lavages broncho-alvéolaires o n t  é t é  r é a l i s é s  e s s e n t i e l -  

lement s u r  des p a t i e n t s  p r é s e n t a n t  une sarcoIdose.  

La sarcoldose e s t  une maladie granulomateuse d ' o r i g i n e  in- 

connue dont l e s  symptomes vont de l a  simple f i è v r e  à des 

l e s i o n s  pulmonaires (71,  165) .  Le lavage broncho-alvéolaire 

e s t  p ra t iqué  pa r  i n j e c t i o n  de sérum physiologique. 

3e Nous tenons à exprimer au Professeur  Voisin e t  à t o u t e  son 

équipe nos p l u s  v i f s  remerciements 



L e s  macrophages a l v é o l a i r e s  a i n s i  obtenus p résen ten t  l e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  des macrophages a c t i v é s ,  c ' e s t - à -d i re  une 

augmentation de l a  régénéra t ion  post-phagocytaire du récep- 

t e u r  Fc ,  une augmentation de  l ' a c t i v i t é  du c y c l e  des pen- 

t o s e s .  En o u t r e ,  l ' e x i s t e n c e  d'une c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e  t aux  

de s é c r é t i o n  de lysozyme p a r  l e  monocyte e t  l e  t aux  de  

lysozyme sé r ique  a é t é  m i s e  en évidence. 

E - PREPARATION DES MACROPHAGES ALVEOLAI RES 

La p répara t ion  des macrophages a l v é o l a i r e s  humains a é t é  

e f f e c t u é e  dans l e  l a b o r a t o i r e  du Professeur  Voisin e t  sous 

l a  d i r e c t i o n  de Mademoiselle ~ e r t z * .  

Les c e l l u l e s  obtenues à p a r t i r  d'un lavage broncho-alvéo- 

l a i r e  s o n t  cen t r i fugées  à 800 g. durant  1 0  minutes. L e s  

c u l o t s  c e l l u l a i r e s  s o n t  rassemblés e t  a j u s t é s  à un volume 

f i n a l  de 10 m l  avec du tampon Hank's. 

Une numération c e l l u l a i r e ,  un t e s t  de v i a b i l i t é  au Bleu 

Trypan s o n t  r é a l i s é s .  Une formule c e l l u l a i r e  e s t  e n s u i t e  

e f f e c t u é e  au microscope en c o n t r a s t e  de  phase ou après  

c o l o r a t i o n  au Giemsa - May - Grunwald. 

L e s  c e l l u l e s  s o n t  e n s u i t e  m i s e s  en c u l t u r e  en b o i t e  de  

Nunc - Delta, 2 4  cupules de 2 cm2 (Polylabo) dans du mi l i eu  

de c u l t u r e  R P M I  - 1640 complgté avec 10% de sérum de veau 

f o e t a l ,  0 , 3  % de L - Glutamine, 25 mM dlHépès. Le pH est 

a j u s t é  à 7,2 p a r  de l ' a c i d e  chlorhydrique 1 N .  La  d e n s i t é  
5 2 de  m i s e  en c u l t u r e  e s t  de 2'5. 10  c e l l u l e s  /cm . 

L e s  c e l l u l e s  s o n t  incubées duran t  deux heures à 37' C dans 

une atmosphère contenant 5 % de COZ. Puis  l e  mi l ieu  de 

c u l t u r e  e s t  changé, permettant  a i n s i  l ' é l i m i n a t i o n  des 

lymphocytes. L e  mi l i eu  e s t  remplacé p a r  du mi l ieu  f r a i s .  

f Nous remercions Mademoiselle Aertz pour s e s  c o n s e i l s  

judic ieux,  a i n s i  que t o u t e  son équipe 



F - ISOLEMENT DE MONOCYTES DE SANG HUMAIN * 

La méthode u t i l i s é e  e s t  c e l l e  d é c r i t e  p a r  Boyum ( 3 2  e t  

modifiée p a r  D e  Boer e t  a l  (55 1 .  

L'isolement des monocytes d o i t  ê t r e  e f f e c t u é  dans les 

deux heures q u i  su iven t  l e  prélèvement. La manipulation 

e s t  d é c r i t e  dans l a  légende de  l a  f i g u r e  n019. 

L e  sang e s t  r e c u e i l l i  s u r  c i t r a t e  de sodium puis  il e s t  

cen t r i fugé  à 3 300 g, pendant 20 minutes à 20°C. Après 

c e n t r i f u g a t i o n ,  l e  plasma e s t  é l iminé e t  les c u l o t s  ce l -  

l u l a i r e s  s o n t  rassemblés. L e s  c e l l u l e s  son t  d i l u é e s  

volume à volume avec du tampon P.B.S. s t é r i l e  ph 7,4.  

Ensui te ,  16 m l  de c e t t e  suspension s o n t  déposés s u r  8 m l  

de  Lymphoprep de d e n s i t é  1,077 (Pharmacia) e t  c e n t r i f u g é s  

à 400 g  pendant 30 minutes à 2 0 ' ~ .  

Après l a  c e n t r i f u g a t i o n ,  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s o n t  obte- 

nues ; l a  f r a c t i o n  supér ieure  c o n t i e n t  l e s  p l a q u e t t e s  ; 

l ' anneau blanc s i t u é  à l ' i n t e r f a c e  c o n t i e n t  l e s  lymphocytes 

e t  l e s  monocytes, e t - e n f i n  l e  c u l o t  des c e l l u l e s  rouges e t  

des polynucléa i res .  

 a anneau blanc, contenant l e s  monocytes, est récupéré.  Les 

c e l l u l e s  s o n t  a l o r s  l avées  t r o i s  f o i s  dans du tampon P.B.S. 

s t é r i l e  à basse  v i t e s s e ,  c e c i  a f i n  d ' é l iminer  l e s  p l a q u e t t e s .  

L e s  c e l l u l e s  son t  e n s u i t e  a j u s t é e s  à un volume de 1 0  m l  

avec du RPMI - 1 6 4 0 ,  complété avec 10 % de sérum de veau 

f o e t a l ,  0 , 3  % de L - glutamine, 25 mM Hépès e t  a j u s t é  à 

pH 7,2 avec de l ' a c i d e  chlorhydrique 1 N .  L e s  c e l l u l e s  son t  
comptées p u i s  mises en c u l t u r e  à r a i son  de 1 0 6  c e l l u l e s  

sous 0,5 m l .  Au temps 2  heures ,  l e  mi l ieu  e s t  é l iminé  

a i n s i  que l e s  lymphocyte; e t  l e s  c e l l u l e s  non-adhérentes. 

k Nous remercions l e  Centre Régional de Transfusion Sanguine 

pour l e s  prélèvements de sang humain. 



500 ml DE SANG HUMAIN 

L E  CULOT CELLULAIRE EST DILUE AU 
1/2 DANS DU P.B.S. pH 7.4 

SUR UN VOLUME DE LYXBHOPREP. 

+ 
CENTRIFUGATIOEI 3C min , 2 0 ° C  , 400 g . 

F b  PLAQUETTES 

ANNEAU BLANC COMPOSE DE q- 
LYMPHOCYTES E T  DE MONOCYTES. 

l CELLLZES ROUGES E T  
POLYNUCLEAIRES . 

6 
PRELEVEt.IENT DES ANNEAUX 

A BASSE V I T E S S E  

COMPTAGE DES CELLULES. 

FIGW 19 : ISOLEPi2ETlT DES PIONOCYTXS DU SmG m,anJ , SELON (32 1 . 



IV - ÉTUDE DES INTERACTIONS TRANSFERRINES - CELLULES CIBLES 

A - ETUDE DE LA FIXATION DES TRANSFERRINES SUR LES CELLULES 

CIBLES 

Les manipulations de f i x a t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  s u r  les 

récepteurs  membranaires spéc i f iques  o n t  é té  r é a l i s é e s  à 

l a  f o i s  s u r  le  macrophage a l v é o l a i r e  e t  s u r  l e  monocyte 

sanguin. Le p ro toco le  s u i v i  e s t  iden t ique  pour ces  deux 

types  de c e l l u l e s  et est représen té  dans l a  f i g u r e  n020 

L e s  c e l l u l e s  en c u l t u r e  s o n t  pré-incubées deux heures  

dans du mi l i eu  RPMI - 1640 sans sérum de veau f o é t a l .  

C e c i  a f i n  d ' é l iminer  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  q u i  e x i s t e  dans 

l e  mi l ieu  de c u l t u r e  l o r s  de l ' a d d i t i o n  de 10 % de sérum 

de veau f o e t a l .  Ce t t e  incubat ion s ' e f f e c t u e  à 37OC en 
- 

présence de 5 % de CO2. 

L e s  boxtes de c u l t u r e  (Nunc - Delta - 24 cupules) s o n t  

m i s e s  e n s u i t e  à 4 ' ~  ou à l a  température de l a  g lace  fon- 

dante .  L e  mi l i eu  de c u l t u r e  p résen t  dans l e s  p u i t s  de 

c u l t u r e  est é l iminé  à l ' a i d e  d'une p i p e t t e .  

L e s  t r a n s f e r r i n e s  marquées à 1 2 5 ~  s o n t  d i l u é e s  dans du 

mi l i eu  de c u l t u r e  RPMI - 1640 complété avec 0 ,3  % de 

L - glutamine, 25 m~ Hépès dont le ph e s t  a j u s t é  à 7 - 
7,2. Les concent ra t ions  en t r a n s f e r r i n e s  vont  de 3,75. 
1 0 - ~  M à 8,3. 1 0 - ~  M. L e  volume de r é a c t i o n  e s t  de 0.3 mlx 

L e s  incubat ions s o n t  e f fec tuées  durant  deux heures à 4OC, 

à r a i son  de deux p u i t s  p a r  concent ra t ion .  Pour chaque 

concent ra t ion ,  une es t ima t ion  de l a  f i x a t i o n  non-spgci- 

f ique  e s t  r é a l i s é e  en a jou tan t  100 f o i s  en excès de l a  

t r a n s f e r r i n e  non radio-ac t ive .  Un a l i q u o t e  du surnageant 

de chaque p u i t s  e s t  pré levé  a f i n  de déterminer  l a  quan- 

t i t é  de t r a n s f e r r i n e  l i b r e .  

L a  r éac t ion  e s t  a r r ê t é e  pa r  é l imina t ion  du mi l ieu  de 

c u l t u r e  r a d i o a c t i f  p u i s  l e s  c e l l u l e s  s o n t  lavées  t r o i s  

f o i s  avec du tampon Hank's complété avec 2 mM CaC12. 



1 ére ETAPE 

2 heures à 37OC 

5 % CO2 

M I S E  EN CULTURE DE 
5. 105 CELLULES. 

ELIMINATION DU MILIEU DE CULTURE 
E T  DES CELLULES NON-ADHERSNTES . 

2éme ETAPE 

.- 
IPICUBATION DES CELLULES !ZLIMIE.JATION DU MILIEU RADIOACTIF. 
AVEC LA PROTEINE RADIOACTIVE. 

3éme ETAPE 

LES CELLULES SONT LAVEES T R O I S  
FOIS AVEC DU HANK~S + ca++ 2 m. 

RECUPERATION DES CELLULES 
DANS DE LA SOUDE 0101 N. 

FIGURE 20 : PROCESSUS DE LA FIXATION DES PROTEINES RADIOACTIVES 
SUR L E S  MACROPHAGES EN CULTURE. 

l 
l 



Les c e l l u l e s  s o n t  e n s u i t e  récupérées  à l ' a i d e  d 'un g ra t -  

t o i r  dans 0,2 m l  de soude 0,01 N e t  r é p a r t i e s  dans l e s  

tubes  3 hémolyse pour l e  comptage au compteur Gamma. 

B - CINETIQUE DE FIXATION DES TRANSFERRINES 

L e s  c e l l u l e s  - s o n t  préparées  de  façon iden t ique  à c e l l e  

d é c r i t e  précédemment. 

La concent ra t ion  en t r a n s f e r r i n e  e s t  cons tante .  

L e s  incubat ions  s o n t  r é a l i s é e s  à 4OC ou à 37'C pour des 

temps v a r i a n t  de O à 2 heures e t  p a r f o i s  de O à 2 4  heures ,  

en présence de 5 % de CO2. 

Comme précédemment les c e l l u l e s  sont  lavées  e t  récupérées.  

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

est déterminée. 

C - REACTION DE COMPETITION DE FIXATION DES TmSFERRINES 

SUR LES CELLULES CIBLES 

L e s  c e l l u l e s  s o n t  préparées  comme d é c r i t  au premier para- 

graphe. 

Une q u a n t i t é  d é f i n i e  de  t r a n s f e r r i n e  r ad ioac t ive  es t  

a jou tée  aux c e l l u l e s  sous un volume de 0 , l  m l .  Pu i s  des 
-6 

concent ra t ions  c r o i s s a n t e s  de  compétiteur,  de 0,2.10 à 10. 

1 0 - ~  M, s o n t  a jou tées  sous un volume de 0.2 m l .  L e  temps 

d ' incubat ion  e s t  de deux heures  à 4' C .  

L e s  c e l l u l e s  s o n t  e n s u i t e  l avées  e t  récupérées  comme pré- 

cédemment. 

La r a d i o a c t i v i t é  de l a  t r a n s f e r r i n e  f i x é e  aux c e l l u l e s  

est  déterminée à l ' a i d e  d'un compteur gamma Autologic. 



D - EXPRESSION DES RESULTATS 

Après déterminat ion des q u a n t i t é s  de t r a n s f e r r i n e  l i b r e  
e t  f i x é e  e t  après  s o u s t r a c t i o n  de l a  q u a n t i t é  de t r a n s -  
f e r r i n e  f i x é e  de façon non spéc i f ique  s u r  les c e l l u l e s ,  
l e s  r é s u l t a t s  s o n t  exprimés d 'une p a r t  en mole de t r a n s -  

f e r r i n e  f i x é e  en fonct ion  de l a  concent ra t ion  de t r a n s f e r -  
r i n e  a j o u t é e  e t  d ' a u t r e  p a r t  se lon  l a  technique de 

Scatchard (168) . 
La technique de Scatchard e s t  une rep résen ta t ion  q u i  f a i t  
a p p a r a l t r e  l ' e x i s t e n c e  d'une ou p l u s i e u r s  c a t é g o r i e s  de 

s i te  de f i x a t i o n  d'un l i g a n d  s u r  une p ro té ine .  I c i  l e  

complexe e s t  formé p a r  l a  p r o t é i n e  e t  l e  récepteur  c e l l u -  

l a i r e .  

S i  l ' o n  considère une p r o t é i n e  P à une concent ra t ion  i n i -  

t i a l e  (Po) à l a q u e l l e  peu t  s e  l i e r  un l igand  L à l a  con- 
c e n t r a t i o n  (Lo) , s i  (PL) e s t  c e l l e  du complexe PL,  à 

1 ' é q u i l i b r e  : P + L* PL 

= K l  où (P)  = (Po) - {PL) 
(PL) 

K1 est une cons tante  de d i s s o c i a t i o n  (M.  1-l) . 
S i  P possède n s i t e s  de l i a i s o n  pour L ,  on p e u t  é c r i r e  
n  cons tantes  d ' é q u i l i b r e  K1 ... Kn.  S i  chaque s i t e  e s t  

r 
indépendant e t  équiva lent  e t  q u ' i l  n ' e x i s t e  aucune i n t e r -  
a c t i o n  e n t r e  eux, on peu t  d i r e  que K I  = nK où K e s t  l a  
cons tante  in t r insèque  pour chaque s i t e .  

on o b t i e n t  : 

= (PL) s o i t  KA ( n ~ o  - PL) - (PL) 
K ~ s s  ( n ~ o  - PL) . (L)  O 

d'oii : B KA (n - B) = - 
(LI 



En reprgsentant B/(L) en fonction de B, on obtient une 

droite dont l'intersection avec l'ordonnée fournit  KA 
et celle avec l'axe des abscisses donne n qui est le 

nombre maximum de sites de liaison et dont la pente est 

égale - KA. 



RESULTATS 



CHAPITRE V I  

M I S E  AU POINT  DU SYSTEIE D'ETUDE 

DE L '  INTERACTION DES TRANSFERRINES 
AVEC LES WCROPHAGES 

1 - ISOLEMENT DES TRANSFERRINES HUMAINES 

A - OBTENTION DE LA LACTOTRANSFERRINE 

L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  i s o l é e  de  l a i t  humain, s ' e s t  r évé lée  

pure e t  répond aux c r i t e r e s  de pure té  en é l ec t rophorèse  

s u r  g e l  de polyacrylamide e t  l'immune-électrophorèse en 

présence d 'un immun-sérum de l a p i n  an t i -p ro té ines  du lac-  

tosérum humain. 

B - PROTEOLYSE DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE 

L a  p ro téo lyse  p a r t i e l l e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  permet 

d ' o b t e n i r  t r o i s  fragments dont l e s  propor t ions  s o n t  l e s  

su ivan tes  : 20 % de moi t i é  N-terminale, 3 3  % d'un fragment 

correspondant à l a  moi t i é  C-terminale e t  4 3  % de l a  l ac to -  

t r a n s f e r r i n e  modifiée. 

L e  comportement é l ec t rophoré t ique  e t  chromatographique 

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  modifiée e s t  d i f f é r e n t  de c e l u i  

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  i n i t i a l e .  En é l ec t rophorèse ,  l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  modifiée migre moins v e r s  l ' anode  e t  
l o r s  de  l a  chromatographie s u r  colonne de SP - Sephadex, 

e l l e  n ' e s t  p l u s  re tenue .  

La déterminat ion de l a  séquence N-terminale de c e t t e  lac to-  

t r a n s f e r r i n e  modifiée montre l ' absence  des t r o i s  premiers 

ac ides  aminés : Gly - Arg - Arg. 



L e s  d i f f é r e n c e s  de  comportement s o n t  donc l i é e s  à l a  

p e r t e  de son c a r a c t è r e  basique,  c e c i  é t a n t  en r e l a t i o n  

avec l a  b a s i c i t é  des 3 ac ides  aminés él iminés.  

C - MARQUAGE RADIOACTIF DES TRANSFERRINES 

Le marquage à l ' iodogéne  permet d ' o b t e n i r  de f o r t e s  

r a d i o a c t i v i t é s  spéc i f iques  e t  é v i t e  l e  contac t  e n t r e  l a  

p ro té ine  e t  l e s  r é a c t i f s  oxydants généralement u t i l i s é s  

pour l e  marquage à 1' 12SI 

Les rendements de  marquage s o n t  de l ' o r d r e  de  85 %. 

La p r o t é i n e  marquée à 1' 12'1 est  conservée 15 jours .  Au- 

d e l à ,  une dénatura t ion  a p p a r a l t  e t  est  v i s i b l e  s u r  g e l  

de polyacrylamide . 

1 1 - OBTENTION DES MACROPHAGES ALVÉOLAI RES 

L e s  lavages e f f e c t u é s  s u r  des p a t i e n t s  témoins p r é s e n t e n t  

un t r è s  f a i b l e  pourcentage de lymphocytes. 

Pa r  con t re ,  les lavages broncho-alvéolaires  de p a t i e n t s  

a t t e i n t s  de sarcoïdose  s e  c a r a c t é r i s e n t  p a r  un pourcentage 

t r è s  é levé  de  lymphocytes. L e  pourcentage en lymphocytes 

v a r i e  de 7 à 40 8. 

L e  t ab leau  no  111; donne l e s  r é s u l t a t s  moyens des formules 

c e l l u l a i r e s  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  lavages broncho-alvéolaires .  

Nous cons ta tons  que l a  v i a b i l i t é  des  c e l l u l e s  e s t  bonne e t  

e s t  de l ' o r d r e  de 90 % 



COblPOS I T I O N  DES LAVAGES BRONCIiO-ALVEOLAIKEÇ . 



1 II - M I S E  AU P O I N T  DU S Y S T ~ M E  PERMETTANT L'ÉTUDE DE L' INTERACTION 

DES TRANSFERR 1 NES AVEC LES MACROPHAGES 

D e s  é tudes  P r e a l a b l e s  ont  montre que c e r t a i n e s  molécules,  t e l -  

les l ' i n s u l i n e  ( 51 ) , l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  (155 ) se f i x e n t  s u r  

l e s  c e l l u l e s - c i b l e s  mais a u s s i  s u r  l e s  supports  u t i l i s é s  au 

cours de l ' expér imenta t ion ,  te ls  que les f i l t r e s  Mi l l ipore  e t  

l e  polypropylène. 

Lors de l ' expér imenta t ion ,  l a  méthodologie ob l ige  3 mesurer 

l e  t aux  de  t r a n s f e r r i n e  f i x é e  s u r  l a  c e l l u l e .  L ' u t i l i s a t i o n  

de c e l l u l e s  en c u l t u r e  rend nécessa i re  l a  s o l u b i l i s a t i o n  des  

c e l l u l e s  à l ' a i d e  de  soude 1 N ou 0 , l  N .  

Nous savons que l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  se f i x e  au p l a s t i q u e  (155 ) , 
de même  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  O r ,  il e s t  également connu 

que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  peut  s ' a s s o c i e r  avec de nombreux cons- 

t i t u a n t s  parmi l e s q u e l s  l a  sérum albumine bovine ( 8 6  ) .  

Dans l a  p l u p a r t  des  é tudes  s u r  les i n t e r a c t i o n s  t r a n s f e r r i n e s  - 
c e l l u l e s  c i b l e s ,  l e s  au teurs  t r a v a i l l e n t  en présence de 1 2 3 % 

de sérum albumine bovine, c e c i  a f i n  de diminuer l a  f i x a t i o n  non 

spéc i f ique .  

Nous avons donc e n t r e p r i s  de v o i r  q u e l l e  e s t  l ' importance de 

l a  f i x a t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  au p l a s t i q u e  ou p l u s  exactement 

l ' impor tance  de l a  l i b é r a t i o n  de l a  t r a n s f e r r i n e  l i é e  au p las -  

t i q u e  e t  l ' i n t e r f é r e n c e  de ce  phénomène en présence de sérum 
albumine bovine. En e f f e t ,  c e s  deux f a c t e u r s  nous semblent ê t r e  

des  causes d ' e r r e u r  dans l ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s .  

A - FIXATION DES TRANSFERRINES SUR LE PLASTIQUE DES BOITES DE 

CULTURE NUNC EN PRESENCE OU EN ABSENCE DE 1 % DE SERUM 

ALBUMINE BOVINE 

Dans l ' é t u d e  de l a  f i x a t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  s u r  l e  p l a s t i -  

que, nous avons mené ces  expériences de manière comparative 

en absence ou en présence de 1 % de sérum albuminé bovine. 



L a  concent ra t ion  en s é r o t r a n s f e r r i n e  v a r i e  de 

0 , 5 . 1 0 - ~ ~  à 2 . 1 0 - ~  M. 

L a  concent ra t ion  en l a c t o t r a n s f e r r i n e  v a r i e  de 0,09. 

1 0 - ~  M à 0,2 1 0 - ~  M. 

L e  temps d ' incubat ion  est de  1 heure à 4 ' ~ .  L e  mi l i eu  

r a d i o a c t i f  e s t  é l iminé e t  de  l a  soude 1 N e s t  a j o u t é e  

durant  une n u i t .  

Résu l t a t s  2 - --------- 
a)  L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

- 

L e  pourcentage de s é r o t r a n s f e r r i n e  l i b é r é e  du p las-  

t i q u e  p a r  l a  soude 1 N e s t  de 0,27 en présence de 

sérum albumine bovine e t  de 0,75 en absence d e  

sérum albumine. 

Nous constatons que l a  q u a n t i t é  de s é r o t r a n s f e r r i n e  

l i b é r é e  diminue en présence de sérum albumine. 

b) L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

L a  q u a n t i t é  de  l a c t o t r a n s f e r r i n e  l i b é r é e  du p l a s t i q u e  

p a r  l a  soude 1 N e s t  doublée en présence de sérum 

albumine. L a  f i g u r e  n 0 2 1  A montre que l a  courbe de  

f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  en absence de  

sérum albumine, s u r  l e  p l a s t i q u e  a t t e i n t  un niveau 

de s a t u r a t i o n  pour une concent ra t ion  de 0 , 2 . 1 0 - ~  M .  

Nous avons donc déterminé, pour ce  système l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e - p l a s t i q u e ,  un nombre de " s i t e s "  de  

f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s  f  e r r i n e  selon l a  méthode 

de Scatchard ( f i g u r e  no 2 1 8 ) : 0 ~ 5 4 .  1012 molécules 

de l a c o t r a n s f e r r i n e  s e  f i x e n t  s u r  une s u r f a c e  de I 

2 11 -1. 30 mm. avec une cons tante  d ' a f f i n i t e  de 0,25.10 M . l  , 



A 0 : Lactotransferrine O : Lactotransferri~e en préser.c= / 
en présence de 1 %  de sérüii 

albumine. l 
B : ~eprésentation de scatchard. 



En présence de 1 % de sérum albumine bovine, l a  quan- 

t i t é  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  l i b é r é e  e s t  m u l t i p l i é e  p a r  

un f a c t e u r  2 , 6 .  

L e  nombre de  "sites' e s t  a l o r s  de 1 ,3 .  1012 molécules 

de l a c t o t r a n s f e r r i n e  pour 30 mm2 e t  l a  cons tante  d ' a f -  

f i n i t é  e s t  de 0 , 1 8 . 1 0 ' ~  ~ . l - i .  

3  - Discussion ---------- 
L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  se f i x e  au p l a s t i q u e  e t  e s t  l i b é r é e  

en présence de soude 1 N .  L a  présence de 1 % de sérum 

albumine bovine diminue l a  q u a n t i t é  de s é r o t r a n s f e r r i n e  

l i b é r é e .  L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  possède l a  capac i t é  de s e  

f i x e r  s u r  l e  p l a s t i q u e .  Cet te  f i x a t i o n  est  doublée en 

présence de sérum albumine bovine à l a  concent ra t ion  

de 1 %. Par cont re ,  l a  cons tante  d ' a f f i n i t é  pour l e  

p l a s t i q u e  r e s t e  ident ique .  

Pour minimiser au maximum les causes d ' e r r e u r  au cours  

de nos expériences,  nous avons donc c h o i s i  de t r a v a i l l e r  

en absence de sérum albumine bovine l o r s  de l ' u t i l i s a t i o n .  

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  En e f f e t ,  l o r s  de l ' u t i l i s a t i o n  

de c e l l u l e s - c i b l e s  en c u l t u r e ,  l e s  c e l l u l e s  ne s o n t  pas  

confluantes  e t  pa r  conséquent l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s e  

f i x e  3 l a  f o i s  s u r  l e s  c e l l u l e s  e t  l e  p l a s t i q u e ,  gênant 

a i n s i  l ' i n t e r p r é t a t i o n  des r é s u l t a t s .  

N e  pouvant é v i t e r  l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

s u r  l e s  p u i t s  de c u l t u r e ,  nous avons essayé de v o i r  s i  

une modif icat ion ne pouvai t  pas ê t r e  apportée dans l a  

technique de s o l u b i l i s a t i o n  des c e l l u l e s ,  a f i n  de mini- 

miser  l a  l i b é r a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  à p a r t i r  du 

p l a s t i q u e .  

B - INFLUENCE DE LA TECHNIQUE DE SOLUBILISATION 

NOUS avons u t i l i s é  de l a  soude à des concent ra t ions  de 1 N ; 

0 , l  N ; 0 , 0 1  N du t r i t o n  X-100 à 1 %. 



1 - Matériel e t  méthode ------------------- 
L a  concent ra t ion  en sé ro t rans f  e r r i n e  e s t  de  O ,  5 .  ~ o - ~ M  

e t  c e l l e  en l a c t o t r a n s f e r r i n e  est de  0 , 2 . 1 0 - ~  M. La 

s o l u b i l i s a t i o n  est e f f e c t u é e  à température ambiante 
durant  deux heures .  

2 - R é s u l t a t s  --------- 
a)  La s é r o t r a n s f  e r r i n e  

Sur l e  t a b l e a u  no IV page 96 , nous voyons que l a  

q u a n t i t é  de  s é r s t r a n s f e r r i n e  v a r i e  d'un f a c t e u r  3 

en absence d e  sérum albumine bovine lorsque  d e  l a  

soude 0 , 0 1  N ou 1 N est u t i l i s é e .  

Par con t re ,  en présence de  sérum albumine bovine, - 

l a  q u a n t i t é  d e  s é r o t r a n s f e r r i n e  l i b é r é e  ne v a r i e  

pas q u e l l e  que s a i t  l a  méthode u t i l i s é e .  

b) L a  l a c t o t r a n s f  e r r i n e  

L e s  r é s u l t a t s  obtenus, r ep résen tés  s u r  l e  t a b l e a u  

no V page 9 7  , mettent  en évidence une f o r t e  va- 

r i a t i o n  dans l a  q u a n t i t é  de  l a c t o t r a n s f e r r i n e  l i b é -  
rée se lon  l a  technique u t i l i s é e .  

Dans tous  les cas ,  l a  présence d e  1 % de sérum albu- 
mine bovine augmente l a  l i b é r a t i o n  de l a c t o t r a n s f e r -  
r i n e .  L ' u t i l i s a t i o n  de  soude 0 , 0 1  N diminue d 'un  
f a c t e u r  1 0  l a  l i b é r a t i o n  de  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

3 - Discussion 
l ---------- 1 

L a  technique de  s o l u b i l i s a t i o n  joue un r ô l e  important 

dans l a  l i b é r a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  à p a r t i r  

du p l a s t i q u e .  C e  n ' e s t  pas l e  c a s  pour l a  sé ro t rans -  
f e r r i n e .  



POURCENTAGE DE SEROTRANSFEIZRINE L I E E  AU PLASTIQUEf 
E T  LIBEREE PAR D I V E X E S  TYCHNIIZUES DE SOLUBILISATION. 

L a  concentration de l a  sérotransferrine utilisée 
est de 0,s 10-6 Mfi. 

TECHNIQUES DE 
SOLUBILISATION + 1% S.A.B 

NaOH 0 . 0 1  N 

NaOH 0 .1N 



T A B L E A U X  : WURCmTTAGE D;P LACTOTRANSFERRINE , L I E E  AU PLASTIQUE,  
L I B E R Z E  PAR DIVERSES TECHNIQLJES DE S O L U B I L I S A T I O N .  

La concentration de l a  lactotransferrine u t i l i s é e  
est de 0.2 ~ O ~ M / L  . 

TECHNIQUE DE 

NaOH 0.01 X 

NaOH 0.1 N 

T r i t o n  X - 1 0 0  



C - CONCLUSION 

L a  l i b é r a t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  en présence s u  en absence 

de 1 % de sgrum albumine bovine peut p a r a î t r e  f a i b l e  en 

q u a n t i t é ,  mais il f a u t  s a v o i r  que c e t t e  l i b é r a t i o n  n ' e s t  

pas  négl igeable .  En e f f e t ,  dans l e  système t r a n s f e r r i n e  - 
macrophage, le  taux de  f i x a t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  s u r  l e s  

c e l l u l e s  - c i b l e s  v a r i e  de 1 à 3 %. Nous avons donc essayé 

de  minimiser les causes d ' e r r e u r  engendrées p a r  l a  métho- 

dologie .  Lors de  l ' u t i l i s a t i o n  de s é r o t r a n s f e r r i n e ,  nous 

t r a v a i l l e r o n s  en présence de  sérum albumine. Nous n ' e n  

u t i l i s e r o n s  pas en présence de  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Comme 

technique de  s o l u b i l i s a t i o n  des  c e l l u l e s ,  nous avons opté  

pour l a  soude 0 , 0 1  N e t  un décrochage mécanique des  ce l -  

l u l e s .  



CHAPITRE V I 1  

ETUDE DE L A  F I X A T I O N  DES TRAl iSFERRINES 
SUR LES MACROPHAGES 

 ans l e  c h a p i t r e  des  g é n é r a l i t é s ,  nous avons vu que l e s  

t r a n s f e r r i n e s ,  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  s o n t  

des g lycoproté ines  dont les r61es biologiques s o n t  v a r i é s .  

Leur i n t e r a c t i o n  avec les c e l l u l e s  mononucléées phagocy- 

t a i r e s  e s t  e s s e n t i e l l e  dans l e  métabolisme du f e r .  

Ainsi ,  des é tudes  (143) o n t  m i s  en évidence l ' a p p o r t  de  f e r  
- 

par  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  au  macrophage e t  l a  p r i s e  de f e r  p a r  

1 ' aposé ro t rans fe r r ine .  Selon Nish i sa to  e t  a l  (143) , ce  méca- 

nisme m e t  en jeu deux récep teurs  membranaires d i f f é r e n t s .  , . 

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  i n t e r v i e n d r a i t  également dans l e  méta- 

bolisme du f e r ,  e s sen t i e l l ement  dans les cas  d ' i n f e c t i o n ,  

Ains i ,  Van Snick e t  a l  (204) ont.montré q u ' i l  e x i s t e  un ré- 

cepteur  membranaire de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macrophage. 

Les é tudes  o n t  é t é  e f f e c t u é e s ,  pour l a  p l u p a r t ,  en système 

hétérologue e t  l a  m i s e  en évidence du récepteur  p a r a î t  cer- 

t a i n e .  Au l a b o r a t o i r e ,  nous avons e n t r e p r i s  de pdursuivre  ces  

é tudes  en analysant  d 'une manière comparative l a  f i x a t i o n  de 

l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e s  macro- 

phages. 

Afin de mieux comprendre l e u r  r ô l e  r e s p e c t i f  e t  de r econs t i -  
t u e r  au mieux l e  système physiologique, nous avons c h o i s i  

de t r a v a i l l e r  en système homologue. 



1 - D~TERMINATION DES PARAMÈTRES DE FIXATION DES TRANSFERRINES 
SUR LES MACROPHAGES 

A - INTERACTION DE LA SEROTRANSFERRINE HUMAINE AVEC LE 

MACROPHAGE, ALVEOLAI RE HUMAIN 

Matér ie l  e t  méthode ---..--------------- 

Nous avons t r a v a i l l é  dans les condi t ions  d é c r i t e s  p 8 2  
avec une concent ra t ion  en s é r o t r a n s f e r r i n e  de 0,036 

à 0,6. 1 0 ~ ~  M pour l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  e t  

de 0 ,O8 à 0 , 4 .  1 0 0 ~  M pour l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e .  

Les c e l l u l e s  u t i l i s é e s  s o n t  des macrophages alvéo- 
5 l a i r e s  humains ou des monocytes ( 1,5  à 4 . 1 0  c e l -  

l u l e s )  . 

L'incubat ion e s t  r é a l i s é e  a 4OC durant  deux heures .  

2 - Résu l t a t s  --------- 

L e s  r é s u l t a t s  obtenus s o n t  exprimés dans l e s  f i g u r e s  
no  22  e t  23. 

a )  L ' aposé ro t rans fe r r ine  

L ' aposé ro t rans fe r r ine  s e  f i x e  à l a  f o i s  s u r  l e  

macrophage a l v é o l a i r e  e t  s u r  l e  monocyte. 

Cet te  f i x a t i o n  est s a t u r a b l e  e t  a t t e i n t  un p l a t e a u  

à l a  concent ra t ion  de 0 , 2 .  10-6 M. 

Les r é s u l t a t s  obtenus s o n t  exprimés se lon  l a  méhode 

de Scatchard s u r  l a  f i g u r e  no 2 2  e t  permettent  

de conclure à l ' e x i s t e n c e  d 'une s e u l e  c l a s s e  de  
s i t e s  indépendants à haute a f f i n i t é .  Le nombre de 

s i t e s  est de 80 000 p a r  macrophage e t  l a  cons tan te  
6 d ' a f f i n i t é  e s t  de 1 6 .  1 0  l .~-' .  
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A : Effet de la concentration en aposérotransferrine 
I fixation spécificpe, O : fixation r?on spécifique 

B : ~eprésentation de Seatchard. 



L e  nombre de sites déterminé s u r  l e  monocyte e s t  

i n f é r i e u r  (n = 40 000) m a i s  l a  cons tante  d ' a f f i -  

n i t é  e s t  iden t ique  ( f i g u r e  no 24) . 

b) L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  

L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  se f i x e  également s u r  

l e  macrophage a l v é o l a i r e  e t  s u r  l e  monocyte. Ce t t e  

f i x a t i o n  e s t  dépendante de l a  concentrat ion e n  

s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  e t  e l l e  e s t  s a t u r a b l e  

( f i g u r e  na 23). 

L e  nombre de s i t e s  e s t  de 40 à 50 000 pa r  macrophage 

a l v é o l a i r e  e t  l a  cons tante  d ' a f f i n i t é  est de 20. 

1 0 6 1 . ~ - l .  

L e s  paramètres obtenus s u r  l e  monocyte son t  iden- 

t iques  ( f i g u r e  no 24) . 

L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  ou non s e  f i x e  s u r  le  macro- 

phage a l v é o l a i r e  e t  s u r  l e  monocyte. 

L e  nombre de s i t e s  pour l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  e s t  su- 

p é r i e u r  b c e l u i  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  s u r  

le  macrophage a l v é o l a i r e .  

Ceci semble indiquer  que l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  possède 

une p l u s  grande a p t i t u d e  à prendre l e  f e r  du macro- 

phage. Par  cont re ,  l e  r ô l e  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

dans 1 'apport  de f e r  au macrophage semble moins impor- 

t a n t .  

Nos r é s u l t a t s  s o n t  en accord,  quant  au nombre de s i t e s ,  

avec ceux obtenus précédemment p a r  Nishisa to  e t  a l  (143) 
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x 106 

A : Sffet .2e Fa concentration en çéro t rans fe r r i~e  saturée sur 1a fixation 
sur les cellilies. : fixation spécifique , Q : fixation non spécifioue. ! 

B : ~eorésentation de Scatchard. 



J i  ~)?o~&zolrc?nsf errin- : - f i:iction specsfi~l ie  
--- fixation non spécif i y ~ r  

0. ~érotransferrine saturee :fixatior? spécifiq~e 
---  fixation non spécifique 



s u r  le  macrophage p é r i t o n é a l  de r a t  e t  l a  sé ro t rans -  

f e r r i n e  de r a t .  

Par  c o n t r e ,  l a  cons tante  d ' a f f i n i t é  que nous obtenons 

est 10 f o i s  supér ieure  à c e l l e  obtenue en système 

homologue chez l e  r a t .  

B - FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE SUR LES MACROPHAGES 

1 - Matér ie l  e t  méthodes .................... 
L ' i n t e r a c t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  avec l e s  macro- 

phages a  é t é  e f f e c t u é e  dans l e s  condi t ions  d é c r i t e s  
au c h a p i t r e  V. 

La concent ra t ion  en l a c t o t r a n s f e r r i n e  v a r i e  de 0,08 

à 8 , 2 .  1 0 ~ ~ 1 .  L e  temps d ' incubat ion  e s t  de deux heures 

à 4 O C  en présence de 4 a 5 x l o 5  c e l l u l e s .  

2 - Résu l t a t s  --------- 

a)  L ' apo lac to t rans  f e r r i n e  

Les r é s u l t a t s  obtenus s o n t  donnés dans l a  f i g u r e  

no 25 page 106. 

L'examen des courbes ne permet pas de me t t r e  en 

évidence une d i f f é r e n c e  dans l a  f i x a t i o n  de  l ' apo-  

l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  le macrophage a l v é o l a i r e  ou 

s u r  l e  monocyte. -- 

L a  courbe de f i x a t i o n  a t t e i n t  un niveau de sa tu ra -  
-6 t i o n  à l a  concent ra t ion  de 4 , l  x  1 0  FI. 

Cet te  s a t u r a t i o n  suggère l ' e x i s t e n c e  d'un nombre 

l i m i t é  de r écep teurs .  

Selon l a  méthode de Scatchard,  il e x i s t e  1 0  x 1 0  6 

s i t e s  s u r  l e  macrophage a l v é d a i r e  e t  l a  cons tante  

d ' a f f i n i t é  est de 5 à 1 0  x  106 l . ~ - l .  
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A : Zffet de La concentration en apolactotransferririe sur la fi:cation SLX les 
co,llulcs . : fixation spécifique , O : fixation non-s&cifiqze. 

B : ~eprésentation de Scatchard. 



Le nombre de si tes s u r  l e  monocyte es t  iden t ique ,  

l a  cons tante  d ' a f f i n i t é  est de 2 . 106 1 .M-l ( f i g u r e  
no  27). 

b) L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  

La f i g u r e  no 26 page 108 représente  les r é s u l t a t s  

obtenus.  

Le macrophage a l v é o l a i r e  témoin e t  l e  monocyte 

p résen ten t  l e s  m ê m e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  : l e  nombre 
6 de sites e s t  de 12. 10 p a r  c e l l u l e  e t  l a  cons tan te  
6 d ' a f f i n i t é  e s t  de  2. 10 1. MW'. 

Le macrophage a l v é o l a i r e  de sarcoïdose  p résen te  

un nombre de s i t e s  i n f é r i e u r  q u i  e s t  de  6 .  1 0  6 

s i t e s  p a r  c e l l u l e .  L a  cons tante  d ' a f f i n i t é  r e s t e  

iden t ique  à c e l l e  du macrophage a l v é o l a i r e  témoin. 

3 - Discussion ---------- 

Ces é tudes  montrent q u ' i l  e x i s t e  s u r  le  macrophage 

humain un ou deux types de récepteurs  reconnaissant  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  q u ' e l l e  s o i t  sous forme s a t u r é e  

ou désa turée .  

Selon Van Snick e t  a l  ( 203 ) , l a  f i x a t i o n  de l a  l ac to -  

t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  e s t  inhibée  à 32 % p a r  l ' apo lac to -  

t r a n s f e r r i n e  t a n d i s  que l ' a p o l a c t o t r a n s f e r r i n e  est 

inhibée  à 75 % p a r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e .  Ces 
f a i t s  l a i s s e n t  penser  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  

ou non reconnai t  un s e u l  récepteur .  

Toutes l e s  é tudes pub l i ées  s u r  l a  f i x a t i o n  de l a  l ac to -  

t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macrophage f o n t  a p p a r a i t r e  un nombre 

de récepteurs  p lus  é l evés .  Ainsi  Van Snick e t  a l  (203.) 

c a r a c t é r i s e n t  22. 106 s i t e s  p a r  c e l l u l e  (système hétéro-  
6 logue) , Bennet e t  a l  ( 2 2  ! t rouvent  200 .10  s i tes  par  

macrophage (systsme homologue) e t  Campbell (39) dénombre 



A : Effet de l a  concentraticn en l a ~ t o ~ a n s f e r r i n e  satcréc s w  l a  f ixat ic2 
sur l e s  cel lüïes .  : f ixa t ion  s p k c i f i p e  , O : f ixat ion non spécificpe. 

S : ~e2résenta t ion  de Scatchard. 
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+.polactotransferrine: - fisation spécifique 
--- fixation non spécifique 

O Lactotransferrine saturée :-fixation spécifique 
---fixation non sphcifique 



54. l o b  s i t e s  p a r  macrophage a l v é o l a i r e  (système homo- 

logue) e t  p l u s  récemment Birgens e t  a l  (27) ca rac té -  

r i s e n t  1 , 6 .  106 sites par  monocyte. I l  f a u t  t o u t e f o i s  

no te r  que tous  ces  au teurs  o n t  u t i l i s é  de l a  sérum 

albumine bovine à r a i son  de  1 à 2,s % dans l e u r  mi l ieu  

d ' incubat ion.  O r ,  l a  sérum albumine f i x e ,  comme nous 

l ' avons  vu précédemment, l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Ceci 

i n t r o d u i t  donc une sur-est imation du nombre de récep- 

t e u r s  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Au cours de  nos expé- 

r i e n c e s ,  nous n 'avons pas u t i l i s é  de sérum albumine. 

Seuls  Birgens e t  a l  ( 2 7 )  t rouvent  un nombre de récep- 

t e u r s  i n f é r i e u r  au n6t re .  

La cons tante  d ' a s s o c i a t i o n  que nous avons é t a b l i e  
6 (KA = 2 .10  ) e 8 t  légèrement supér ieure  à c e l l e s  pu- 

b l i é e s  auparavant,  s u r t o u t  dans l e  cas  de l a  l a c t o -  
6 t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  (KA = 0 , 6 . 1 0  1. M-'1. 

C - CONCLUSION 

Le macrophage e t  l e  monocyte reconnaissent  l a  sé ro t rans -  

f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  Cet te  reconnaissance 

semble s ' e f f e c t u e r  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de r écep teurs .  

L e  nombre de sites de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  environ 

150 f o i s  supér i eu r  à c e l u i  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e ,  p a r  

c o n t r e  l a  cons tante  d ' a f f i n i t é  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

e s t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e .  

II - ÉTUDE DES FACTEURS QUI INFLUENCENT LA FIXATION DES TRANSFERRINES 

SUR LE MACROPHAGE 

A - LA SEROTRANSFERRINE 

Nous a l l o n s  successivement é t u d i e r  l e  comportement de  l a  



s é r o t r a n s f e r r i n e  en c i n é t i q u e  avec v a r i a t i o n  de l a  tem- 

p é r a t u r e  e t  l a  r é v e r s i b i l i t é  de s a  f i x a t i o n .  

1 - Cinét ique __---- .................................... de f i x a t i o n  en fonct ion  de l a  temeérature -----_- 

a )  Matér ie l  e t  methodes 

L'expérimentation s u i v i e  e s t  c e l l e  d é c r i t e  page 84. 

L e s  incubat ions  s o n t  e f f e c t u é e s  à 4OC ou à 3 7 ' ~ .  

La concent ra t ion  en s é r o t r a n s f e r r i n e  e s t  de 0 , l .  

1 0 - ~  M pour 1,5.105 c e l l u l e s  en c u l t u r e .  

b) Résu l t a t s  

L e s  r é s u l t a t s  obtenus son t  r ep résen tés  su r  l a  

f i g u r e  no 28 .  

La f i x a t i o n  de  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e s t  l i n é a i r e  

durant  l e s  quinze premières minutes, pu i s  a t t e i n t  

un p la t eau  aux temps de 15 à 30 minutes. 

L e s  courbes de f i x a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

a t t e i g n e n t  un p l a t e a u  à 4OC comme a 37OC. 

Les macrophages f i x e n t  40 à 50 % de s é r o t r a n s f e r r i n e  

en p l u s  lorsque l a  température s ' é l è v e  de 4OC à 
1 

37Oc. l 

c). Discussion i 

La d i f f é r e n c e  de f i x a t i o n  observée 2i c e s  deux tem- 

pé ra tu res  peut  r e f l é t e r  une d i f f e r e n c e  de f l u i d i t é  

de l a  membrane. A  OC, l a  membrane plasmique du 

macrophage e s t  immobile e t  s e u l  un nombre l i m i t é  

de récepteurs  e s t  a c c e s s i b l e  au l igand  ext ra-ce l -  

l u l a i r e .  A 3 7 O ~ ,  l e s  récepteurs  ont  une p lus  grande 



FIG~JR-: 28 : CINZTIQ'JE DE FIL.TION DE LA S E R O T P ~ ~ S F ~ ~ E  HuInAE?z 
SUR LES IACRO?HAGES ALVZOLAIRZS HUblAC7S E?! FCt~!CTIOL? 
DI LA TIEIPENiTURE. 
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mobi l i t é  e t  deviennent a i n s i  p l u s  a c c e s s i b l e s  au 

l igand  e x t r a - c e l l u l a i r e .  Ces phénomènes s o n t  en 

r e l a t i o n  avec les phénomènes d'endocytose e t  de 

f l u i d i t é  des membranes. 

s u r  l e  macroehaqe a l v é o l a i r e  
-----------3 -- ------------ 
a )  Matér ie l  e t  méthode 

Pour démontrer que l a  f i x a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r -  

r i n e  est r é v e r s i b l e ,  nous avons u t i l i s é  l a  tech-  

nique d é c r i t e  page 84. 

La concent ra t ion  en s é r o t r a n s f e r r i n e  r a d i o a c t i v e  
-6 

e s t  de 0 , l .  10 'M. La s é r o t r a n s f e r r i n e  f r o i d e  u t i -  

l i s é e  comme compétiteur a une concent ra t ion  de 

0,2 . 1 o T 6 ~  a 2 . 1 0 - ~  M. L e  volume r é a c t i f  f i n a l  e s t  

de 0 ,3  m l .  

b) Résu l t a t s  

Sur l a  f i g u r e  no  29 p a g e 1 1 4 ,  nous cons ta tons  que 

l a  f i x a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r  

e s t  r é v e r s i b l e  p a r  add i t ion  de s é r o t r a n s f e r r i n e  

s a t u r é e  en f e r  f r o i d e .  L e  phénomène observé est iden- 

t i q u e  dans l e  c a s  de l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  ( f i g .  no 30) 

L e s  concent ra t ions  nécessa i res  pour o b t e n i r  une 

i n h i b i t i o n  de 40 % s o n t  de 0,3. 1 o m 6  M pour l a  séro- 

t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r  e t  de  0 , 5 . 1 0 - ~  M pour 

1 'aposéro t ransPerr ine .  

D e  p l u s ,  l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  ne déplace p a s  l a  se- 
r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r .  L ' inve r se  e s t  égale- 

ment v r a i .  

c )  Discussion 

L a  f i x a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r  

s u r  l e  macrophage e s t  r é v e r s i b l e ,  de même c e l l e  de 



COMLDYTITI ON DE LA FIXATION DE LA SIROTRA:<SETRRI?,JE: SATL?EE 
PAR DE L'APOSEROTRANSFYRRINE ET DE LA SEROTRANSFERRINE 
SATUXEE . 

a ~érotransferrine saturée 0 Apo sérotransferrine. 
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COPLoSTITION DE LA FIXATION DL: L A  SEROTRAPU'S FS%?IX?%r: HL?.IAI:TE 
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ET PAR DE LA LACTOTW?SFEItPISE. 

O ~posérotransferrine sérotransferrine saturée 
O Lactotransferrine saturée 



- 115 - 
l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e .  Par  con t re ,  l ' aposé ro t rans -  

f e r r i n e  ne peut pas déplacer  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

s a t u r é e  en f e r .  Ceci laisse p révo i r  l ' e x i s t e n c e  de 

deux sites de reconnaissance des s é r o t r a n s f e r r i n e s  

d i f f é r e n t s  s u r  l e  macrophage a l v é o l a i r e .  

B - LA LACTOTRANSFERRINE 

1 - Cinét ique de  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  en ------ ......................................... 
fonct ion  de l a  t e m ~ é r a t u r e  ------------------ ------- 
a )  Matér ie l  e t  méthode 

La f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  a une concen- 

t r a t i o n  de 0,8.10-~ M e s t  s u i v i e  pa r  incubat ion  

à 4Oc ou à 37OC. 

b) Résu l t a t s  

La f i g u r e  no  31 page116 montre l e s  r é s u l t a t s  obte- 

nus. L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  se f i x e  s u r  l e  macrophage 

a l v é o l a i r e  se lon  un phénomène s a t u r a b l e  à 4OC e t  21 

37OC. L e  p l a t e a u  e s t  a t t e i n t  dans l e s  deux c a s  après  

une heure d ' incubat ion .  

L a  f i x a t i o n  à 4OC e s t  i n f é r i e u r e  de 40 % à l a  f i x a -  

t i o n  à 37OC. 

c )  Discussion 

Nous avons c h o i s i  de t r a v a i l l e r  à 4 ' ~  l o r s  de l ' é t u d e  

de l a  f i x a t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  s u r  l e  macrophage 

a l v é o l a i r e  e t  à 3 7 ' ~  l o r s  des  études s u r  l e  passage 

du f e r  des  t r a n s f e r r i n e s  dans l e s  macrophages. 

2 - Compétition de l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  ...................................................... 
l e  macro~haqe  a l v é o l a i r e  Ear de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  -------- -- ------------- .......................... 

C e t t e  expérience a  pour but  de montrer l a  r é v e r s i b i l i t é  

de l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macrophage 

a l v é o l a i r e .  
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SUR LES I*ACflOPYAGZS ALVEOLAIRIS tiUEUiISS 3 7  ,CCi:CTIO?: 
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a )  Matér ie l  e t  méthode 

C e t t e  expérience est r é a l i s é e  su ivan t  l e  pro tocole  

d é c r i t  dans l e  c h a p i t r e  no V. 

La concent ra t ion  en l a c t o t r a n s f e r r i n e  r ad ioac t ive  

e s t  de 0 , 9 . 1 0 - ~  M. La  concentrat ion en l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  f r o i d e  v a r i e  de 0 , 2 . 1 0 - ~  M 3 B , . ~ o - ~ M .  
L ' incubat ion est r é a l i s é e  à 4OC durant  une heure.  

b) R é s u l t a t s  

L a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  est  inhibée  p a r  

des doses c r o i s s a n t e s  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  

en f e r  ou d ' a p o l a c t o t r a n s f e r r i n e .  L ' i n h i b i t i o n  e s t  

de 50 % pour une concent ra t ion  en apo lac to t rans fe r -  - 

r i n e  de 3 . 1 0 - ~ ~  e t  pour une concentrat ion en lac to-  

t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  de 2,9 x 1 0 - ~  M, 

L e s  r é s u l t a t s  obtenus s o n t  exprimés dans l a  f i g u r e  

no 32 .  

cl- Discussion 

La r é v e r s i b i l i t é  de l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  s u r  l e  macrophage a l v é o l a i r e  e s t  désormais bien 

é t a b l i e .  De p l u s ,  c e t t e  expérience permet de  montrer 

que l e s  deux formes de l a c t o t r a n s f e r r i n e  se f i x e n t  

s u r  l e  même récep teur  puisque l ' a p o l a c t o t r a n s f e r r i n e  
e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  inh iben t  t o u t e s  deux 

l a  f i x a t i o n  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  sa tu rée .  

3 - E x ~ é r i e n c e  de chasse -- ----------------- 

La f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macrophage 

a l v é o l a i r e  humain e s t  s u i v i e  en c i n é t i q u e  par  a d d i t i o n  

de l a c t o t r a n s f e r r i n e  non rad ioac t ive  à une concentra- 

t i o n  d i x  f o i s  supér i eu re .  



PransFerri ncs 

FIGURE 32 : COVSETITION DE LA FIXATION DE LA L A C T O T R A ~ S F E ~ ~ E  
HUMAINE SUR LE I W R O P H A G E  ALVEOLAIRE H W A I N  PAR DE LA 
LACTOTRANSFZR9INE ET DE LA SEROTItA,YSFE3RJXE. 

Apolactotransferrine O Lactotransf errine satu::.? 
.~posérotrans£errine O sérotransf errine s a t . ~ r z e  
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a )  Matér ie l  e t  méthode 

La concent ra t ion  en l a c t o t r a n s f e r r i n e  r ad ioac t ive  

est de 1,56.10-' M pour 1 . 5 . 1 0 ~  c e l l u l e s .  

L a  f i x a t i o n  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  r a d i o a c t i v e  

s u r  l e s  macrophages a l é v o l a i r e s  e s t  s u i v i e  à 4 '  C 

à des temps v a r i a n t  de  1 minute 30 à 60  minutes. 

L e s  c e l l u l e s  s o n t  l avées  t r o i s  f o i s  dans du tampon 

de  Hank's complété avec du ch lo ru re  de  calcium 

2 mM. Puis  les c e l l u l e s  son t  incubées avec 1,56. 

1 0 - ~  M de l a c t o t r a n s f e r r i n e  non rad ioac t ive .  Le 

déplacement de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  r a d i o a c t i v e  

e s t  s u i v i  en c i n é t i q u e  à 4 '  C.  

b) Résu l t a t  

L e s  r é s u l t a t s  obtenus s o n t  r ep résen tés  s u r  l a  

f i g u r e  no 3 3 ,  

Nous cons ta tons  que l ' a d d i t i o n  de l a c t o t r a n s f e r r i n e  

f r o i d e  d ix  f o i s  p lus  concentrée provoque une dimi- 

nut ion  de l a  f i x a t i o n  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  mar- 

quée. 

Au temps de chasse  d 'une  heure, 72 % de l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  r a d i o a c t i v e  o n t  é t é  déplacés.  

c )  Discussion 

Nous avons montré que l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  s u r  l e  macrophage e s t  r é v e r s i b l e .  I l  ne 

s ' a g i t  donc pas simplement d 'un phénomène de  phago- 

cytose.  

Ce r e s u l t a t  nous amène à conclure à l ' e x i s t e n c e  

d 'un récepteur  membranaire de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

s u r  l e  macrophage a l v é o l a i r e .  



CHASSE 

Temps 

FTC;III?E 33 : MISE EiJ EVIDliNCE D'UEJE FIXATION REVERSIDLE DE 1,A LACTOTRANSFERRIND IILJblAINE 
SUR LE 1.IACROPIiAGE ALVEOLAIRE IIUMAIW . 

A : cinetique de fixation de la lactotransferrine humaine 4OC,soit une concen- 
tration de O, 15 10-6 mole/lit~-e en lactotransferrine pour lo5 cellules. 

B : ~6action dc chasse en pr6scnce dc lactotransferrine froide IO fois en excés. 



Le macrophage a l v é o l a i r e  humain reconnaî t  de façon 

spéc i f ique ,  v i a  un ou p l u s i e u r s  r écep teurs ,  l a  séro- 

t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o r a n s f e r r i n e  humaines. C e t t e  

reconnaissance spéc i f ique  est s a t u r a b l e ,  r é v e r s i b l e  

e t  dépendante de l a  température.  

II 1 - EXISTENCE DE RÉCEPTEURS DIFF~RENTS POUR L A  S~ROTRANSFERRINE 

ET L A  LACTOTRANSFERRINE SUR L E  MACROPHAGE ALVÉOLAI RE HUMAIN 

L a  démonstration e s t  f a i t e  de l a  f i x a t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  

s u r  l e  macrophage a l v é o l a i r e  humain. - 

Mais un p o i n t  r e s t e  à é l u c i d e r .  S ' a g i t - i l  du m ê m e  récepteur  

pour les deux t r a n s f e r r i n e s - ? P o u r  l e  démontrer, nous avons 

procédé à des r é a c t i o n s  de compétit ion.  l 

a )  Matér ie l  e t  méthode 

La méthode u t i l i s é e  e s t  d é c r i t e  dans l e  c h a p i t r e  V. 

La f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  r a d i o a c t i v e  

à une concent ra t ion  de 0,9.  1 0 ~ ~  M s u r  l e  macro- 

phage a l v é o l a i r e  va é t r e  é tud iée  en présence de 

compétiteurs à des  concen t ra t ions  c r o i s s a n t e s  de 
-6 0 , 2 . 1 0 - ~  M à 8 .10-. M .  Les compétiteurs s o n t  l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

La f i g u r e  no  32 page 118met en évidence une d i f f é -  

rence de comportement e n t r e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  dans l ' i n h i b i t i o n  de l a  f ixa-  

t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macrophage a l -  

v é o l a i r e .  



La s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en  f e r  e t  l ' aposéro-  

t r a n s f e r r i n e  n ' inh iben t  pas l a  f i x a t i o n  de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e .  La l a c t o t r a n s f e r r i n e  apo e t  

s a t u r é e  inh ibe  sa propre f i x a t i o n .  D e  même l a  

f i x a t i o n  de l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  n ' e s t  pas inh ibée  

pa r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

c )  Discussion 

Le macrophage a l v é o l a i r e  p o r t e  s u r  sa membrane 

plasmique deux types  de récepteurs  pour l e s  t r a n s -  

f e r r i n e s .  Ces deux récepteurs  semblent d i f f é r e n t s .  

Ce q u i  l a i s s e  supposer que les deux t r a n s f e r r i n e s  

o n t  des r ô l e s  biologiques d i f f é r e n t s  envers l e  

macrophage. 

IV - CONCLUSION 

Dans ce  c h a p i t r e ,  nous avons e n t r e p r i s  d ' é t u d i e r  l a  f i x a t i o n  
des t rankf  e r r i n e s  s u r  l e  macrophage. 

Nous avons m i s  en évidence l ' e x i s t e n c e  de  deux récep teurs  

membranaires dont  l ' u n  reconnaî t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  
l ' a u t r e  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e .  Pour l a  s é r o t r a n s f e r r i n e ,  l e  
récepteur  semble Gtre  d i f f é r e n t  se lon  q u ' i l  s ' a g i t  de l ' apo-  

s é r o t r a n s f e r r i n e  ou de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e .  

Ceci s e r a i t  en accord avec les r é s u l t a t s  de  Nishisa to  e t  a l  

(144) 

Les paramètres de f i x a t i o n  des  t r a n s f e r r i n e s  s u r  l e  macro- 

phage a l v é o l a i r e  s o n t  rassemblés 'dans l e  t ab leau  n'VI. 



T A ~ Z A L T  a 3APSb*ZTF?ES DE LA FIXATION DES fFJLhTSF1RRIXES SUR 
L 3  ,'ZCP.OPI-WGk: A L V E O L A I X  HUMAIN. 

TRANSFERRINES 

~posérotransferrin 

sérotransferrine 40-50 CO0 
saturée 

ne 

Lactotransferrine 
saturée 



CHAPITRE V I  11 

ETUDE DU TRANSFERT DU FER 
DES TRANSFERRI NES AU MACROPHAGE 

L a  démonstration é t a n t  f a i t e  de l ' e x i s t e n c e  de récepteurs  des  

t r a n s f e r r i n e s  s u r  l e  macrophage a l v é o l a i r e ,  nous avons é t é  amenés 

à p r é c i s e r ,  d 'une maniere comparative, l e  t r a n s f e r t  du f e r  à par- 

t i r  de ces  deux t r a n s f e r r i n e s .  

1 - INCORPORATION DU FER DE LA ~ÉROTRANSFERRINE DANS LE MACROPHAGE 

Nous avons u t i l i s é  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  marquée à 1 2 5 ~  e t  

s a t u r é e  en 5 9 ~ e ,  à une concent ra t ion  de 0 , 1 . 1 0 - ~  M. Nous 

avons s u i v i  l e  devenir  du f e r  à 3 7 O  C p a r  une c i n é t i q u e  de 

8 heures.  

a )  Résu l t a t  

L a  f i x a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  en f e r  

est mesurée pa r  déterminat ion d ' 1 2 5 ~  e t  e l l e  a t t e i n t  

un p l a t e a u  au temps 30 minutes. 

L a  q u a n t i t é  de 5 9 ~ e  incorporée augmente de façon 
59 l i n é a i r e  avec l e  temps. En e f f e t ,  l e  rappor t  Fe/ 

1 2 5 ~  augmente avec l e  temps, suggérant un passage 

important du f e r  dans l e  macrophage. C e s  r é s u l t a t s  

sont  r ep résen tés  s u r  l a  f i g u r e  no 34 A .  

b) Discussion 

L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  se f i x e  s u r  l e  macrophage et 

donne son f e r  de façon a c t i v e .  L ' incorpora t ion  

du f e r  d o i t  s e  produi re  pa r  d i s s o c i a t i o n  du complexe 



heures 
e 

La fixation des transferriccs est suivie par 1 2 5 ~ .  
Le transfert du fer est suivi pzx 116volution du rapport 
5 9 ~ ~  / '251. 



f e r  - s é r o t r a n s f e r r i n e  dans un compartiment i n t r a -  

c e l l u l a i r e  avec l i b é r a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

i n t a c t e .  L a  s a t u r a t i o n  e x i s t a n t  au niveau de l a  

f i x a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  suggère que l a  

p r o t é i n e  e s t  recyclée  e t  non pas dégradée a l ' i n -  

t é r i e u r  du macrophage. 

II - INCORPORATION D U  FER DE LA LACTOTRANSFERRINE DANS L E  MACROPHAGE 

a) Matér ie l  e t  méthode 

Le p ro toco le  est ident ique  a c e l u i  u t i l i s é  dans 

l ' expér i ence  avec l a  s é r o t r a n s f e r r i n e .  

b) Résu l t a t s  

Comme l e  montre l a  f i g u r e  n034 B ,  l ' i n c o r -  

pora t ion  du 5 9 ~ e  s u i t  l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o -  
t r a n s f  e r r i n e  , le  rappor t  59 Fe r e s t e  cons tant .  

125, 
I 

Les c i n é t i q u e s  d ' incorpora t ion  du "Fe e t  de l a  

p r o t é i n e  marquée 3 1 2 5 ~  s o n t  superposables.  

c )  Discussion 

Nous pouvons conclure de c e t t e  expérience q u ' i l  

n 'y  a  pas  d i s s o c i a t i o n  e n t r e  l ' i n c o r p o r a t i o n  du 

f e r  e t  de l a  p ro té ine .  C e  q u i  permet de supposer que 

l a  p r o t é i n e  n ' e s t  pas r ecyc lée  mais s tockée à l ' i n -  

t é r i e u r  du macrophage. Une hypothèse a  é t é  émise 

par  Van Snick ( 2 0 4 )  après  expérimentation s u r  un 
système hétérologue.  Selon l u i ,  l a  l a c t o t r a n s f e r -  

r i n e  e s t  dégradée dans l e  macrophage. 



I I  1 - CONCLUSION 

La s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s o n t  deux glyco- 

p r o t é i n e s  ayant l a  capac i t é  de  donner l e u r  f e r  au macrophage. 

Mais l e  système d ' incorpora t ion  du f e r  semble d i f f é r e n t .  En 

e f f e t ,  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  donnera i t  son f e r  p a r  d i s s o c i a t i o n  

e t  l a  p r o t é i n e  ne serait pas dégradée. P a r  con t re ,  l a  l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  ne s e r a i t  pas recyclée .  Van Snick e t  a l  ( 2 0 4 )  

o n t  d ' a i l l e u r s  montré l a  dégradat ion de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

humaine p a r  l e  macrophage p é r i t o n é a l  de r a t .  



CHAPITRE I X  

ROLE DE LA PARTIE PEPTIDIQUE ET DE LA PARTIE GLYCANNIQUE 
DES TRANSFERRINES DANS L '  INTERACTION AVEC LES RECEPTEURS 

DU MACROPHAGE 

1 - RÔLE DE LA PARTIE PEPTIDIQUE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  @ d i t  une p r o t é i n e  basique 

c e r t a i n s  au teurs  o n t  émis l ' i d é e  que l ' i n t e r a c t i o n  l a c t o t r a n s -  

f e r r i n e  - macrophage peut  se résumer à une simple i n t e r a c t i o n  

é l e c t r o s t a t i q u e .  

Afin d ' é l iminer  c e t t e  hypothèse, nous avons procédé à une modi- 

f i c a t i o n  de  l a  s t r u c t u r e  pept id ique  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

abou t i s san t  a une modif icat ion de l a  charse de o r o t é i n e .  

a) Matér iel  e t  méthodes 

La s t r u c t u r e  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  modifiée 

se lon  l e  pro tocole  d é c r i t  dans l e  c h a p i t r e  V.  

L e s  incubat ions  s o n t  e f f e c t u é e s  de façon compa- 

r a t i v e  avec de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  normale e t  

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  modifiée. 

L e s  c e l l u l e s  u t i l i s é e s  son t  des  macrophages alvéo- 

l a i r e s  humains. Les concent ra t ions  en p r o t é i n e  

v a r i e n t  de 0 , 1 . 1 0 - ~  M à 4 .  1 0 m 6  M. 

b)- Résu l t a t s  

La f i x a t i o n  de ces  deux l a c t o t r a n s f e r r i n e s  e s t  

exprimée de façon comparative dans l a  f i g u r e  

no 35. 



FIGURE 35 : FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE SATUREE ET DE LA 
LACTOTEWJSFERRINE E?ODIFIEE SATUREE SVIZ LX ?ACROPFiAGE 
ALVSOLAIRE HUFIAIN. 

Lactotransf  e r r i ~ e  s a t m é e  f fxatiori spe5cifLc;ue 
0-0 f i x a t i o n  non spéci f ique .  

~ a c t o t r a n s f z r r i z c  ? o * i P i 6 o H  f i : :z t icn s p é c i f i . ; ~ ~  
*+ fi:cation non s p 4 c i f i q e .  



Nous cons ta tons  que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  modifiée 

se f i x e  légsrement rrioins que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

normale. La  déterminat ion des paramétres de  l a  

f i x a t i o n  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  modifiée,  se lon  

l a  méthode de Scatchard,  donne un nombre de sites 
6 de 8.10 p a r  macrophage e t  une constante  d ' a f f i -  

n i t é  de 2 , s  .106 l.mol-' ~ 
La l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  dont l a  charge e s t  modif iée,  1 

reconnaf t tou jours  l e  macrophage a l v é o l a i r e  humain. 1 

L e s  r é s u l t a t s  obtenus montrent que l ' a f f i n i t é  de I 

I 
l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  n ' e s t  pas  modifiée. L e  nombre 

de s i t e s  est légèrement i n f é r i e u r  à c e l u i  obtenu 
i 

pour l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  normale. l 

- 
Nous pouvons donc é c a r t e r  l 'hypothèse  se lon  l a q u e l l e  

l ' i n t e r a c t i o n  l a c t o t r a n s f e r r i n e  - macrophage e s t  

une i n t e r a c t i o n  ionique.  

II - RÔLE DES GLYCANNES DANS LE MÉCANISME DE RECONNAISSANCE D U  MACRO- 

PHAGE 1 

La s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s o n t  deux glyco- 

p r o t é i n e s  dont l a  s t r u c t u r e  des  glycannes a é t é  d é f i n i e  dans I 
I 

l e  chap i t r e  des Généra l i t é s  n O . I .  I 
1 

La s é r o t r a n s f e r r i n e  p o r t e  deux glycannes iden t iques  de type  

N-acétyl lactosaminique bi-antenne ne contenant  pas de fucose.  

La l a c t o t r a n s f e r r i n e  p o r t e  également deux glycannes dont l e s  

s t r u c t u r e s  s o n t  de type N-acétyl lactosaminique bi-antenné 

renfermant un ou deux r é s i d u s  fucoses branchés en 0( (1 + 3)  

ou 0< ( 1 3 6 )  s u r  une N-acétyl glucosamine. 

D e  nombreuses é tudes  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  pour déterminer l e  r ô l e  



des sucres des glycoprotéines dans la reconnaissance d'un récep- 

teur membranaire . 

Stahl et al (186) ont mis en évidence l'existence d'un récepteur 

à mannose et à N-acétyl glucosamine sur le macrophage. Sheperhd 

et al (176) ont montré l'existence d'un récepteur reconnaissant 

à la fois le mannose et le fucose sur le monocyte. 

Nous avons donc entrepris de déterminer si les glycannes de la 

sérotransferrine et de la lactotransferrine ont un r8le dans 

la reconnaissance du récepteur membranaire du macrophage. 

A - MATERIELS ET METHODES 

Nous avons utilisé pour cette expérience des macrophages 

alvéolaires humains. 

Le r6le des glycannes a été exploré en utilisant une tech- 

niq- de compétition de la fixation des transferrines par 

des néoglycoprotéines. 

Les compétiteurs, constitués par de la sérum albumine bovine 

néo-glycosylée,nous ont été aimablement fournis par Monsieur 

le Professeur Monsigny. 

Les compétiteurs sont utilisés à des concentrations variant 

de 0.25 à 10 x 1 0 - ~  M en sérum albumine bovine. 

La quantité de sucre par mole de sérum albumine bovine 

est exprimée . dans le tableau VII. 

La réaction de compétition a été réalisée par addition 

d' oc - mannosyl sérum albumine, deot - L - fucosyl sérum 
albumine, de P - galactosyl sérum albumine, de N - acétyl - 
p- D - glucosaminyl sérum albumine. 



DETEREIINATION DE LA COLWSITION EN SUCRZS DES 
SERUM ALBUMINE NEO-GLYCOSYLEES . 

Mannosyl S.A.B 

FU COSY^ S.A.B 

G a l a c t o s y l  S.A.B 



B - Résu l t a t s  

1 - C o m ~ é t i t i o n  de l a  f i x a t i o n  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  --- ............................................. 
car de l a  sérum albumine - néo-qlycosylée 

-----------------I----------- - --C --- 
Dans c e t t e  expérience,  l a  d. - L - fucosyi  s6rI.m 

albumine sert de témoin, c a r  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

ne c o n t i e n t  pas de fucose dans ses glycannes. 

Sur l a  f i g u r e  no 36, nous constatons que ces d ive r -  

ses p r o t é i n e s  néo-glycosylé n ' inh iben t  pas  l a  f i -  

xa t ion  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macrophage 

a l v é o l a i r e .  

Le même expérience a  é t é  e f f e c t u é e  s u r  l e s  monocytes 

humains e t  l e s  r é s u l t a t s  obtenus son t  iden t iques .  

2 - C o m ~ é t i t i o n  de l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  --- .............................................. 
s u r  l e  macro~haqe a l v é o l a i r e  p a r  l a  sérum albumine ------------ -- .................................. 
néo-qlycosylée ---- _ --- --- 

~ a n s  l a  f i g u r e  no  37, nous avons rassemblé l e s  r é su l -  

t a t s  obtenus. 

L e  témoin que nous avons u t i l i s é  e s t  l a  sérum - albu- 

mine bovine. Nous pouvons observer  qu ' à  c e t t e  con- 

c e n t r a t i o n  0,06 % e l l e  e s t  sans  ac t ion  s u r  l a  f i x a -  

t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  l e  macrophage a l -  

v é o l a i r e .  

Par  con t re ,  l a 4  - L - fucosyl  sérum albumine inh ibe  

fortement l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  

L a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  à une concentra- 

t i o n  de 0 , 9 . 1 0 - ~  M e s t  inhibée  à 50 % p a r  une concen- 

t r a t i o n  te 1 0 - ~  M en N - a c é t y l  - glucosaminyl sérum 

albumine de  1 ,S. 1 0 - ~  M d.- mannosyl - p r o t é i n e  e t  de 

0 , 7 . 1 0 - ~  M en 4 - L - fucosyl  p ro té ine .  Ces concen- 





Sérum Albumine né~-~l~cos~l&e 



t r a t i o n s  s o n t  exprimées en concent ra t ion  de 
sérum albumine bovine. 

Au vu de l e u r  composition respec t ive  en suc re ,  l a  

O(-  L - fucosyl  sérum albumine possède l e  m ê m e  pou- 

v o i r  d ' i n h i b i t i o n  que l a  mannosyl - sérum albumine. 

C - CONCLUSION 

L e s  glycannes de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  n ' in t e rv iennen t  pas  

dans l a  reconnaissance du récepteur  membranaire du macro- 

phage. C e c i  est en accord avec les travaux r é a l i s é s  p a r  
Kornfeld ( 106) s u r  l e s  r é t i c u l o c y t e s  . 

Par  c o n t r e ,  les glycannes de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  semblent 

jouer  un r61e dans l a  reconnaissance du récepteur .  L e  fu- 

cose e t  le mannose semblent p l u s  spécialement impliqués 

dans c e t t e  reconnaissance.  L e  g a l a c t o s e  n ' i n t e r v i e n t  pas .  

S i  l e  fucose de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  i n t e r v i e n t  dans l a  

reconnaissance du récep teur ,  il nous est cependant impos- 

sible de s a v o i r  que l  est  l e  fucose impliqué. Est-ce l e  
fucose branché en d (1-6) s u r  l a  N - a c é t y l  glucosamine 

du p o i n t  d ' a t t a c h e  ou b ien  l e  fucose branché en oc (1-3) 

s u r  une glucosamine de l ' a n t e n n e  ? L ' i n h i b i t i o n  de l a  f i -  

x a t i o n  p a r  des  glycopept ides  de s t r u c t u r e  b ien  d g f i n i e  nous 

permet t ra  de répondre a c e t t e  ques t ion .  

L e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus s o n t  en con t rad ic t ion  

avec ceux obtenus pa r  Imber e t  a l .  C e s  au teur s  ont  montré 

que l e  fucose ne joue pas  de r ô l e  dans l a  reconnaissance 

du macrophage p a r  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  En e f f e t ,  l a  l ac to -  

t r a n s f e r r i n e  défucosylée s e  f i x e  s u r  l e  macrophage alévo-  

l a i r e  de l a  m ê m e  façon que l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  n a t i v e .  

D e  p l u s ,  des p ro té ines  (sérum albumine bovine) fucosylées  

ou mannosylées ou p o r t a n t  des N - a c é t y l  - glucosamines 

n ' i n h i b e n t  pas l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  " i n  vivo" 
e t  " i n  v i t r o " .  



Par a i l l e u r s ,  Campbell ( 3 9  ) c o n s t a t e  une absence d ' i n h i -  

b i t i o n  de  l a  f i x a t i o n  de  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine s u r  

l e  macrophage a l v é o l a i r e  humain, en présence de  mannane 

de l evure ,  e t  de s é r o t r a n s f e r r i n e .  

L a  s é r o t r a n s f e r r i n e  ne p o r t a n t  pas  de fucose,  il conc lu t  

que c e t t e  absence d ' i n h i b i t i o n  est  dûe à l ' absence  de  

fucose,  l e s  deux t r a n s f e r r i n e s  ayant des  s t r u c t u r e s  f o r t e -  

ment homo1ogues.A p a r t i r  de c e s  observat ions ,  il envisage 

l a  p o s s i b i l i t é  de l ' e x i s t e n c e  d 'un récepteur  fucose d i f f é -  

r e n t  de  c e l u i  d é c r i t  p a r  S t a h l  e t  a l  (186).  

I 

L e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus s o n t  en c o n t r a d i c t i o n  

avec ceux de Imber e t  a l  ( 9 4  ) q u i  t rouvent  que l ' i n h i b i t i o n  1 
I 

obtenue p a r  l a  fucosyl  sérum albumine de l ' o r d r e  de 10 % 
I 

e t  p a r  l a  mannosyl sérum albumine de l ' o r d r e  de  30 S n ' e s t  - 1  
pas s i g n i f i c a t i v e .  - 1 

L'exp l i ca t ion  de c e t t e  c o n t r a d i c t i o n  peu t ,  peut -g t re ,  ê t r e  

expl iquée pax l a  d i f f é r e n c e  des méthodologies u t i l i s é e s .  

En e f f e t ,  c e t  au teur  a  u t i l i s é  un système d ' é tude  hé té ro -  

logue c o n s t i t u é  pa r  l e  macrophage p é r i t o n é a l  de  s o u r i s  e t  

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaine. La concent ra t ion  en l a c t o -  

t r a n s f e r r i n e  est de 5 nM. C e t t e  concentrat ion t r è s  f a i b l e  

e s t  compatible avec l e  R q u ' i l s  o n t  mesuré. Néanmoins l e s  
D 

courbes de  Scatchard p résen tées  montrent une va leur  B/L 

q u i  avois ina-  5 ,  ce q u i  semble indiquer  que l a  r é a c t i o n  

n ' e s t  pas  é q u i l i b r é e  e t  que t o u t e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

présentée  e s t  f i x e e  p a r  l e  macrophage. De p l u s ,  puisque 

l a  q u a n t i t é  de  l igand l i b r e  t end  v e r s  O ,  l e  rappor t  B/L 

c a l c u l é  n ' a p l u s  aucune p r é c i s i o n .  

Par  a i l l e u r s ,  l e s  mesures que nous avons r é a l i s é e s  s u r  l e  

macrophage humain s o n t  en accord avec d ' a u t r e s  a u t e u r s ,  
l a  cons tante  de  d i s s o c i a t i o n  e s t  de 2 .106  ~ - 1 - l  , ce q u i  

nous amène à e f f e c t u e r  l e s  expériences d ' i n h i b i t i o n  en 

présence d 'une  concent ra t ion  en l a c t o t r a n s f e r r i n e  de 
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50 nM à 900 nM, c'est-à-dire de 10 à 180 fois supérieur. 

D'autre part, nous avons mesuré la fixation de la lacto- 

transferrine sur le macrophage en récupérant les cellules 

par de la soude 0,01 N et non par de la soude 0,l N . En 
effet, l'extraction à la soude 0,l N permet outre de 

récupérer la protéine fixée sur le macrophage, la 
protéine fixée de façon non spécifique sur le plastique. 

C'est un fait qui peut, la concentration utilisée, inter- 

venir dans l'interprétation des résultats. 



CHAPITRE X 

ETUDE DE LA F I X A T I O N  DES TRANSFERRINES 
SUR L E  MONOCYTE ISOLE DU SANG 

D 'HEMOCHROMATOSE PRIMAI  RE 

L'hémochromatose e s t  dûe à un t roub le  pathologique du métabolisme 

du f e r .  

L a  c i n é t i q u e  i n t e r n e  du f e r  dans l e  cas  de l'hémochromatose e s t  

modifiée e t  c a r a c t é r i s é e  p a r  une r e l a t i v e  pauvreté  des dépots  

de f e r  dans l e  système h i s t i o c y t a i r e .  

Jusqu'à p résen t  aucune anomalie de la  s t r u c t u r e  de l a  t r a n s f e r -  

r i n e  ou de l a  f e r r i t i n e  n ' a  pu t i tre mise en évidence.  E t  malgré 

c e l a ,  l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e s t  s a t u r é e  en f e r  3 90 % e t  le  macro- 

phage p résen te  une anomalie au  niveau de l a  r é t e n t i o n  du f e r .  

L ' exp l i ca t ion  de  l a  modif icat ion de l a  c i n e t i q u e  i n t e r n e  du  f e r  

e s t  donc a i l l e u r s .  

Afin d ' appor te r  des renseignements s u r  l e  r d l e  des  t r a n s f e r r i n e s  

dans ce cas pathologique,  nous avons e n t r e p r i s  d ' é t u d i e r  les 

récep teurs  de c e s  t r a n s f e r r i n e s  s u r  l e  monocyte. 

L e s  r é s u l t a t s  q u i  f i g u r e n t  dans ce  c h a p i t r e  s o n t  des  r é s u l t a t s  

p r é l i m i n a i r e s  compte tenu des d i f f i c u l t é s  que nous avons rencon- 

t r é e s  pour o b t e n i r  du sang de p a t i e n t  a t t e i n t  d'hémochromatose. 

Néanmoins nous avons c h o i s i  de f a i r e  f i g u r e r  ces-résul ta ts  en  r a i -  

son de l e u r  intérêt . :  

Nous avons é t u d i é  t ro is  cas  d'hémochromatose pr imaire  en début 
de t r a i t ement .  Un prélèvement de 500 m l  de sang a  é t é  r é a l i s é  

s u r  malades. 

Les q u a n t i t é s  de f e r  sé r ique  e t  de f e r r i t i n e  s é r i q u e  ont  é t é  

déterminées pa r  l ' a p p l i c a t i o n  des méthodes de dosage c la s s iques  



en l a b o r a t o i r e  d 'ana lyses  médicales. 

L e s  r é s u l t a t s  f i g u r e n t  dans l e  t ab leau  no VIIIpage 1 4 1  . Nous 

cons ta tons  que l e  f e r  sé r ique  est t r è s  é l evé ,  q i n s i  que l e  t aux  

de f e r r i t i n e  sér ique .  L a  s é r o t r a n s i e r r i n e  est  s a t u r é e  à 90 % 

1 - INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC LE MONOCYTE 

L e s  expériences s o n t  menées de manière comparative s u r  des 

monocytes normaux e t  s u r  des  monocytes d'hémochromatose. 

MATERIEL ET METHODEI 

L a  gamme de concent ra t ion  en l a c t o t r a n s f e r r i n e  va de  

8.10-~ M a 7.10~" L' incubat ion e s t  e f f e c t u é e  à 

4 ' ~  durant  deux heures.  L a  f i x a t i o n  non-spécifique est 

déterminée p a r  100 f o i s  en excès de  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

f r o i d e .  

RES ULTATS 

L e s  r é s u l t a t s  obtenus s o n t  r ep résen tés  s u r  l a  f i g u r e  

no 38 page. 142. 

L a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  se f i x e  de façon comparable 

s u r  l e s  deux types  de c e l l u l e s ,  se lon  un phénomène sa tu-  

r a b l e .  

L e  nombre de  sites de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  est de 13.10 6 

p a r  monocyte d'hémochromatose e t  l a  cons tante  d ' a f f i n i t é  

e s t  de  1 à 2-106 1 - ~ - l .  Ces va leur s  sont  ident iques  à 

c e l l e s  que nous avons t rouvées pour l e  monocyte normal. 

Dans l e  cas  de  l ' a p o l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  le  nombre de s i t e s  

s u r  l e  monocyte normal e s t  de 1 2 . 1 0 ~  e t  l a  cons tante  
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d'affinité est de 106 1. M-l. 

Pour l'hémochromatose, le nombre de sites est variable 

mais la constante d'affinité est identique, 

I I  - CONCLUSION 

L'interaction de la lactotransferrine avec les monocytes 

n'est pas modifiée dans le cas de l'hémochromatose. Il 

ne semble donc pas exister de troubles du métabolisme 

du fer à ce niveau. Le cas de la sérotransferrine reste 

à examiner, afin de déterminer si il existe une modifica- 

tion dans le nombre de récepteurs de la sérotransferrine 

sur le monocyte d' hémochromatose . Ceci afin dl expliquer 
la relative pauvreté des réserves en fer du monocyte et 

le taux élevé de la saturation en fer de la transferrine 

sérique. 



CONCLUS IONS GENERALES 

Les conclusions généra les  que nous pouvons t i r e r  de n o t r e  

t r a v a i l ,  q u i  a  p o r t é  s u r  l ' é t u d e  des  i n t e r a c t i o n s  de l a  séro- 

t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  humaines avec les 

récepteurs  membranaires des  macrophages a l v é o l a i r e s  humains 

s o n t  les su ivan tes  : 

1. Nous avons t e n t é  de met t re  au p o i n t  un système d ' é t u d e  

nous permettant  d ' a n a l y s e r  l e s  i n t e r a c t i o n s  des  t r ans -  

f e r r i n e s  avec l e s  macrophages a l v é o l a i r e s  humains en 

c u l t u r e ,  en é l iminant  l e s  p r i n c i p a l e s  causes d ' e r r e u r s  e t  

en p a r t i c u l i e r  c e l l e s  q u i  proviennent de l a  f i x a t i o n  non- 

spéc i f ique  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  d i f f é r e n t s  suppor t s ,  1 

comme l e  p l a s t i q u e ,  ou s u r  d i f f é r e n t e s  p r o t é i n e s  comme l a  

sérum albumine bovine. 

2 .  Nous avons m i s  en évidence l ' e x i s t e n c e  de  récepteurs  mem- 
b rana i res  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

s u r  l e  macrophage a l v é o l a i r e  humain e t  s u r  l e  monocyte hu- 

main. Grace a l ' a p p l i c a t i o n  de l a  méthode de Scatchard ,  nous 

avons é t a b l i  que l e  nombre de récep teurs  de l a  l a c t o t r a n s -  
6 f e r r i n e  s a t u r é e  ou non e s t  de 10 à 12.10 pa r  macrophage, 

t a n d i s  que l e  nombre de récep teurs  de l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  

e s t  de 80 000 e t  c e l u i  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e  e s t  

de 40 à 50 000 pa r  macrophage, donc nettement i n f é r i e u r  à 

c e l u i  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  L a  cons tante  d ' a s s o c i a t i o n  

de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e s t  de 5 à 1 0  .106 l .mol-l ,  e l l e  

e s t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  q u i  e s t  de 

1 à 2.10' i .moi-l .  



3 .  Nous avons e n s u i t e  v é r i f i é  que l a  f i x a t i o n  des d i f f é r e n t e s  

t r a n s f e r r i n e s  s u r  l e s  récepteurs  des  macrophages e s t  spé- 

c i f i q u e ,  s a t u r a b l e ,  r é v e r s i b l e  e t  dépendante de l a  tempé- 

r a t u r e .  L'ensemble de c e s  d i f f é r e n t s  c r i t é r e s  e s t  b ien  en 

faveur  de l a  s p é c i f i c i t é  de reconnaissance des t r a n s f e r r i -  

nes  pa r  des r écep teurs  membranaires. 

4 .  Nous avons également montré p a r  des r é a c t i o n s  d ' i n h i b i t i o n  

que l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  e t  de  l a  sé ro t rans -  

f e r r i n e  se f a i t  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de récepteurs  d i f f é r e n t s .  

D e  p l u s ,  l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  semble s e  f i x e r  s u r  l e  macro- 

phage a l v é o l a i r e  s u r  un récepteur  d i f f é r e n t  de c e l u i  de l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  s a t u r é e .  

5. Nous nous sommes e n s u i t e  i n t é r e s s é s  au  t r a n s f e r t  du fer des 

t r a n s f e r r i n e s  au macrophage a l v é o l a i r e  e t  nous avons cons- 

t a t é  que l ' i n c o r p o r a t i o n  du f e r  e s t  d i f f é r e n t e  en présence 

de s é r o t r a n s f e r r i n e  ou de l a c t o t r a n s f e r r i n e .  En e f f e t ,  l a  

s é r o t r a n s f e r r i n e  semble donner son f e r  dans un compartiment 

i n t r a c e l l u l a i r e  p u i s  l ' a p o s é r o t r a n s f e r r i n e  est  recyclée .  En 

revanche l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  donne son f e r  m a l s  e l l e  ne 

semble pas ê t r e  r ecyc lée ,  a i n s i  que l e  montrent l e s  courbes 

d ' incorpora t ion  du f e r  e t  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  q u i  s o n t  

superposables.  

6 .  L e s  t r a n s f e r r i n e s  é t a n t  des g lycoproté ines ,  nous avons 

é t u d i é  l e  r61e joué p a r  l e s  glycannes dans l a  reconnais- 

sance des r écep teurs  membranaires des macrophages. Nous 

avons observé que l e s  glycannes de l a  s é r o t r a n s f e r r i n e  

n ' i n t e r v e n a i e n t  pas  dans l a  reconnaissance contrairement  

à ceux de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e .  En e f f e t ,  l ' u t i l i s a t i o n  

de p ro té ines  néo-glycosylées e t  en p a r t i c u l i e r  de fucosyl  - 
sérum - albumine nous a  permis de p r é c i s e r  l e  r ô l e  impor- 

t a n t  joué pa r  l e  fucose dans c e t t e  i n t e r a c t i o n .  



7 .  Enfin,  dans des expériences p r é l i m i n a i r e s ,  nous avons 
é t u d i é  l a  f i x a t i o n  des  t r a n s f e r r i n e s  s u r  les monocytes 

de p a t i e n t s  a t t e i n t s  d'hérnochromatose. Ces études ava ien t  

pour o b j e t  l a  f i x a t i o n  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  s u r  les 

monocytes d'hémochromatose. L e  nombre de  récep teurs  de 

l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  est iden t ique  s u r  l e  monocyte normal 

e t  s u r  le monocyte d'hémochromatose. 

Notre t r a v a i l  a  apporté  des  r é s u l t a t s  p o s i t i f s  i n t é r e s s a n t s ,  

c e t t e  é tude  s e r a  poursuiv ie  dans l e s  d i f f é r e n t e s  vo ies  su i -  

vantes  : 

1. V i s u a l i s a t i o n  des d i f f é r e n t s  récepteurs  p a r  des techniques 

d '  autoradiographie.  

2 .  Détermination du r61e de l a  p a r t i e  p ro té ique  des t r a n s f e r -  

r i n e s  en u t i l i s a n t  les moi t iés  C e t  N te rminales  des  t r ans -  

f e r r i n e s  préparées  au Labora to i re .  

3 .  Détermination p l u s  poussée du r61e des glycannes e t  en 

p a r t i c u l i e r  é tude de l a  n a t u r e  de l a  l i a i s o n  fucosyl  sus- 

c e p t i b l e  d ' é t r e  reconnue, p a r  l e s  r écep teurs  membranaires. 

4 .  Etude des i n t e r a c t i o n s  des r écep teurs  membranaires avec 

d ' a u t r e s  complexes mé ta l l iques  des t r a n s f e r r i n e s .  

5 .  Poursu i t e  de l ' é t u d e  des cas  pathologiques afin de déterminer  

l e  r ô l e  joué p a r  l e s  t r a n s f e r r i n e s  dans l a  r é g u l a t i o n  du 

métabolisme du f e r .  

6 .  Isolement des d i f f é r e n t s  récepteurs  des  t r a n s f e r r i n e s  e t  

en p a r t i c u l i e r  de l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e ,  à p a r t i r  de  macro- 

phages en c u l t u r e  cont inue.  



En conclusion,  les é tudes  que nous avons e n t r e p r i s e s  s u r  

1' i n t e r a c t i o n  des t r a n s f e r r i n e s  avec les macrophages repré- 

sen ten t  une in t roduc t ion  au Labora to i re  d 'un nouveau type  

de recherches dans l e  domaine de l a  b io log ie  e t  de  l a  patho- 

l o g i e  des  t r a n s f e r r i n e s  . 



2 -AGCELER .S. ,  WERB I l . ,  
J. Ciel10 bfol* 1982, - 94, 6 1 3 - 9 2 3  

> 

3 - A I =  PI BRQW EB, 
Prog. H&at=al,  1975, 2, 25 - 56 

4 - AISEN P,  i n  " f r o n  and b iochemis t ry  and Médecine ', 
JACQBS A., WORWOOD M., Academic P r e s s ,  London and 
Na-York, 1 980, 87-1 29 

5 - AISEN P., LISTûWSnY I., 
Annu. R ~ V .  Bio~hea t ,  1980, 49, 357 333 - 

6 - AISEN P., i n  " Biolagical Aspo-t;s of M B t a l s  and Mdtaf 
R e l a t e 4  diseasire, e d  by B. Sazkar Raven Press - 
Mew-York, 1883, 67 - 80 

7 - AMBRUS0 D.R., JQIINSTON B-Be ,  J. C M D  
Invest., 1981, 67, 352 - 360 - 

8 - ASCkIQFF L., in " Lec tu re s  an patho&,crgp " 
1924, pp. 1-33, Hamm P.B., X ~ C .  AW-YOE~ 

9 .AUBERT 3 P , BTSERTE Q LOU(3HEUX LEFEBvRE M. H . , =ch8 
Biochm. Biophys., 1976, 175, 410 - 418 - 

12 - BACET J.F.,  I ~ w m l a q i e ,  Flammarion ed, 
2&me b d i t i o n ,  Flammarion - Mddscine - Sciences ,  P a r i s ,  1979 



13  BAGDY C.C., V&SXLIKI D . R . ,  BENNE111 R.M., VW-ARK A.A., 
GJkRlWBL H.S., J .  CFlint 1nvtr~t.r 1981,  68 ,  56 - 63 - 

14 - BAGBY G.C., Mc CALL E., LAPMAH D.L., J e C s l i n ,  Znvast. 1983 
71 ,  34O - 344 - 

15 BI-WIOLIalX M., DE D W B  De, WBSON B.&. ,  m-S J . F . ,  
90 Exp- M d ,  1970, - 131,  559 570 

17 BATES O.3f . r  WORKMaN E.F., SHLABM H.R.f 

Y, v q ,- *>I , I . z & ~ . ~ ; ~ , ~  &%p+ -, Y=#+~~IJ+~ . )  ~ ' 9  ''8 - q "g$%!*:#$k L&$!~4g&q:$J&~g~&$$&$&$& - BATES G.W., SHLABACB M . R . ,  F .E.B.S.  Letters, 
1973, 33, 289 

21 - BENMET R.M., KOKOClrEQSKI T., B r .  J.  Bmmata l ,  1978, 
39, 509 521 - 

22 - BENNET RI M., DAVIS J . ,  3. Immunal, 1981, 127 
1211 - 1216 

- 

23 - BENWET R.M., DAVIS J e ,  CAMPBELL S., PORTMOFF S., 
J ,  C U . ,  Invest, 1983, 71 ,  611 - 618 - 

ERESFORD C.B., tJEUE R.J . ,  BRmM O.G., Lancet 
971, , 568-572 

26 - BEZKCIWVAINY A, GROHLICH D, Biochem, Biophys. 
Act .  1972, 263,  645 - 

27 -BIRGENS H.S., HANSEN N.E., KARLE H., KRIÇTENSEN Le@, 
B r .  J. Haemzat, 1983, 5 4 ,  383 - 391 

.- 



28 BSIUSSE VAN OUb ? & B W  A., VAN FURTR R a  , 
J. exp. md., 1979, 119, 1504 1518 - 

29 - BOLTZ - NZTüLZ8CU G., SPIEGELBERG H.L., Cell. 
I m ~ n ~ l o ,  1981, 59, 106 114 - 

31 - BOWDEN D .B. , ADRMIdON I. Y .Re, Lab. Invest, 1980, 
4215, 511 517 - 

32 - BOYU' A., scand. J. clza.  ab. invest., 1968, 97, 
77 - 89 - 

33 BRIGGS ROC., GLASS W,F.I MONTIEL M O N . ,  HNILICA L . S .  
J. Histochem and Cytochem, 1981, 29, 1128 - 1136 - 

34 BROXMEYER 8 . E - r  MXFX?lHkN A. ,  E.GER R ï R O t  MEYER$ P.X., 
DE SOUSA MOI Je m. Md. ,  1978, Er 1052 - 7067 

36 - BROWN J. W. , in Protef na Of &on métabolism, Brown ed , 
Nsw York, 1976 

37 - EIGLLZ27 $,Je, ~~ B.J., LEIGW L., Br. Med J., 
1972, 09 - 75 

38 BULLoIP J.J., ARMSTRONG J.A., IxBwJ~Q~o~~ ,  1979. 
781 - 791 

- CAMPBELL E. J,, Proc. N a t l .  Acad, Sc%, , 1982, 2 
6941 - 6949 

CAPO C o ,  BONGRAND P., BENULIES A.MoI RlYTER A.c DEPXEDS R o t  

U n ,  Iiramunol., 1981, 132, 165 - 173 - 
41 CATTAN D., DEBRAY C.8 J O R I  J.P., MARCHE Cet 

Nouvelle revue française dSh&matologie, 1966, 5, 431 - 435 

- 
1C- 

i t 

&$*- M A  - 



42  - CAPTABl D., GastroentezoL. Clin. B i o l . ,  1979, 
3 ,  59 66 
.L 

44 - CWTEEN N.P. Coord ina t ion  chm. alev., 1977, 
22, 1 36 - 

45 - CHllROW A. M&ZURIER J., Fû-T B., C.R.  Acad. Sc i .  r 
1977, - 284, 585 - 5 88 

46 - CLINE M.J . ,  GOLDE D.W., Nature, 1974, 248, 703 - 
47 COLOMB E., ESTWEWH JoPc, FXGAIiEULA Ce, G W  O.,  SARLES H. 

Biochem. BiophyS. A c t a ,  1974, 342, 306 - 312 - 
COOK J . D . ,  BARRY W.E., I3ERSHKO Cm, FILLET Ga,  FINCH 
C.A., Amer J. Paw, 1973, - 72, 337 

49 - CRICiZWN R., i a  F r o t e i n s  of irQa storagstt 
CRI- d, Harth - Hoiland, Anrstcsrdairi, 7975 

5 0  - CQX T.M., M A Z m E R  J. 8 SPIR G. 1 WrSTREU5L Ji, 
PETERS T.J., B i o ~ h i ~ .  Bi~@~yse Acttar 1979, 588,  126 - 1 2  - 

5 1 CUATREASAS P. , ROLL-RG M. D . , ' 
Biochem. Biophys. Re@. Comnr,, 1975, g, 31 - 41 

5 3  PAUGKADAY C.C., DOWGLAS S.D. ,  J. R e t i ~ ~ l ~ ~ ~ d o -  
th&&. Soc, 1976, - 19, 37 

5 4  - DAWWT Je ,  l lCREL V., SPIX G e ,  E$INTREUIL J., 
DEV"A'EtX PF, Febs Wtee~B, 1981, 1231 271 276 - 

55 - DE BûER Na, REIJNEKE R., VkM DE GRIEEfB R.J., 
tOOS J.A., IWûS D., J. Imneun. H e t h . ,  1981, 43, 225 - 239 - 

56 DEBRAY C g ,  CATTAN D . ,  HARCHE C., J O R I  J .F. ,  
Sac i6 tB mr5dicale des hdpitaux de PARIS, 1965,  716, 
f 6 3 4  - 1652 - 



5-8 DESSAINT J . P . ,  TaRPIER GO, CAPRON W., BAZIN Ho, 
C A P ~ H  A., e ~ i r .  rmunoi., 1979, es, 12 - 23 

60  - DE VET B.J.C.M., TEN IL.OûPEN C.H., Acta. HaB. Scand, 
1978, - 203, 197 203 

62 - F A I W K S  V., BEUTLER E o I  i n  " Hematology ", WILZUMS 
W., BEU*SI;ER E., ERSLEV A . J ,  RUNDLES RW. (Ed), New-York 
MC. G x ~ w - H i l l ,  1977, 387 

63 - FEEUZL S.S., HARVEY R.F., SALMON P.R., READ A.E., L a c e t  
1978, - 1 ,  178 

65 -.FILLET G. ,  l e  fer dans  l ' o ~ g a n i s m e ,  me'tabolisme et 
r 6 u t i I i s a t t i o n ,  MASSON ed, PARIS, 1977, 109 

66 - FfrOCB C.A., HOSAZN F e ,  MORGAN EOR., MARSAGLIA Ga, 
GIBLETT E., HILLMAN R.S., S d r i e s  Haemat, 1965, - 6, 30 

67 - FINCH C.A., DEUBELBEISS a., CûûK J.D., ESCHBACH J . W . ,  
HA-R L.A., FUNK D.D., MARSAGLIA G e r  HILLMAN R . S . ,  
SLXCHTER S.,  ADAMSON 3 . W . ,  G2WZONZ A., GIBLETT E., 
1970, W B d t c i n e , ~ ,  17 - 53 

6 0  - FORTS W.+ RVMMaEZ W., Physiuloqioal wvierws, 1973, 53/3 
746 - 753 

7 0  - GARoIWER M. , MORGAN E . , AUST. J. Exp. Biol . and 
md Sei., 1974, - 52,  723 - 736 



71 GEE J.B.L., BODEL POT., ZORN S.X., a I W  L*M*,  ST-J C*AI 
MATTAY R.A.,Lung, 1978 ,  155 ,  243 - 253 - 

7 2  - WloE D.W., CLINE &.J., J. Clin. Invest., 1972 ,  2, 
2981 - 2983 

7 3  - GOLDE D.W., BYERS L.A., Nature, 1974 ,  247,  3 7 3  - 375  - 
74 - OORINSKY B. , H O ~ B U R G H  C . , LïWDLEY P. F, MOSS DS , 

FARKEUj M., W&TSON J - C . ,  Nature,  1979 ,  281, 1 5 7  - 158 
7 

75 - GORINSKY B., Advances  in .  ~ e d .  C e l l . B i o l o g y  ", Weatherall 
D.J. e t  a l . ,  Raven P r e s s ,  New-York, 1982 ,  7 - 1 7  

76  GRANICK S., BULL. N.Y. Acad. M(rd., 1954 ,  o, 81 

77 - GRIFFIN F.M., GRIFFIN J.A., LEXOER J - E . ,  SILVERS'PEIM 
Soc., 5.  EXp- Md., 1975 ,  192 ,  1 2 6 3  1282  - 

7 8  - GROBLICB D., COLIN G. ,  MORLEY c.G.D., BEEI(OROVAINY A., 
In t .  J. Bische in , ,  1979 ,  

i 

- GUTTERIDGE J.M.C., PATERSON S.K. ,  SEGAL B.W., HALLImLL B., 
Biochm. J., 1981 ,  1 9 9 ,  259 - 261 - 

80 - WAEFFNER - CAVAIUON N. ,  CHABY R. ,  CAVAILLON J.M., - - + _ "  

SWIBO L., J e  Immun~l, 1982,  128 ,  1 9 5 0  - 1954  .\. *. ,. - . <  . 
I I  

82 - HALIWELL Be, RICHEMOND R., WONG S.F., CUTTERIBGE J. 
M.C., in B i o l o g i c a l  and C l i a i c a l  A s p e c t s  af S u p e r o x y d  
and superoxyEe Dismutase ", Bannister W.H. ,  B a n n i s t e r  
eds, E l s e v i e r ,  North-Holland, Amsterdam, 32 - 40 

- HARFOBD J., ASWWELL Go, i n  " the G l y c o c a n j u g u a t e 8  U ,  

M . I .  H o r o w i t z  ( E â ) , A e a d m i c  N e w  York ,  1981, I V ,  27 - 55 - 



8 4  O IUWRAN'I: F O I . ,  MEYER A., O'BRIEW R O I  J .Of Ret. SOC., 
1 9 7 3 ,  l4, 309 316 

85 - 8ELBXX R - J O ,  SALT8AB P., Biacrhisi ,  Biophys .  Acta, 1 9 6 7 ,  
135, 979 - 

86 - EaEaadAld &.Y,, Biocherti, B i ~ p h y s .  Acta, 1971 ,  251r  380 - 

88 - HEUSSBR CeHo, ANDERSON C.L., GREY R . M . ,  J. EXP. M6d.l 
1977 ,  145 ,  1316  - 

89 HOMMA Y., ONOZAKI K., XASHIMOTO T.8 MIURA K., 
NAGAO S., TANAKA A.,  Int. Archs. Allergy. Appli. 
Immu., 1981 ,  65,  27 - 3 3  - 

9 0  WPPE C.A., LEE Y.C.8 J. Biol. Ch-., 1482 ,  257 
1 2  831 - 1 2  834  

- 

92  - EZüNTER W., GREENWOOD F., Nature, 1962 ,  194 ,  4 9 5  - 496 - 
9 3  XACOPETTA B.J., MORGAN E.H., YEOH G.C.T., B i o ~ h .  

B i o @ ~ y @ .  A c t a ,  1982 ,  687,  204 210  - 
94  IMBER M . J . ,  PIZZU S o l ? . ,  JOHNSON W9J.r ADAMS D.0, 

J. B i o l .  Biochem., 1982 ,  257,  5 1 2 9  - 5 1 3 5  - 
9 5  - IMBER M . J . ,  PiZZO S . V . ,  Biochem J., 19-83, 212,  249 - 257  - 
96 - JACOBS A., StMKl2RST M e R e ,  B r ,  J. Ra-tol, l 981 ,  

49, 649 652 - 

98 - JAMïJE4 S.J., LASSEN N.A., Scand J. Clin. Xnvert., 
1961 , - 13,  357 - 368  



99 - JUnANSSON B., Acta Chem Scand, 1960, 14, 510 

102 KIRKPATRICK C.H., GREEN I., RICR P .R. ,  SCHADE A.L., 
J. Infect. D i s . ,  1971, 124, 539 - 544  - 

'03  - KLUGJ3.R M.J., ROTHENBlfRG D.A., S c i e n c e ,  1979, 203 
374 - 376 

' 

106 - K U W Z L D  S . ,  Biochemistsy, 1968, 7 ,  945 - 954 

108 - LAUWEROER V., Bull. Soc. Chim. B i a l . ,  1937, l9, 
1575 - 1582 

109 - LAaRELL C . B . ,  I N G E L W  B . ,  Acta Chem Scand, 1947, 1 ,  770 - 

117 LEIGRAND l 3 . p  MàZURIEK J., METZ-BOJTIQUE H.H., JOWES J., 
JOLLES P., MONTREBIL J . ,  SPZK G., Biachim, Biophys. Acta, 
soumis B p u b l i c a t i o n  

.. 
112 - LUNI)IN L., HALLGREN R . ,  VENGE P . ,  Scand J. Haematol., 

1980,  2 5 ,  431 438 - 



113  O MAC DONALD R0A.c MAC SWEEH NOM.,  P E R m  G.S., 
Lab. Invest. ,  1969, 21/3, 236 - 245  - 

114 - MC GXLLNWhY RIT.A. ,  MENDE3 E., S m  S . K . ,  SUTTON M.R., 
LXNEBACX ZINS S . ,  BRHI# K., 
Proc.  N a t l .  Acad. S ç i .  L7,S.A.) 1982, 79, 2504 - 2508 - 

115 MAC SWEEn R.N.M., MAC OaNALD R.A.e 
Lab, fnvest., 1969, - 21/3, 230 - 235 

116 - MXKOWIAK P.A., MARfiING-CASON M., COETEN R.L., 
The 3. o f .  infectious d i s e a s e s ,  1982, 145, 550 - 553  - 

117 - MALMQUIST J., Scand. J. Haemat., 1972, 9,  305 - 310 - 
118 - W O V E T Z  B., VAN S I I C K  J.L., NAçSON P.L., Thorax, 

1979, 34, 209 - 212 

119 - W T I N  A., HüEBERS El, WEBB J., Si th  Intarn. Conf. 
P r o t a i n s  of Iron starage and transport., Sapporo, 
Japun, 1983, 120 

.. 
120 L o t  RATTON M - W O C t  BERRY L.R.,REGOECZI E., CAN J. 

Bioch- . ,  1982, - 6 0 ,  624 - 630 

421 * MaSON D.X., TAYLOR C.R. J. Cllin 
Path. ,  1978, 2, 316 - 327 

1 2 3  MASSON P . L . ,  HEREMRNS J.F.,  
i n  P r o t i d s  of b i o l o g i c a l  f l u i d s ,  Peeters M.,  ed, 
Elsevier, Amsterdam, 1966, 14,  115 - 142 - 

124 - MASSON P., 
La L a c t a f e r r i n e ,  Arscia.S.A. Ed., Bruxel~ss, 1970, 147 

125 - MAZURIEZ S . ,  SPIK G., 
Biochim. Biophys. A c t a ,  1980, 629, 399 - 408 - 



127 MAZURISR J e ,  HETZœBOUTXQUE M . H . ,  JOUES 5.1 SPIK G. ,  
MaE3TrnIL J. , JOLLES P 0 . 

128 W U R I Z R  J e ,  LHOSTE J.M.8 MONTREüIL JO, SPIK G O ,  

BfochSai. Biophys.  A c t a ,  1983, 745, 44 - 49 - 
129 - M E ' ï ' ~ I X Q F F  E., 

AM. lnrst. Pasteur, 1887,  9 ,  321 - 
1 

130 METZ-BOUTIQUE M O H O ,  JOLLES J O ,  JOLLES P., MAZURIER J., 
SPIK G . , MONTREUIL J . , 
Biochim. Biophys.  Acta, 1980, 622,  308 - 314 - 

131 HETZœBOUTXQXIE W.f f - ,  MAZURIER JO,  JOLLES 3 . r  SPIK Ge, 
3. , 

BXo~bb ,  Biophys. Ac ta ,  1981, 690 ,  243 - 254 - 
132 - METZ-BOUTfQUE e t  a l ,  comawnica t ion  personnelle, 1983  

134 MONTREUIL J- ,  MU- S., 
C.R. Acad. S c i . ,  7960, 250, 7376 - 

137 MUNTREUTL J., 
Pure and Applied Chem, 1975, 42, 431 - 477 - 

'138 - PllONTREXJIE J., SPIK Go, 
i n  " P r o t e i n s  o f  Xron storage and transport 
i n  Biocheg i i s t ry  and Medicine " C r i c h t o n  R.R. ,  
ed, Nor th  - Holland, Amsterdam, 1975, 27 - 38 



139 - HûWTREuIL J.. in " Coapzehanaiva Biochamistry ", 
Elsevier ard, Arasterdiam Oxford New-York, 1982, 
193, 1 188 a - 

140 - M ~ T R E U I L  J.,C~~OSSON a., mwz Rot -T S.,  
COR- =adb Scf., 1960, 154, 732. MQRTRgUIL J., Ann. Nutr 
Alira., 1971 # 2 S r  A.1 - AT 

142 - NEUBERGER A., MARSHALL R.D., in " Carbohydrates and 
their r61e ", SCHULTZE H.W., CAIN R.F,, WROLgTAa 
RoWo, Eds, Avi , Westprt, Conn. U.S.A., 1969, 115 - 132 

143 - NISHISATO T., AISEN P., Br. J. Baematol., 1982, x, 
631 - 640 

144 - MISRISATO Tot AISEN P., " Sixth Entarnational 
C ~ n f h n c a  of Protsins of Tron stuxage and Transprt '' 
Sapporo, Japon, 1983, 134 

1 45 - WORBBRT J. , ROBERTS Ji Ri  . Mi~r~biol~gioal Reviaws . 
1979, 43, 241 249 - 

146 - QGDEN K., PARENT J.B., WnITE S . L . ,  
Biachin. Bioghys. Acta, 1982, -# 650 209 - 232 

147 ORAM J*D.c REITER B I  
Riochim. Biophys. Acta, 1968, ITQ, 351 - 366 - 

249 O'S'IIEA M.J., KERSnENOBfCH D., z(&VUIL A.Ç., 
Br. 5. ~ ~ a t o 3 ,  1973, 25, 707 - 714 - 

150 PAN 3,T.t BLOSTEIN R e ,  JOEINSTONE R.M., 
Bioch@m- JO, 1983, 210, 37 47 - 



151 PEKARER R.S., BOSTZAN K.A., BARTELONI P . J . ,  GALXA F.M., 
BGISEL W0R.r Am. 3. Xik!d S c i e ,  1969, 2, 14 - 25 

152 PafLLIPS M.E. ,  THûRBECRE G I S . ,  
Int.  ArcJi .  A l l e r g y ,  1966, 2 9 ,  553 - 

154 - P H n L I P s  J . L , ,  
Bioch-.  b i ~ p h y s .  Ras. Coiüiû., 1976, 72, 634 - 639 

155 - PHILLIPS Jet. ,  
Biockem. biophys. Re$. Corani. , 1976, 71 ,  726 - 732 - 

156 - PRTEELS J . P . ,  P I Z Z ~  s.v., G L ~ ~ S G O W  L.R-I  PAULSON J-C., . 
WIU R.L., Proc. NdtL. Acad. Çci. USA, 1978, f5, 
2215 - 2219 

157 PBINCLOTTO J . V . ,  ZAPOLSRI E.J., 
N a t w e ,  1975 ,  255,  87 - 

160 - REITER B . ,  In t .  J Tiss. Reac., 1983, V, 8 7  - 9 6  - 
161 - T(ETSSMW R.R., DIETRSCH M . R . ,  J .  Clin. Znveat., 

1956,  35, 588 
IIi, 

163 - ROGERS H.J . ,  ImmunaLqy, 1976,  30, 425 - 433 - 
164 - RQGERS H.J., SYNGE C., I ~ u n ~ l o g y ,  1978,  34 ,  19  - 28 - 



165 RGMER F.R., AnLBûM G.,  JEEISI3N J . U . ,  
Eur. J. R e s p i r .  Dis., 1982 ,  - 63,  330 - 336 

166  ROSS CIE., MUIR W . A e p  GRAHAM B.C., KELUSB¶EYER R.W., 
Am. J. Clin. P a t h . ,  1975 ,  63, 1 7 9  - 

167  - RYHER J-C-, Path. B i o l . ,  1981 ,  g / S ,  301 304 

1 6 8  - SCATCBARD G . ,  A m .  N-Y Acad. S c l . ,  1949 ,  Sl-, 660 - 672  

* 6 9  - S W D U C K  R.K., PIGOLI G., WAHEED A., BOEGEL F o r  
3. Of Çupramolecular S t r u c t u r e ,  1980 ,  1 4 ,  423 - 429 - 

1 7 0  - S(=I3tADE A.L-P CAROLINE L., Science, 1944 ,  100,  1 4  - 15 - 
171  - SCHADE A.L., CAROLINE L., S c i e n c e ,  1946 ,  104, 3 4 0  - 341 

i n  Protides of the b Z a l o g i c a 1  f lu ids  , 
8ène C o l l o q u e  de B r u g e s ,  E l s e v i e r  335, 1961 ,  261 

174  - SCHLPlBACEI M.R., EATES C.W.,  
J. B i u l .  Chen., 1975, - 250,  2182 

'75 SHEPHERD VOL., LEE P.C.r SçOrZESINGER PeH*, STAHL P., 
Froc. Naf-1. Acad. 8 ~ 1 .  U.S.A., 1981 ,  78, 1019 - 1 0 2 2  

cliCCcr 

176  SHEP8BlRD V-L. ,  CAMPBELL E6J . r  SENIOR ROM.# STML D.6, - 
J. R ~ t i c u l ~ n d o .  SOC,, 1982 ,  32, 423  437 - 

177 - SIMKrSS K., Endeavaur, 4979, 3, 2 - 6 - 
1 7 8  - SIMON M.,  EfESPEL J . P . ,  BRSSSOT P., FAUCkfET R., 

ESXAN Go, LE REUN M., LE MIGEfOM L.r GENETET B., 
BOUREL M., Ann. Méd. Interne, 1981 ,  1 3 2 ,  413 - 4 3 3  - 



179 SPIK G. VAIQDERSYPPE R. FOURNET B , BAYARD B. , 
CRABET P., BOUQUELET S., STRECKER Ger MONTWEUTL JO, 
Actes C o l l .  fntern., 1974, 221, 483 - 500 

' SPIR G e ,  BAYARU B i r  FOURNET B., STRECKER G o ,  

BOUQ-T S. , MONTREUIL J , 
P.E-B,S .  latters, 1975, 50, 296 - 299 - 

181 - SPIK G., MAZURI= Y., 
i n  P z o t e i n s  of Lxan m & t a b o l i s m ,  Brown Ed, 
New-York, 1977, 143 - 159 

182 - SPIK G., Fa lk  Symposium ne 34 on s t r u c t u r a l  
Carbohydrates  i n  the L i v a r ,  Base l ,  1982, 42 

- SPIK G . ,  
in * The Biochemistry and Physiology o f  I r o n w  
SALEMAN P-, 86GENAüER J,, e d ~ ,  Elsevier North-Holland 
1982, 49 - 56 

184 SPIK G a ,  MONTREUIL J., 
Bul l ,  Europ. Physiopath.  resp. 1983, 19, 123 - 130 - 

185 STAHL P.# R O D W  J* ,  MILLER J., SCHCESINGER P., 
Proc. N a t l .  Acad. Sci .  U.S.A.,  1978, 75, 1399 - 1403 - 

186 - §TAHL P., SCHLESflYGER P.HO, SIGARDSON E., RODMAN J.S., 
LEE Y.C., C e l l ,  1980, 19, 207 - 217 - 

187 STAHL P., GORDON S. ,  J. C e l x  BZo111982, 93, 49 - 56 - 
188 - STEPHENS S. ,  DOLBY J O B - ,  MONTREUIL 90, SPIK G a ,  

I n m i ~ n o l ~ g y ,  1980, 41, 597 603 - 
189 - S'EûSSEZ T.P., 

Seatinars i n  Me~iatology, 1975, la, 83 - 116 
. . 

190 SULLIVAN R a ,  GAMS P.J. ,  MC CARROLL L.A. ,  
J. o f .  I m u n o l . ,  1983, 130, 800 - 807 - 



192 - TAN A.T., WOODWORTH R . C . ,  
J. Polym. S c i .  Part, C., 1970, 599 

194 TOEaIWàTSU Y., DONOVAN J.W., 
F.E.B.S. Letters, 1976, 71J2, 299 - 302 - 

195 - TURNBULL A,# 
in Iroa in Bioghemistry and Madicine, A. Jabobs and 
Worwood. EdOt Acad. Press, Longom, 1974, 370 - 404 

197 VAM BOGKXMEER Fa, HEMWiLPLARDH D., MQRGAN E.H., 
in " Proteins O£ Iron Storage and Transport 
in Biochemistry and Medicips , Crichton R.R. fEd) 
North-Holland, Amsterdam, 1975, 1 1 1  - 119 

198 VAN B Q C W E R  F.M., WRGAN E-H. , 
Bioch. Biophys. Acta, 1979, 584, 76 - 83 - 

199 - VAN FURTH Re, COHN Z.A., 
J. EXp. Med., 1968, 128, 415 - 433 - 

- 200 VAN FURTH Re, DIESSELHOFF D E 3  DULX M., H&TTIE M., 
J. Exp. Med., 1973, 138, 1314 - 1330 - 

2 8 1  - V M  FWRTfI R. , in The mnonuclsar Phagocyte, 
VAEJ FURTH R. ed, Blackwella, Oxford, 1970, 151 - 



203 - VAN §BICK J . L . ,  1SASSOW P.L., 
5 -  Exp. Me&-, 1976, 1451 1568 1580 

204 VAPJ SNICK J .L . ,  MARKOP%ETX B., MASSON P . L . ,  
J .  Exp* -do, 1977, 146,  817 827 - 

2.05 - WALSH R . J . ,  THOMAS E.D., CHOW S..K., F'LUESARTY R . G . ,  
FXNCH A . ,  Sc;tence, 1949, 1 1 0 ,  396 - 398 - 

206 - WARNER R.C., WEBER F . ,  J.  Amex Chem. Soc ,  1952, 
7 5 ,  5094 - 

207 - W A R R  G.A., B i o c h é m .  Biophys. R e s .  Cam., 1980,  93 
737 - 745 

- 

209 - WEXt38ERC S . ,  Microbf ological R e v i e w s ,  
1978,  42/1,  45 66 - 

210  - WEIEgY M.S., CROSBY W . H . ,  
BImd, f963 ,  22, 416 - 428 - 

211 W)ITTCOMB M.E*, Aai: R ~ v *  Resp- D i s . ,  1978, 118, 431 - 

7" WfNG E.J.r WaEiEED A., SBADOKK A-K.,  =LE L.S . ,  
STEPHENSON K., 1982,  69, 270 - 276 - 



215 - WYLWE J-C. 
Br. J. Baeioa., 1977. 37, 17 - 24 




