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La découverte de la lactotransferrine humaine dans le lait de Femme
(MONTREUIL & MULLET, 1960; MONTREUIL et al., 1960), a ouvert la voie au
Laboratoire & toute une série de recherches structurales sur les
fractions glycanniques et protéiques de différentes transferrines, sur
les r8les bioclogiques de la lactotransferrine, sur les interactions de
cette protéine avec différentes cellules et enfin sur 1'étude des
récepteurs de la lactotransferrine.

Parmi les r&les biologiques de 1la lactotransferrine, son rdle
éventuel dans les mécanismes d'absorption intestinale du fer a fait
l'objet d'une attention soutenue, depuis la premiére hypothése, émise

par MONTREUIL en 1960.

Les travaux préliminaires réalisés sur des biopsies intestinales
humaines ont montré que la lactotransferrine était capable de céder son
fer alors que la sérotransferrine ne le pouvait pas (COX et al., 1979).
Puis, SPIK et al. en 1982 ont montré la présence de lactotransferrine
partiellement dégradée dans les fécés de nourrisson. Ce n'est qu'en 1985
qu'un récepteur de la lactotransferrine humaine a pu &tre mis en
évidence par électrotransfert dans la bordure en brosse d'entérocytes de
Lapin. Ce sont les travaux de HU et al. (1988, 1990) qui ont permis de
véritablement caractériser 1la présence d'un récepteur de la
lactotransferrine dans la bordure en brosse d'entérocytes de Souris. Ces
auteurs ont 1isolé 1le récepteur, en ont présenté les principales
caractéristiques physico-chimiques et structurales.

Nos travaux s'inscrivent donc dans la thématique du Laboratoire:

"Relations structure-fonction des transferrines" et font suite a ceux de



HU et al. (1988, 1990). Les cellules HT 29, qui développent en culture
une différenciation de type entérocytaire vont nous permettre d'avancer
dans la compréhension du mécanisme de 1'intervention de 1la
lactotransferrine dans la nutrition martiale. Ces cellules étant
d'origine humaine, 1'étude pourra &tre effectuée dans un systéme
homologue avec de la lactotransferrine humaine.

Nous avons dans un premier temps é&tudié la fixation de 1la
lactotransferrine et de la sérotransferrine sur les cellules HT 29
différenciées en entérocytes puis comparé les résultats avec ceux
obtenus sur les cellules indifférenciées.

La fixation des deux transferrines a également été étudiée sur les
différentes fractions subcellulaires préparées a partir des cellules HT
29. La variation de la fixation des protéines a été analysée en fonction
de l'age et de la différenciation cellulaire.

Le modeéle utilisé a permis d'autre part d'étudier les mécanismes
d'internalisation de la lactotransferrine, travaux qui ne pouvaient &tre
réalisés sur des vesicules préparées & partir de bordure en brosse ou
sur des biopsies intestinales.

Nos résultats laissent donc présager que la lactotransferrine, qui
est reconnue par des récepteurs spécifiques & la surface de la bordure
en brosse des entérocytes et qui est internalisée par ces cellules,
pourrait jouer un rdle important dans l'absorption intestinale du fer.
Pour confirmer le r8le de 1la lactotransferrine, sur la base des
résultats que nous avons obtenus, des é&tudes sur le transfert du fer 2

partir de la lactotransferrine peuvent &tre maintenant envisagées.
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| GENERALITES |

1°- LES TRANSFERRINES

I - INTRODUCTION

Chez les mammiféres, le transport du fer est assuré par des
protéines spécialisées dans cette fonction : les transferrines. Ces
derniéres sont dénommées en fonction de la localisation ol elles ont été
mises en évidence pour la premiére fois : l'ovotransferrine, découverte
dans le blanc d'oeuf (SCHADE & CAROLINE, 1940), la sérotransferrine,
protéine sérique circulante (SCHADE & CAROLINE, 1944), la mélanotrans-
ferrine, isolée de mélanomes humains (BROWN et al., 1985) et 1la
lactotransferrine, découverte dans le lait (MONTREUIL & MULLET, 1960;
MONTREUIL et al., 1960). Nous étudierons dans ce chapitre, la structure

de ces deux glycoprotéines ainsi que leurs principaux rdles biologiques.

II - STRUCTURE ET CONFORMATION DES TRANSFERRINES

A - ETUDE DE LA PARTIE PROTEIQUE DES TRANSFERRINES
La séquence primaire de la lactotransferrine humaine a été
déterminée au Laboratoire en collaboration avec le groupe du Professeur
P. JOLLES (MAZURIER et al., 1983 ; METZ-BOUTIGUE et al., 1984). La
chaine peptidique de la lactotransferrine comporte 691 acides animés
(ANDERSON et al., 1989).
La séquence primaire de la sérotransferrine humaine a été réalisée
par MAC GILLIVRAY et al. (1982, 1983). Cette structure a été confirmée
par les études de séquengage du cDNA du foie humain, codant pour la

sérotransferrine humaine, et isolé par UZAN et al. (1984) et YANG et al.
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(1984). La sérotransferrine est constituée d'une seule chaine peptidique
comportant 679 résidus d'acides aminés.

Les deux glycoprotéines ont des masses moléculaires de l'ordre de
80 kDa et présentent un taux de 59 % d'homologie entre leurs chailnes
peptidiques respectives (METZ-BOUTIGUE et al., 1984).

La lactotransferrine (MAZURIER et al., 1983; LEGRAND et al., 1984),
tout comme la sérotransferrine (MAC GILLIVRAY et al., 1982, 1983), est
organisée en deux lobes similaires. La diffraction aux rayons X a 3,2
puis a 2,8 &, aprés cristallisation de la lactotransferrine humaine
saturée en fer (ANDERSON et al., 1987, 1989), a confirmé l'existence
d'une structure bilobée et a montré que le lobe N-terminal comprend les
acides aminés 1 & 332 et le lobe C-terminal les acides aminés 344 & 691.
Chaque lobe renferme un glycanne et un site de fixation du fer distant
d'environ 42 A. Les deux lobes sont relids entre eux, par une hélice
contenant dix résidus d'acides aminés. Chaque lobe est divisé en deux
domaines de taille égale, Nl et N2 pour le lobe N-terminal, Cl et C2
pour le lobe C-terminal, ayant des structures secondaires identiques et

comprenant chacun environ 160 résidus d'acides aminés (Fig. 1).
B - SITES DE FIXATION DU FER

Les transferrines fixent réversiblement 2 atomes de fer avec
apparition d'une coloration rose saumon dont le maximum d'absorption se
situe a 465 nmm. Les deux sites de fixation du fer peuvent &tre
différenciés en un site acido-labile situé dans le lobe N-terminal et un

site acido-stable, dans le lobe C-terminal (MAZURIER & SPIK, 1980).
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Pig. 1 s Représentation schématique de la molécule de

lactotransferrine humaine (ANDERSON et al., 1987)
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La structure tridimensionnelle de cristaux de lactotransferrine
humaine, déterminée par diffraction des rayons X & 3,2 A (ANDERSON et
al., 1987) a permis de déterminer que les sites de fixation du fer sont
positionnés de fagon similaire entre les deux domaines de chaque lobe.
Les études de diffraction aux rayons X de la lactotransferrine a une
résolution de 2,8 A ont récemment confifmé que les deux sites sont
identiques. La fixation de chaque ion ferrique est associée a celle d'un
ion bicarbonate ou carbonate 1ié é&lectrostatiquement au fer et & 4
acides aminés : 2 tyrosines, 1 acide aspartique et 1 histidine (ANDERSON
et al., 1989). Ces auteurs ont montré que les sites de fixation du fer

étaient situés a la limite des deux domaines dans chaque lobe.

C - ETUDE DE LA PARTIE GLYCANNIQUE

1 - Glycannes de la lactotransferrine

La nature glycoprotéique de la lactotransferrine humaine a &té
démontrée par MONTREUIL & MULLET (1960). Des glycopeptides porteurs de
structures glycanniques disialylées ainsi que des structures
monosialylées renfermant un ou deux résidus de fucose 1liés en a-1,6 ou
en a-1,3 ont été caractérisés (SPIK et al., 1982). D'autres structures
plus complexes ont été trouvées en trés faible quantité (MATSUMOTO et

al., 1982).

2 - Glycannes de la sérotransferrine

La sérotransferrine humaine est également une glcoprotéine qui
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porte deux glycannes qui lui sont associés par une liaison de type
N-(B-aspartyl)-N-acétyl glucosaminique (SPIK et al., 1965a, 1965b,
1969 ; SPIK 1968).

La séquence primaire de ces glycannes a é&té entreppise par
MONTREUIL et al. en 1962. La structure du glycanne biantenné a é&té
établie par SPIK et al. (1974a, 1974b, 1975) par des méthodes chimiques
puis confirmée par 1'analyse des spectres de résonance magnétique
nucléaire & 360 MHz par DORLAND et al. en 1977. La structure compléte
des glycannes triantennés a été déterminée chimiquement au Laboratoire
par DEBRUYNE et al. (1984) et confirmée par RMN & 500 MHz par SPIK et
al. (1985). La présence d'un glycanne de structure tétraantennnée a été

envisagée (MARZ et al., 1982 ; SPIK et al., 1985).

III - ROLES DES TRANSFERRINES

A - ROLES DE LA LACTOTRANSFERRINE

Par un mécanisme de ferriprivation, la lactotransferrine
exerce une activité inhibitrice de la <croissance de nombreux
micro-organismes (MASSON & HEREMANS, 1966; SPIK et al., 1978; BULLEN et
al., 1980; STEPHENS et al., 1980). Une étude détaillée de l'activité
antibactérienne de la lactotransferrine a été réalisée dans le revue
générale de SPIK & MONTREUIL (1983).

Des études réalisées chez le Porc, le Chien et le Rat ont montré
que la maturation du tractus gastro-intestinal était beaucoup plus
rapide lorsque 1l'animal était allaité (BERSETH et al., 1983; HEIRD et
al., 1984; WIDDOWSON, 1985). L'activité facteur de croissance a é&té
étudiée par NICHOLS et al. (1987) qui ont montré que la

(<)

lactotransferrine augmentait de 30 % l'incorporation de thymidine dans
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1'ADN des cellules de crypte de 1l'intestin de Rat, suggérant ainsi
qu'elle jouait un rdle dans la maturation du tractus gastro-intestinal.
Dans le méme ordre d'idée, des études récentes réalisées avec les
cellules HT 29 indifférenciées, ont montré que la lactotransferrine
jouait le rdle de facteur de croissance pour ces cellules intestinales
ep culture (AMOURIC et al., 1984). Le méme groupe a montré que la
lactotransferrine fixée par ces cellules indifférenciées n'était pas
internalisée (ROIRCN et al., 1989; ROIRON & FIGARELLA, 1990).

La lactotransferrine a é&galement été proposée comme &tant un
facteur de croissance sur les lignées de lymphocytes B et T humains
(HASHIZUME et al., 1983). MAZURIER et al. (1989) ont montré que la
lactotransferrine humaine exergait une activité facteur de croissance
pour les lymphocytes humains stimulés par wune lectine : la
phytohémagglutinine, cette stimulation se ferait par l'intermédiaire de
récepteurs qui ont été caractérisés.

Lors d'une inflammation, le taux de fer dans le sang baisse
brutalement (WEINBERG, 1974), tandis que l'absorption intestinale du fer
diminue (BERESFORD et al., 1971) au profit d'une augmentation du fer de
réserve dans la ferritine hépatique et macrophagique. L'ensemble de ces
phénoménes diminue par ferriprivation la croissance des bactéries. Selon
VAN SNICK et al., (1977), l'apolactotransferrine ainsi libérée capterait
le fer de la sérotransferrine et le transférerait dans la ferritine des
macrophages. En effet, une fixation de la lactotransferrine sur les
macrophages (VAN SNICK et al., 1974, 1976) serait en faveur de ce
mécanisme. Au Laboratoire, GOAVEC et al. (1985) ont montré que la
lactotransferrine de lait se fixait sur les macrophages via une lectine
membranaire & fucose. Cependant, la lactotransferrine leucocytaire
humaine ne posséde pas de fucose 1lié en a-1,3 sur le résidu

N-acétylglucosaminique 5' (DERISBOURG et al., 1990). En outre, LECLERCQ
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(1987) a montré que la partie protéique de la lactotransferrine est

impliquée dans la fixation sur les macrophages.

B - ROLE DE LA SEROTRANSFERRINE DANS LE METABOLISME DU FER

La sérotransferrine est au centre du métabolisme du fer. Son
r8le a fait l'objet de plusieurs revues générales : LANE (1976), AISEN &
BROWN (1977) et BROCK (1985).

La sérotransferrine préléeve le fer au niveau des sites d'absorption
(cellules muqueuses intestinales), des sites de réserve (parenchyme
hépatique) et des sites de catabolisme de 1'hémoglobine (cellules du
systéme réticulo-endothéliales), le transporte et le délivre aux sites
d'utilisation : mdelle osseuse, placenta et autres cellules. Les
globules rouges, au terme de leur vie, sont phagocytés par les
macrophages qui catabolisent 1'hémoglobine. Le fer 1ibéré est alors
capté par la sérotransferrine et peut &tre réutilisé immédiatement ou
stocké au niveau de la ferritine des <cellules du systéme
réticulo-endothélial ou des cellules parenchymateuses du foie.

L'activité bactériostatique de la sérotransferrine a été mise en
évidence "in vitro” (SCHADE & CAROLINE 1944, 1946). En complexant le
fer, la sérotransferrine empéche la multiplication d'agents infectieux
pour lesquels ce métal est indispensable.

Selon VAN SNICK et al. (1974, 1976 & 1977), la lactotransferrine
libérée sous forme non saturée en fer, capterait le fer de la
sérotransferrine et le délivrerait au niveau du macrophage ou le fer
serait stocké sous forme de ferritine. La sérotransferrine sans fer

pourrait priver la bactérie de métal et empécher ainsi sa croissance.
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C - RECEPTEURS DES TRANSFERRINES

Le r8le de l'apport du fer de la sérotransferrine et de 1la
lactotransferrine aux cellules s'effectue gr8ce a l'intermédiaire de
récepteurs membranaires. Celui de la sérotransferrine est a présent bien
connu, alors que dquelques études seulement ont é&été consacrées au

récepteur de la lactotransferrine.

1 - RECEPTEUR DE LA SEROTRANSFERRINE

Le récepteur de la sérotransferrine a fait 1l'objet de
nombreuses études tant au plan structural qu'au plan fonctionnel
(BOMFORD & MUNRO, 1985; HUEBERS & FINCH, 1985, 1987; REGOECZI, 1987;

WARD, 1987).

a - Structure et propriétés du récepteur de la

sérotransferrrine

Le récepteur de la sérotransferrine est une glycoprotéine de
180 kDa, composé de 2 sous-unités de 90 kDa pouvant fixer chacune une
molécule de sérotransferrine (WADA et al., 1979; SCHNEIDER et al., 1982)
et réunies entre elles par un pont disulfure. Amphiphile, il posséde
deux régions hydrophiles de part et d'autre de la membrane et une région
hydrophobe permettant son ancrage dans la membrane. Le traitement par la
trypsine libére deux fragments de 70 kDa capables de fixer la
sérotransferrine. La partie hydrophobe de chaque socus-unité posséde un
résidu d'acide palmitique (OMARY & TROWBRIDGE, 1981). Le récepteur est
phosphorylé (ROTHENBERGER et al., 1987). Sa séquence peptidique a été&
déduite de la séquence de son mRNA (SCHNEIDER et al., 1984) et de son
cDNA (MAC LELLAND et al., 1984). Chaque sous-unité polypeptidique est

composée de 760 acides aminés.
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b - Localisation du récepteur de la sérotransferrine.

L'hypothése de l'universalité du récepteur de la
sérotransferrine a été émise par HAMILTON et al. (1979) et WADA et al.
(1979) qui, par 1l'utilisation d'anticorps dirigés contre le récepteur
placentaire de la sérotransferrine, ont caractérisé le récepteur sur
différentes lignées cellulaires humaines. NEWMAN et al. (1982) ont isolé
un seul type de récepteur de la sérotransferrine dans une grande variété
de cellules : cellules de foie foetal, cellules leucémiques, neuro-
blastomes et cellules cancéreuses du pancréas. La présence de récepteur
de la sérotransferrine au niveau des érythroblastes, des macrophages et
des hépatocytes explique 1'importance du rdle joué par la

sérotransferrine dans le tranport du fer. -

2 - RECEPTEURS DE LA LACTOTRANSFERRINE

Le récepteur de la lactotransferrine est présent dans des
cellules particulieres telles que les macrophages (VAN SNICK et al.,
1976; BIRGENS et al., 1984), les monocytes (MARKOWETZ et al., 1979), les
T-lymphocytes (HASHIZUME et al., 1983; MAZURIER et al., 1988) et les
entérocytes (MAZURIER et al., 1985; DAVIDSON et LONNERDAL, 1988; HU et
al., 1988). L'affinité apparente du récepteur pour la lactotransferrine

est relativement faible de 106 a 1O7M-1.

Les récepteurs entérocytaires
de Lapin (MAZURIER et al., 1985), de Souris (HU et al., 1988, 1990) et
de Singe (Rhésus) (DAVIDSON et al., 1988) et le récepteur lymphocytaire
humain (MAZURIER et al., 1989) ont été partiellement caractérisds, il

s'agit toujours d'une protéine membranaire dont la masse moléculaire

varie de 100 kDa a 130 kDa.
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2°-ROLE DES TRANSFERRINES DANS L'ABSORPTION
INTESTINALE DU FER

I - INTRODUCTION

Chez les mammiféres supérieurs le taux de fer demeure constant dans
l'organisme. Un bilan globalement positif de la teneur en fer de
l'organisme pendant les phases de croissance, et un équilibre entre les
pertes et l'absorption du fer a 1l'age adulte concourrent & maintenir
constant ce taux au cours de la vie. Le rdle du fer &tant trés
important, notamment dans le métabolisme cellulaire énergétique, et les
pertes é&tant un phénoméne obligatoire, 1l'absorption du métal doit
pallier a ces pertes.

L'absorption du fer alimentaire s'effectue suivant un mécanisme
complexe de la digestion des aliments au passage du fer dans la
circulation sanguine. Le mécanisme demeure hypothétique, en effet, bien
que les effets de nombreux facteurs intervenant dans 1l'absorption du fer
ionique aient été identifiés, le processus dans son ensemble reste non
élucidé; il peut &tre décomposé en trois phases :

1 - Incorporation du fer présent dans la lumiére intestinale,
2 - Transit du fer incorporé & travers la cellule intestinale,
3 - Transfert du métal de la cellule intestinale vers le sang.

La sérotransferrine intervient dans l'assimilation intestinale du
fer au niveau du transfert du fer capté par 1l'entérocyte vers la
circulation sanguine, cette protéine a également été proposée comme
intermédiaire dans la capture du fer 1libéré par l'alimentation et son
transfert dans la cellule intestinale.

C'est au cours de 1'incorporation du fer alimentaire dans
1'entérocyte que pourrait intervenir la lactotransferrine. lL.es nombreux

travaux consacrés a ce sujet n'ont pas fait la lumiére sur ce mécanisme
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qui demeure obscur bien que certaines zones d'ombre aient é&été levées
depuis qu'a été émise l'hypothése (MONTREUIL et al., 1960) concernant
l'implication possible de 1la lactotransferrine dans le mécanisme
d'absorption intestinale du fer.

Apreés avoir décrit les tmécanismes d'absorption du fer sous forme
de sel, non lié a une protéine, nous étuaierons, successivement, dans ce
chapitre, les diverses données expérimentales en faveur et en défaveur
de l'intervention de la sérotransferrine, puis de la lactotransferrine,

dans l'absorption du fer.

II - ABSORPTION DU FER INORGANIQUE

Divers mécanismes d'absorption du fer ferreux et ferrique ont été
décrits (GRANICK, 1954). Le fer ferreux est absorbé par l'intestin greéle
de sujets anémiés par ferriprivation d'un facteur 1,5 a 10 fois plus
vite que le fer ferrique (HAHN et al., 1945). La membrane préparée a
partir de la bordure en brosse de l'intestin de plusieurs espéces
animales peut fixer le fer de fagon saturable, la fixation étant
dépendante du temps, inhibée par la baisse de température, sensible au
changement de température et de pH (COX et O'DONNELL, 1980, 1981; KIMBER
et al., 1973; SIMPSON et al., 1986). Les inhibiteurs de l'endocytose et
de la pinocytose tels que la colchicine, 1la vincristine et la
cytochalasine B inhibent 1'incorporation de fer ferreux, ce mécanisme
nécessiterait donc le fonctionnement du cytosquelette (JOHNSON et al.,
1985).

MARX et AISEN (1981) ont montré que le fer ferreux pouvait &tre
internalisé dans des vésicules formées & partir de la membrane micro-
villeuse de 1'intestin de Lapin. SIM?SON et al. (1983, 1984, 1985) ont

observé le méme phénoméne pour le fer ferrique chez la Souris. Chez ce
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dernier modéle 1le site de fixation du fer ferreux était localisé
préférentiellement dans la portion supérieure de 1'intestin gréle (MUIR

et al., 1984; MUIR & HOPFER 1985).

IIT - ROLE DE LA SEROTRANSFERRINE DANS L'ABSORPTION

INTESTINALE DU FER

La sérotransferrrine, qui capte le fer internalisé par 1l'entérocyte
et le délivre aux sites d'utilisation de 1l'organisme, joue un rdle
important dans le cycle du fer. Des travaux ont été réalisés en vue
d'étudier un possible rd8le de la sérotransferrine dans le mécanisme
dfassimilation du fer intestinal par l'entérocyte, parmi eux, certains
concluaient & une intervention de la protéine dans ce phénoméne, tandis

que d'autres concluaient le contraire.

A - ARGUMENTS EN FAVEUR DU ROLE DE LA SEROTRANSFERRINE DANS

L'ABSORPTION INTESTINALE DU FER

La sérotransferrine est présente dans le tractus gastro-intestinal
(HUEBERS et al., 1976). Selon ces auteurs, la sérotransferrine
intestinale, différente de la sérotransferrine sérique et synthétisée
par la muqueuse intestinale, pourrait intervenir en tant
qu'intermédiaire de l'absorption du fer.

HUEBERS et al. (1983) ont observé une absorption du fer a partir de
la sérotransferrine quand ils plagaient la protéine marquée au fer
radicactif dans une anse du duodénum et du jéjunum de Rat. Ces auteurs
ont ainsi postulé que la transferrine, sécrétée par 1'épithélium dans la

lumigre intestinale, fixerait le fer, 1le complexe formé serait

internalisé par les cellules épithéliales; le fer serait 1libéré dans la
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cellule et la sérotransferrine sans fer retournerait & la surface du

cBté apical pour étre recyclée.

B - ARGUMENTS EN DEFAVEUR DU ROLE DE LA SEROTRANSFERRINE DANS

L'ABSORPTION INTESTINALE DU FER

Divers faits expérimentaux dénient & la sérotransferrine tout rdle
dans le mécanisme d'absorption du fer alimentaire par l'entérocyte.

L'origine de la sérotranferrine de la mugqueuse est discutable. Sur
la base de compositions légérement différentes en acides aminés, HUEBERS
et al. (1976) ont suggéré que la transferrine de la muqueuse é&tait
distincte de la transferrine du sérum. Or, OSTERLCH et al. (1987) ont
pensé que cette différence était due & la dégradation partielle par les
protéases intestinales trés actives. IDZERDA et al. (1986) ont démontré
que le géne de la sérotransferrine n'était pas exprimé dans la muqueuse
ou le mRNA n'était pas détectable. Donc, la transferrine serait
importée. Le plasma semble, selon OSTERLOH et al. (1985) l'origine de la
sérotransferrine présente dans la muqueuse. Ces auteurs ont observé que
chez le Rat, le rapport transferrine versus albumine de la muqueuse
intestinale était trés proche de celui du plasma. Une petite quantité de
cette protéine peut, selon SCHUMANN et al. (1986), &tre issue du suc
biliaire.

La présence du récepteur de la sérotransferrine sur la bordure en
brosse de l'entérocyte n'a pas pu &tre confirmée. Dans un premier temps
COX et al. (1979) ont montré que la sérotransferrine n'était pas capable
de céder son fer a des biopsies intestinales humaines. Les é&tudes de
fixation de 1la sérotransferrine sur la membrane soclubilisée de 1la
bordure en brosse de Lapin ont montré que cette dernigdre n'était pas

capable de fixer la sérotransferrine humaine (MAZURIER et al., 1985). Le
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fractionnement subcellulaire de la muqueuse intestinale n'a pas pu
montrer la présence de transferrine dans la fraction de la bordure en
brosse (OSTERLOH et al., 1986). Enfin, il a ét&€ montré que la bordure en
brosse de 1l'intestin de Singe (Rhésus) n'était pas capable de fixer
spécifiquemment la sérotransferrine (DAVIDSON & LONNERDAL, 1988). Les
mémes conclusions ont été obtenues chez la Souris; HU et al., (1988,
1990) ayant montré que les vésicules de bordure en brosse préparées i
partir d'intestin murin n'étaient ©pas capables de fixer la
sérotransferriné. Par immunocytochimie, PARMLEYV et al. (1985) et
BANERJEE et al. (1986) n'ont pas pu caractériser le récepteur de la

transferrine dans la membrane apicale des entérocytes de Rat.
C - CONCLUSION

En conclusion, nous pouvons dire que les arguments en faveur d'une
participation de la sérotransferrine dans les mécanismes d'assimilation
du fer alimentaire sont moins probants et surtout moins nombreux que
ceux en défaveur du rdle de cette protéine dans ce mécanisme. Il n'est
donc pas excessif d'affirmer ici qu'il est peu probable que 1la

sérotransferrine joue un rdle dans l'assimilation du fer alimentaire.

IV - ROLE DE LA LACTOTRANSFERRINE DANS L'ABSORPTION

INTESTINALE DU FER

Depuis la premiére hypoth&se (MONTREUIL et al., 1960) concernant
1'implication possible de 1la lactotransferrine dans le mécanisme
d'absorption intestinale du fer, de nombreuses é&tudes ont é&té réalisées
pour vérifier ce postulat. Ces travaux ont été menés sur différents

modéles, en systéme homologue ou hétérologue. Toutes ces é&tudes ont
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apporté des résultats contradictoires, certaines concluaient que la
lactotransferrine jouait un rdle actif dans 1l'assimilation du fer
alimentaire, alors que d'autres attribuaient un r8le régulateur a cette
protéine et les derniéres postulaient qu'elle n'intervenait pas dans ce
mécanisme. Le rdle de la lactotransferrine dans le passage du fer de la
lumidre intestinale & travers la membrane de l'entérocyte demeure donc
controversé. Aprés avoir décrit les arguments expérimentaux en défaveur
de l'intervention de la lactotransferrine dans la nutrition martiale,

nous détaillerons ceux en faveur d'une implication de cette protéine

dans le processus d'absorption intestinale du fer.

A - ARGUMENTS EN DEFAVEUR D'UNE INTERVENTION DE LA

LACTOTRANSFERRINE DANS L'ABSORPTION INTESTINALE DU FER

Parmi les travaux consacrés & l'étude de 1'absorption intestinale
du fer, ©rares sont ceux qui, portant sur le r8&le de la
lactotransferrine, ont conclu & une non-intervention de cette protéine
dans ce mécanime.

Certains auteurs, étudiant 1'effet de 1la lactotransferrine sur
l'absorption du fer par les cellules intestinales, ont conclu que la
lactotransferrine avait, sur ce mécanisme, un effet inhibiteur. DE LAEY
et al. (1968) 6nt constaté que 1'apo-lactotransferrine humaine inhibait
l'absorption du fer dans une anse inversée de l1l'intestin de Rat. De
méme, DE VET & VAN GOOL (1974), dans une étude réalisée in vivo, ont
montré que 1l'apo-lactotransferrine humaine introduite dans le duodénum
humain diminuait 1'absorption du fer ferreux.

Chez le Rat, des études basées sur la quantification dans le fécés

du fer radiocactif administré oralement, sous forme de chlorure de fer

(FeClB) ou couplé a la lactotransferrine, ont montré que cette dernidre
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n'avait aucun effet sur la biodisponibilité du fer (FAIRWEATHER-TAIT et
al., 1987). Au contraire, chez le méme animal, aprés une carence en fer
induite, KAWAKAMI et al. (1988) ont montré que l'addition de
lactotransferrine saturée en fer provoquait une forte augmentation de
l'assimilation alors que le sulfate de fer était moins efficace.

DE VET & VAN GOOL (1974), ainsi que BROCK (1980) ont conclu que la
lactotransferrine, dont la concentration est accrue dans le suc biliaire
et le liquide duodénal chez le Lapin ou chez l'Homme lors d'une anémie,
exercerait un r&le régulateur, inhibant 1'absorption intestinale du fer

afin d'éviter une absorption excessive.

B - ARGUMENTS EN FAVEUR D'UNE INTERVENTION DE LA LACTOTRANSFERRINE

DANS L'ABSORPTION DU FER PAR L'ENTEROCYTE

De nombreux résultats expérimentaux sont venus é&tayer 1'hypothése
du rdle de la lactotransferrine dans la nutrition martiale, par exemple
les nourrissons alimentés au lait de Femme présentent moins d'anémies
que ceux alimentés au lait de Vache (SPIK, 1971; 1988). La présence de
lactotransferrine en quantité importante dans le lait ou a différents
points du tractus gastro-intestinal, la résistance de cette protéine et
sa survie lors de son transit a travers le systéme digestif, sont autant
de preuves indirectes dé 1'importance de la lactotransferrine au niveau
des voies digestives. En outre, les résultats de plus en plus nombreux
se rapportant & l'existence de récepteurs entérocytaires pour 1la
lactotransferrine ainsi que ceux concernant l'assimilation du fer par
les nourrissons laissent supposer que cette protéine serait un facteur

important de la nutrition martiale.
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1 - LOCALISATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

La lactotransferrine peut avoir de nombreuses localisations,
parmi celles-ci nous nous intéresserons plus particuligrement a la
présence de lactotransferrine dans le lait et au niveau du tractus

gastro-intestinal.

a - Présence de la lactotransferrine dans le lait

La lactotransferrine a été isolée, pour la premiére fois, a
partir du lait de Femme (MONTREUIL & MULLET, 1960, MONTREUIL et al.,
1960, JOHANSSON et al., 1960), et a partir du lait de Vache (GROVES,
1960). Elle est aussi présente dans le lait des autres mammiféres
(MASSON et al., 1971).

La concentration de la lactotransferrine dans le lait de Femme est
importante et, comme l'ont démontré MASSON et‘HEREMANS (1966), elle
varie au cours de la lactation. De 6 mg / ml dans le colostrum son taux

tombe et se stabilise 4 1 & 2 mg / ml (MONTREUIL et al., 1960).

b ~ Présence de lactotransferrine au niveau du tractus

gastro-intestinal

La lactotransferrine a été mise en évidence dans la salive

(MASSON, 1970) et les sucs biliaires (VAN VUGT et al., 1975) et

pancréatiques (CLEMENTE et al. 1971), dans le liquide duodénal (DE VET
& VAN GOOL, 1974).

La présence de la lactotransferrine & la surface luminale des

cellules épithéliales de la muqueuse a été établie par de nombreux

auteurs (MASSON et al., 1968; MASON & TAYLOR, 1978; ISOBE et al., 1978;
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TEDESCHI et al., 1987; LORIMIER, 1987). Par immunocytochimie, ce dernier
auteur a montré la présence de la lactotransferrine sur toute la hauteur
de la villosité de la muqueuse de biopsies duodénales humaines.
L'origine de cette lactotransferrine serait les cellules caliciformes,
sa présence dans les grains de sécrétion des cellules & mucus ayant été
mise en évidence.

La présence de lactotransferrine au niveau de la lumiére
intestinale et en tout point du tractus gastro-intestinal constitue, a
notre avis, un argument supplémentaire de la participation de cette
protéine & l'assimilation du fer par 1l'entérocyte. Notons également que
la lactotransferrine peut &tre en contact avec le bol alimentaire &

chaque endroit du tractus gastro-intestinal.

2 - ROLE DE LA LACTOTRANSFERRINE DANS LA NUTRITION MARTIALE DU

NOURRISSON

C'est chez le nourrisson qu'ont été obtenus les résultats les
plus probanfs quant & la participation de la lactotransferrine dans
l'assimilation du fer au niveau de 1'intestin. Chez 1le nouveau-né,
l'absorption du fer est, en général, plus efficace que chez 1'adulte. Il
est actuellement admis que, chez 1l'adulte, 1le fer apporté par
l'alimentation est 1libéré dans l'estomac sous l'effet du pH et sous
l'action de la pepsine. Dans le cas de l'estomac du nourrisson, un pH
voisin de 4 et une protéolyse faible vis-a-vis de la lactotransferrine
permettent & cette derniére de conserver son fer (SPIK et al., 1971).

Chez 1le nourrisson nourri au lait maternel, 1'incidence de 1la
carence en fer est trés faible (MAC MILLAN et al., 1976; SAARINEN et
al., 1977). Malgré la faible quantité de fer dans le lait de Femme, de

nombreuses études ont montré (Tableau I) que les nourrissons alimentés
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au lait de Femme absorbaient le fer de fagon 2 a 3 fois supérieure que
ceux alimentés au lait de Vache et de 5 & 15 fois supérieure a ceux
alimentés par des formules de laits artificiels ne contenant pas de
lactotransferrine, ni humaine, ni bovine (McMILLAN et al., 1977;
SAARINEN et al., 1977; GARRY et al., 1981). L'explication serait la
grande bio-disponibilité du fer dans le lait de Femme, les travaux de
SIIMES et al. (1979) ont montré que la vitesse d'absorption du fer 1lié a

-

la lactotransferrine était supérieure & celle des sels de fer. D'autres
auteurs ont attribué a 1la lactotransferrine 1le r8le principal de
transporteur de fer dans le lait de Femme (MONTREUIL & MULLET, 1960;
MONTREUIL et al., 1960; MONTREUIL, 1971 ; SPIK, 1981).

Cependant, ce concept n'est pas accepté par certains auteurs en
raison du fait que, d'une part, la lactotransferrine dans le lait est
peu saturée en fer (BULLEN et al., 1972; FRANSSON & LONNERDAL, 1980;
LONNERDAL, 1985); la quantité de fer fixée par la lactotransferrine ne

Q,

correspond qu'a 1 a2 4 % de la capacité totale de fixation du fer par la
protéine, et que, d'autre part, il n'existe aucun lien entre le taux de
fer et la concentration en lactotransferrine (MASSON et al., 1970).
D'autres auteurs, enfin ont attribué la haute bio-disponibilité du fer
dans le lait de Femme & des facteurs favorables & l'absorption du métal
tels que la faible teneur en protéines, en calcium et en phosphate, la
forte concentration en acide  ascorbique, en lactose et en

oligosaccharides dy gynolactose (GROSS, 1968; AMINE & HEGSTEAD, 1975;

PETERS et al., 1971; PIRZIO-BIROLI et al., 1958).
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TABLEAU I : COMPARAISON DES TAUX DE FER DANS DIFFERENTS LAITS ET

DIFFERENCES DANS L'ABSORPTION DU FER (SPIK, 1988)

Lait de Femme|Lait de Vache{Lait artificiel
Taux de fer
0,4 a1,2 0,2 ao0,3 11 a 23
(mg/1)
Taux de lactotrans-
0,5a1,5 0,2 40,3 0
ferrine (mg/ml)
Quantité de fer
0,2 ao0,5 0,03 4 310
absorbée (mg/jour)
Pourcentage
49 a 61 10 a 30 4 a 10
d'absorption




30

Ayant observé in vivo une absorption du fer identique a partir de
la lactotransferrine ou a partir de sel ferreux chez les nouveau-nés
humains et murins, FRANSSON et al. (1983) et FAIRWEATHER-TAIT et al.
(1987) ont conclu pour les premiers que la lactotransferrine pouvait
8tre un facteur essentiel de l'assimilation du fer tandis que les
seconds ont conclu que la présence de lactotransferrine n'augmentait pas
ou peu l'absorption du fer.
Chez le nourrisson de Singe Rhésus, alimenté avec une formule de lait
pour nourrisson humain supplémenté soit avec de la lactotransferrine
humaine, soit avec de la lactotransferrine bovine ou soit avec du
sulfate de fer, DAVIDSON et al. (1990) ont montré que les trois avaient
un effet similaire. Des études menées chez la Souris sevrée et anémiée
(KAWAKAMI et al., 1988) ont montré (Tableau II) que la dose de fer sous
forme sulfate de fer a administrer oralement a 1l'animal pour qu'il
retrouve un taux d'hémoglobine normal était 4 fois supérieure & la dose
de fer nécessaire lorsque le métal était complexé a la
lactotransferrine. Pour des doses de fer inférieures & la quantité
nécessaire a l'organisme, KAWAKAMI et al., (1988) ont montré, qu'en
revanche, lactotransferrine et sulfate de fer avaient le méme effet. De
ces deux derniers travaux il ressort que, selon les besoins en fer de
l'organisme et selon la quantité administrée, la dose assimilée
efficacement dépend de la forme sous laquelle le fer est présent. Ainsi,
en cas d'anémie, le fer 1lié & la lactotransferrine est plus disponible

et plus utilisable par l'organisme que le fer ionique.

3 - RESISTANCE DE LA LACTOTRANSFERRINE AUX ATTAQUES
PROTEOLYTIQUES LORS DE SON TRANSIT INTESTINAL

Les études de dégradation de la lactotransferrine (SPIK et
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TABLEAU II : EFFETS COMPARES DES DIFFERENTES DOSES DE FER ADMINISTREES

SOUS FORME DE SULFATE FERREUX ET DE FERRI-LACTOTRANSFERRINE SUR LE TAUX

D'HEMOGLOBINE APRES 28 JOURS DE TRAITEMENT (KAWAKAMI et al., 1988)

Dose administrée |Taux d'hémoglobine

(ug/jour) Jour 0 Jour 28

Eau distillée 0 6,3+0,4 3,5+0,6
Sulfate 10 5,9+0.5 3,9+0,3
Sulfate 20 5,9+0.6 4,2+0,3
Sulfate 50 5,9+0.5 4,6+0,7
Sulfate 200 6,2+0.8 | 10,8+1,1
Lactotransferrine 10 5,940.7 4,6+0,7
Lactotransferrine 20 5,8+0.4 5,9+0,5
Lactotransferrine 50 5,840.6 8,5+0,4
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MONTREUIL, 1966; BROCK et al., 1986; LINE et al., 1976) ont montré que
l'apolactotransferrine était plus facilement dégradée par protéolyse
gastrique ou pancréatique que la lactotransferrine saturée en fer, plus
résistante.

BRITTON & KOLDOVSKY (1987) ont comparé la dégradation "in vitro” de
1'apolactotransferrine humaine par le liquide gastrique et intestinal de
Rat .allaité (12 Jjours) et de Rat sevré (31 jours). Ces auteurs ont
montré que la dégradation gastrique de la lactotransferrine é&tait 20
fois plus importante par le suc de Rat sevré que par le suc de Rat
allaité et que la dégradation de la lactotransferrine par le liquide
intestinal était minimale chez le Rat allaité. Ces auteurs ont conclu
que la lactotransferrine humaine pouvait lors de son transit intestinal,
conserver toutes ses potentialités et excercer ainsi son ou ses rdles
biologiques.

La lactotransferrine partiellement dégradée a été retrouvée dans
les fécés de nourrissons alimentés au sein ou au lait artificiel
supplémenté en lactotransferrine (SPIK et al., 1982; DAVIDSON &
LONNERDAL, 1987). Cette copro-lactotransferrine a gardé la capacité de

fixer le fer ainsi que son activité bactériostatique.

4 - MISE EN EVIDENCE DE RECEPTEURS ENTEROCYTAIRES DE LA

LACTOTRANSFERRINE

Les premiers travaux ont été réalisés en 1979, COX et al. ont
montré, dans une expérience "in vitro”, que la lactotransferrine humaine
était capable de donner son fer a des biopsies intestinales humaines, de
méme que la lactotransferrine bovine mais pas la sérotransferrine

humaine.
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Poursuivant les é&tudes, un récepteur de 1la lactotransferrine
humaine a été mis en évidence dans la membrane de la bordure en brosse
de l'intestin du Lapin (MAZURIER et al., 1985). Ce récepteur fixe la
lactotransferrine (Ka = 1,2 x 1O6M-l) et posséde une masse moléculaire
d'environ 100 kDa. Chez la Souris, un récepteur entérocytaire de 1la
lactotransferrine a été mis en évidence, isolé et caractérisé (HU et
al., 1988, 1990), il s'agit d'une protéine de 130 kDa qui peut fixer une
molécule de lactotransferrine (Kd = 0,1 x 10-6M). Chez 1le Singe
(DAVIDSON et LOSNNERDAL, 1986,1988) ont montré l'existence d'un récepteur
de la bordure en brosse capable de fixer la lactotransferrine humaine ou
la lactotransferrine de Singe (Kd = 9 uM). Ces auteurs ont montré que le
récepteur existait, avec les mémes caractéristiques, chez le jeune Singe
allaité ainsi que chez le Singe sevré et adulte. En outre, ils ont
montré, par défucosylaﬁion de la lactotransferrine humaine que la
spécificité de fixation serait due & la présence du fucose sur le

glycanne de la lactotransferrine humaine.

C - CONCLUSION

Tous les faits rapportés plus haut, font pencher la balance vers
l1'hypothése d'une implication de la lactotransferrine dans 1'absorption
du fer alimentaire. Cette conclusion n'est pas loin d'étre établie avec
certitude pour le nourrisson et devrait pouvoir &tre étendue a l'enfant
sevré ou l'adulte. Dans ce cas, le rdle joué par la lactotransferrine du
lait serait tenu par celle sécrétée dans le tractus gastro-intestinal
avec laquelle le bol alimentaire est en contact lors du transit.

D'autres hypothéses font intervenir l'assimilation directe du fer

inorganique et du fer hémique par la muqueuse, ces mécanismes existent;

mais n'excluent pas la possibilité du rdle de la lactotransferrine.
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C'est le type de conclusion qu'avaient obtenu KAWAKAMI et al. (1988) en
comparant l'absorption du fer a partir de lactotransferrine saturée a
l'absorption & partir de sulfate de fer. Ces auteurs avaient déduit que
la lactotransferrine saturée é&tait absorbée a travers la muqueuse
intestinale par un mécanisme autre que celui par lequel 1'était le fer
ionique.

Cependant, si le principe d'un mécanisme de nutrition martiale
faisant intervenir la fixation de la lactotransferrine sur un récepteur
entérocytaire est admis, le mécanisme de 1'absorption est encore
inconnu. La présence intracellulaire de la lactotransferrine dans les
entérocytes, plus précisément dans la zone apicale définie comme partie
du cytoplasme riche en ribosomes libres, a été mis en évidence par
LORIMIER (1987). Cela laisse penser qu'une endocytose par
1'intermédiaire du récepteur pourrait en &tre le mécanisme. Cependant,
COX et al. (1979), par 1leurs observations, ont conclu que 1la
lactotransferrine n'était pas internalisée. Mais le matériel biologique
utilisé : des biopsies intestinales de faible durée de vie ainsi que les
conditions de 1l'expérimentation n'ont, peut-étre, pas pu mettre en
évidence l'internalisation de la protéine.

C'est pourquoi, dans le but Ad'étudier 1le «rdle de 1la
lactotransferrine dans les mécanismes d'absorption intestinale du fer,
c'est a dire, non seulement la fixation de la protéine sur 1l'entérocyte,
mais aussi 1l'éventuelle internalisation de la lactotransferrine par ces
cellules, nous avons recherché un modéle qui permette cette étude chez
1'Homme. Les cellules intestinales humaines HT 29 nous permettent

d'envisager ces études,
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3°-LES CELLULES HT 29 : UN MODELE POUR L'ETUDE DU ROLE DES
TRANSFERRRINES DANS L'ABSORPTION INTESTINALE DU FER

I - INTRODUCTION

Ces derniéres années, de nombreuses lignées cellulaires ont été
établies a partir d'adénocarcinomes coliques humains, ces lignées ont
provoqué un vif intérét par la possibilité qu'elles ont de développer,
en culture des différenciations similaires & celles de 1'épithélium
intestinal normal. Récemment, 20 lignées cellulaires ont été étudiées
comparativement du point de vue de leurs potentialités a développer une
différenciation de type entérocytaire (CHANTRET et al., 1988). Une
classification des différentes lignées a pu ainsi &étre établie, quatre
types ont été caractérisés : le type I, (Caco 2), pour lequel la cellule
développe spontanément ;ne différenciation entérocytaire; 1le type II
(HT 29, HCT-EB, HCT-GEO), ©pour lequel les cellules restent
indifférenciées dans un milieu glucosé mais se différencient en
entérocytes lorsque le glucose est absent du milieu; 1le type III
(HCT-GLY, HCT-FET, HCT-FRI, HCT-CBS, HCT-ALA, Co 115, HRT18, Sw-1116),
pour lequel les cellules sont organisées en monocouches polarisées mais
ne développent aucune différenciation entérocytaire, quelles que soient
les conditions de culture; le type IV (HCT-lléa, HCT-R, HCT-RCA,
HCT-Moser, HCT-8R, SW-480, LS-174T, Vaco 9P), pour lequel les cellules
poussent en multicouches, ni polarisées, ni différenciées. Parmi toutes
ces lignées, celles du type II permettent & la fois d4d'étudier les
caractéristiques de cellules intestinales en culture et de les comparer
avec celles des cellules indifférenciées, c'est pourquoi nous avons

choisi de travailler sur les cellules HT 29, appartenant & ce type II.
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Les cellules de la lignée HT 29 ont &été isolées en 1964 par J. FOGH
a partir de cellules prélevées sur un adénocarcinome du colon chez une
Femme de 44 ans. Leurs caractéristiques originales ont été décrites par
FOGH & TREMPE (1975).

Depuis, les cellules HT 29 ont fait 1l'objet de nombreux travaux
concernant leur métabolisme énergétique et glucidique, 1l'étude de leurs
récepteurs ainsi que celle de la régulation de ces derniers, 1l'étude de
leurs différentes voies de différenciation en culture, des modifications

métaboliques, structurales et enzymatiques engendrées par ces processus.

IT - CELLULES HT 29 NON DIFFERENCIEES CULTIVEES DANS UN
MILIEU CONTENANT DU GLUCOSE

A - METABOLISME GLUCIDIQUE DES CELLULES HT 29 NON

DIFFERENCIEES

Les cellules HT 29 en culture dans un milieu standard glucosé
présentent des anomalies de leur métabolisme glucidique : des taux
élevés de consommation de glucose et par 1l'absence de production de
lactate (ROUSSET et al., 1984).

L'ARN messager du transporteur membranaire du glucose a pu &tre mis
en évidence, dans ces cellules, grice & des expériences d'hybridation
sur filtre de nitrocellulose d'une sonde d'ADN complémentaire préparée a
partir d'un hépatome humain (MUECKLER et al., 1985). L'analyse de
certaines propriétés physicochimiques de ce transporteur permet de
penser que cette protéine est identique au transporteur des hématies.

En revanche, les trois enzymes clés de la glycolyse (hexokinase,
phosphofructokinase et pyruvate kihase) ont été dosées, et leurs

activités respectives comparées a celles trouvées dans le colon sain
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(DENIS, 1985). Seule la pyruvate kinase présente une activité plus forte
(multipliée par 5) dans leé cellules tumo;ales. Mais il convient de
signaler que les activités de 1l'hexokinase et de la phosphofructokinase
sont déja +trés importantes dans 1'épithélium colique, comme dans
d'autres cellules a renouvellement rapide, telles que l'entérocyte ou le
lymphocyte (ARDAWI & NEWSHOLMES, 1985). En outre, ces auteurs démontrent
que la forte consommation de glucose des colonocytes de Rat “in vitro”
ne rend compte que de 12% de l'activité maximale théorique de
1'hexokinase. Il est donc concevable que, dans les cellules HT 29,
1'augmentation du flux glycolytique soit due & une contribution plus
forte de cet enzyme, consécutive & une entrée plus importante de glucose
entralnant le flux global vers un nouvel état stationnaire (MAZAT &
JEAN-BART, 1985).

L'étude du métabolisme glucidique des cellules HT 29 a montré que,
chez ces cellules, existaient de graves altérations dans le métabolisme
des N-glycannes des glycoprotéines (OGIER-DENIS et al., 1988, 1990). Ces
déficiences se traduisent par une accumulation de N-glycannes immatures
de type oligomannosidique, contenant de 8 & 9 résidus de mannose.

L'accumulation du glycogéne dans les cellules HT 29 (ZWEIBAUM et
al., 1977) est une caractéristique que l'on retrouve dans le colon
foetal mais pas chez 1l'adulte. Cette accumulation dépend du cycle
cellulaire, puisqu'elle a lieu principalement en phase Gl dans des
cellules synchronisées (ROUSSET et al., 1979), bien que la glycogéne
synthétase demeure phosphorylée pendant cette phase (ROUSSET et al.,
1984). La forme b de cette enzyme est alors activée de manieére
allostérique par un métabolite présent en grande quantité dans ces

cellules, le glucose-6-phosphate.
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B - PRINCIPAUX RECEPTEURS ETUDIES SUR LES CELLULES HT 29

NON DIFFERENCIEES

Plusieurs récepteurs ont été décrits dans la lignée HT 29 non
différenciée : le récepteur du VIP (Vaso Intestinal Peptide) (LABURTHES
et al., 1978), de l'insuline (FORGUE-LAFITTE et al., 1979), de 1'EGF
(Epidermal Growth Factor) (KITABGI et al., 1979), de 1la dopamine
(SCEMANA et al., 1984), ainsi que 1le récepteur alpha2-adrénergique
(PARIS et al., 1985, JONES et al., 1990), le récepteur de 1l'interféron
humain (BERNARD et al., 1989) et les récepteurs de la lactotransferrine
et de la sérotransferrine (AMOURIC et al., 1984; ROIRON et al., 1989;
ROIRON & FIGARELLA, 1990).

Les cellules HT 29 possédent une classe unique de sites de fixation
pour le VIP (MULLER et al., 1985; COUVINEAU et al., 1985). Le VIP exerce
sur ces cellules une action glycogénolytique transitoire (ROUSSET et
al., 1981) vraisemblablement 1liée & leur caractére cancéreux. La
diminution du taux de glycogéne intracellulaire induite par le VIP
pourrait avoir des conséquences sur la vitesse de croissance des
cellules HT 29 (PICHON et al., 1982). Une relation intéressante entre la
concentration de glycogéne et le taux de prolifération cellulaire ayant
d'ailleurs été mise en évidence (ROUSSET et al., 1980), un taux élevés
de glycogéne étant associé & une faible vitesse de croissance. In vivo,
le VIP, libéré de fagon importante par des terminaisons nerveuses dont
la paroi colique est particuligrement riche, pourrait peut-é&tre aussi
réguler la prolifération des tumeurs du colon.

De la méme manigre, d'autres messagers intercellulaires pourraient
étre impliqués dans la régulation fine de la croissance des cellules HT
29 "in wvitro", comme 1l'insuline (CEZARD et al., 1981), ou la

transferrine (AMOURIC et al., 1984). A cet égard, ces cellules
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constituent un excellent modéle pour l'étude de la dépendance hormonale
de la prolifération des tumeurs recto-coliques. La souche HT 29
indifférenciée a également été utilisée pour étudier la régulation des
récepteurs couplés aux systémes adényl-cyclasiques de la cellule. TURNER
et al. (1988), ont montré, en utilisant des agonistes et des activateurs
de la protéine kinase C, que le nombre de récepteurs membranaires du VIP
8tait 1ié & l'intensité de l'activité adényl-cyclasique. Une relation

inverse (régulation négative) a été montrée entre le taux de récepteurs

o-2-adrénergiques et l'activité adényl-cyclasique (JONES et al., 1990).

III - DIFFERENCIATION DES CELLULES HT 29 CULTIVEES DANS UN

MILIEU SANS GLUCOSE

Les travaux cités jusqu'a présent dans ce chapitre ont tous été
réalisés & partir de cellules cultivées dans des conditions standard,
c'est & dire dans du DMEM contenant du glucose (25 mM) et 10 % de SVF.
Dans ces conditions, elles poussent en multicouches non polarisées (Fig.
2A). En 1982, le groupe dirigé par le Dr ZWEIBAUM & Paris rapportait une
observation particuliérement importante qui allait constituer la base de
nombreuses recherches réalisées dans différents laboratoires au cours de
ces derniéres années : lorsque les cellules HT 29 sont cultivées en
totale absence de glucose, elles s'organisent en une monocouche
polarisée et présentent des jonctions serrées ainsi qu'une bordure en

brosse apicale (Fig. 2B).

A - CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES DE LA DIFFERENCIATION
L'observation initiale a été faite en remplagant le glucose dans
le milieu de culture par un autre sucre : le galactose (PINTO et al.,

1982), puis par l'inosine ou l'uridine (WICE et al., 1985)
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Pig. 2 : DIFFERENCIATION DES CELLULES HT 29 (ROUSSET, 1986)

a : Cellules indifférenciées cultivées en présence de glucose;

b : Cellules différenciées en entérocytes cultivées en absence

de glucose.
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et enfin, en absence totale d'hexoses (ZWEIBAUM et al., 1985).

Outre les caractéristiques structurales et morphologiques qui
apparaissent lors de la différenciation, de nouvelles caractéristiques
enzymatiques surviennent, notamment au niveau de la bordure en brosse.
Cette derniére acquiert des enzymes telles <que la sucrase,
1'aminopeptidase, la dipeptidylpeptidase IV et la phosphatase alcaline
(ROUSSET, 1986). Toutes ces enzymes sont les hydrolases que l'on trouve
dans les membranes des microvillosités des entérocytes normaux mais qui
sont absentes des cellules du colon normal. L'activité des ces enzymes
dans les cellules HT 29 différenciées est plus faible que celle mesurée
dans des cellules intestinales normales (ZWEIBAUM et al., 1983). Il a
été montré récemment que les cellules HT 29 Glc(+) étaient capables de
synthétiser la sucrase, mais que cette protéine était dégradée par les
cellules (TRUGNAN et al., 1987). Ces derniers auteurs ont montré que
l'activité de la sucrase et pouvait rendre compte de la différenciation
des cellules ‘HT 29. Une autre protéine de la bordure en brosse
intestinale, la villine, présente en faible quantité dans les cellules
HT 29 Glc(+), vient s'organiser au sein du cytosquelette de la bordure
en brosse des cellules HT 29 Glc(-) différenciées (ROBINE et al.,
1985).

L'utilisation de la souche HT 29 comme modéle cellulaire d'étude de
la différenciation entérocytaire a fait 1'objet d'une revue générale
(ROUSSET, 1986). La cellule HT 29 différenciée se rapprocherait de la
cellule colique foetale, qui exprime les mémes hydrolases (LACROIX et
al., 1984), et en particulier, une forme caractéristique de la sucrase
moléculairement différente de celle de 1'intestin gréle (TRIADOU &
ZWEIBAUM, 1985) Cette différenciation présente, en outre, certaines

analogies avec le processus de maturation 1le long de 1l'axe
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crypte-villosité (ROUSSET, 1986), ce qui justifie les nombreuses é&tudes

entreprises sur cette lignée.

B - METABOLISME GLUCIDIQUE DES CELLULES HT 29 DIFFERENCIEES

Les recherches menées sur le métabolisme énergétique des cellules
HT 29 Glc(-) ont montré que ces cellules ne produisaient pas de lactate
(ZWEIBAUM et al., 1985) et qu'elles acquiérent des propriétés
gluconéogéniques (DENIS et al., 1985). La concentration intracellulaire
des UDP-N-acétyl hexosamines est faible dans ces cellules, alors qu'elle
augmente aprés confluence dans les cellules HT 29 Glc(+) (WICE et al.,
1985). Comme ces métabolites participent a 1la glycosylation des
protéines, une relation entre le métabolisme du glucose, la
glycosylation des protéines et la différenciation entérocytaire a été
suggérée (ROUSSET, 1986). L'étude comparée du métabolisme des
N-glycannes dans les cellules HT 29 Glc(-) et Glc(+) (OGIER-DENIS et
al., 1988, 1989, 1990) a montré que ce métabolisme était pertubé dans
les cellules indifférenciées mais pas dans les cellules différenciées.
La perturbation de ce métabolisme se manifeste dans les cellules HT 29
Glc(+) par une accumulation de structures de type oligomannosidique
comprenant de 8 a 9 résidus de mannose, cette accumulation ne se produit
pas pour les cellules HT 29 Glc(-). Les études ont montré que ces
différences débutaient pendant la phase de croissance exponentielle,
c'est a8 dire, avant la confluence et donc avant que les manifestations
visibles ou dosables de la différenciation ne soient détectables. La
présence de métabolites de N~-glycannes est donc un marqueur précoce de
la voie de différenciation dans laquelle s'engageront les cellules aprés

confluence.
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Les deux souches HT 29 Glc(-) et Glc (+) ont également été étudiées

13’ P31 5 H+)

comparativement en résonance magnéfique multinucléaire (C
(FANTINI et al., 1987; GALONS et al., 1989), les résultats ont montré
que le processus de différenciation é&tait corrélé & une forte
augmentation de l'activité du métabolisme oxidatif; les auteurs ont
montré qu'alors que les cellules différenciées peuvent transformer le
glucose qu'elles synthétisent en glycogéne, les cellules indifférenciées
ne le peuvent pas. Au cours de la différenciation, il y a expression de
récepteurs de 1l'aldostérone (LOMBES et al., 1984), tandis que la

sensibilité de l'activation de l'adénylate cyclase par le VIP diminue

(CHASTRE et al., 1985).

IV - AUTRES MODIFICATIONS DU MILIEU DE CULTURE

D'aprés NAGURA et al. (1979), les cellules HT 29 cultivées dans du
MEM contenant 10 % de SVF sont polarisées et différenciées
morphologiquement. La teneur en glucose du MEM est de 5 mM (le DMEM en
contient 25 mM). Dans ces conditions, il a été montré que les cellules
pouvaient présenter des caractéres différenciés structuraux, tels que
bordure en brosse et jonctions serrées, mais pas enzymatiques (PINTO et
al., 1982). Ce stade incomplet de maturation serait 4 a la faible
teneur du milieu en glucose qui, consommé tras rapidement, entrainerait
un état de carence entre les changements de milieu.

En absence de sérum, environ la moitié des cellules se
différencient en cellules de type caliciforme, avec expression de
marqueurs spécifiques et production de mucus (ZWEIBAUM et al., 1982) et
sécrétion de lysozyme (ALDERMAN et al., 1985 ; FETT et al., 1985).

Enfin, la différenciation des cellules HT 29 a pu &tre induite en

présence de butyrate de sodium (WICE et al., 1985), dans un milieu
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hyperosmolaire (HERZ et al., 1981) et dans wun milieu dépourvu de

glutamine (VIALLARD et al., 1986).

V - CLONAGE DES CELLULES HT 29

L'hétérogénéité de la lignée HT 29, en culture depuis plus de vingt
ans, a conduit certains groupes a cloner ces cellules (MOSTOV & BLOBEL,
1982 ; AUGERON & LABOISSE, 1984 ; LOUVARD et al., 1985 ; FANTINI et al.,
1986).

Certains de ces clones sont différenciés aprés confluence en milieu
standard : le clone sécréteur HT 29 16E, et le clone 19A entérocytaire
qui forme des domes (AUGERON & LABOISSE, 1984). Ces clones ont é&té
obtenus aprés sélection des cellules HT 29 dans un milieu contenant du
butyrate de sodium.

Certains autres clones, obtenus dans le groupe du Dr. LOUVARD a
Paris, ont gardé la propriété de se différencier dans un milieu
contenant du galactose et dépourvu de glucose : le clone multipotent HT
29-18, a partir duquel les auteurs ont pu obtenir plusieurs sous-clones
différenciés en entérocytes (HT 29—18—C1) ou en cellules caliciformes
(HT 29—18—N2).

Enfih, a partir de cellules HT 29 croissant dans un milieu dépourvu
de glucose et contenant du galactose, FANTINI et al. (1986) ont
sélectionné deux sous-clones (HT 29-D4 et HT 29-D9) qui peuvent
maintenir continuellement une différenciation de type entérocytaire dans
un milieu totalement dépocurvu de glucose et qui sont capables de former
des domes aprés confluence, cette différenciation est totalement
réversible si l'on replace les cellules dans un milieu qui contient du
glucose. Lors du passage des souches d'un milieu glucosé 3 un milieu non

glucosé, les cellules HT 29-D9 ont besoin avant de reprendre leur
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croissance d'une adaptation préalable consécutive au changement de
milieu : 70 % de la population totale meurt en raison du manque de
glucose, les cellules qui restent sur le plastique poussent lentement
pour donner en une semaine naissance & la population différenciée. En
revanche, les cellules HT 29-D4, supportent parfaitement le remplacement

du glucose par du galactose.

VI - CONCLUSION

Comme nous venons de le voir, la souche cellulaire HT 29, qu'il
s'agisse de la souche originale ou de ses multiples potentialités de
différenciation, a fait l'objet, au cours des derniéres années de
nombreuses études. Les travaux ont porté surtout sur la différenciation
cellulaire (QUARONI, 1985; TRUGNAN et al., 1987; OGIER-DENIS et al.,
1988, 1990; LE BIVIC et al. 1988; GALONS et al., 1989). Le passage de la
cellule indifférenciée & 1la cellule différenciée semble mimer la
situation trouvée dans 1'intestin, & savoir, une division rapide des
cellules de la crypte durant la phase exponentielle de croissance (de
laquelle se rapproche la croissance rapide des cellules HT 29 Glc(+) ou
des cellules HT 29 Glc(-) avant la confluence) et un arrét de la
division cellulaire des cellules du villus qui permet la différenciation
(duquel se rapproche la différenciation des cellules HT 29 Glc(-) qui ne
débute qu'aprés l'arrét de croissance des cellules, consécutif a la
confluence). Par ailleurs, comme nous l'avons vu précédemment, de
nombreuses études concernant les récepteurs ont pu &tre réalisées sur ce
modéle. D'autres études ont été effectuées concernant le métabolisme
énergétique et glucidique de ces cellules (TRUGNAN et al., 1987 ;

OGIER-DENIS et al., 1988, 1989, 1990).
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Les cellules HT 29 semblent donc &tre un excellent modéle pour
tenter de résoudre les différents problémes liés & la compréhension du
mécanisme d'assimilation intestinale du fer alimentaire par l'organisme.
D'autres matériels biologiques, telles que 1les biopsies intestinales
humaines, ne permettent pas de répondre a toutes les interrogations
soulevées par ce probléme, cela notamment en raison de leur faible durée
de vie "in vitro”. En outre, de part la polarité entérocytaire qu'il
acquiert et qu'il maintient en culture, ce modéle permet d'aborder les
trois phénoménes impliqués dans le mécanisme d'assimilation du fer
alimentaire : le passage apical du fer luminal, le transfert du métal a
travers la cellule entérocytaire et enfin sa libération dans 1la
circulation sanguine du c6té basolatéral. En particulier, ce modéle
permettra de régler chez un modéle humain les problémes 1liés aux rdles
éventuels des transferrines (lactotransferrine et sérotransferrine) dans
l'assimilation du fer.

Néanmoins, en tant que modéle, 1l'utilisation de la souche HT 29 et
dé ses différentes voies de différenciation, a ses limites. Ces cellules
sont des cellules tumorales et non des cellules normales, peut-on
généraliser des résultats acquis avec des cellules qui se sont &cartées
de la norme et leé utiliser pour rendre compte d'un phénoméne biologique
normal? D'autre part, ces cellules proviennent du colon et le mécanisme
d'assimilation du fer a lieu dans 1'intestin gréle, au niveau des
cellules entérocytaires. Cependant, toutes les caractéristiques
structurales et enzymatiques des entérocytes se retrouvent dans les
cellules HT 29 Glc(-). C'est pourquoi nous considérons que le mod&le HT
29, malgré les limites é&voquées, constitue un modéle de choix pour
1'étude "in vitro” du rdle des transferrines dans l'assimilation, par

l'entérocyte, du fer alimentaire.
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4°-GENERALITES SUR L'ENDOCYTOSE

I - INTRODUCTION

Trois principaux mécanismes permettent aux macromolécules et
particules biologiques d'entrer dans la cellule. Le nom général donné a
ces phénoménes est l'endocytose dont une définition a été donnée par
PASTAN & WILLINGHAM (1983) : "l'endocytose est 1'internalisation, par
une cellule vivante, de matériel biologique macromoléculaire enfermé
dans un organite délimité par une membrane'.

Pour les particules de grande taille le nom donné a ce mécanisme
est la phagocytose, aboutissant a la formation d'un phagosome
(SILVERSTEIN et al., 1977).

Pour les protéines qui pénétrent dans la cellule, sans avoir é&té
préalablement fixées ou adsorbées sur la membrane, l'internalisation se
fait par emprisonnement d'une "bulle" de milieu extérieur par un
processus que l'on nomme pinocytose (LEWIS, 1931) menant & la formation
d'un pinosome; ce mécanisme est encore appelé macropinocytose
(WILLINGHAM & YAMADA, 1978), «conduisant & la formation d'un
macropinosome; les différentes appellations regroupant le méme processus
et les mémes vésicules.

Le troisiéme mécanisme, qui se produit aprés fixation de la
molécule destinée & &tre internalisée sur un récepteur membranaire, est
appelée endocytose médiée par un récepteur "receptor-mediated
endocytosis" ou encore endocytose en phase adsorptive, par opposition a
l'endocytose en phase fluide (pinocytose). Ce mécanisme aboutit a la
formation d'une vésicule appelée endosome (HELENIUS et al, 1983) ou
encore réceptosome (PASTAN & WILLINGHAM, 1983; 1985); les deux termes

étant équivalents. Par endocytose adsorptive, les cellules internalisent
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de nombreux ligands tels que les hormones, les nutriments, les
anticorps, les facteurs de croissance et méme les toxines et les virus
qui pénétrent dans la cellule aprés fixation sur des sites membranaires
spécifiques (GOLDSTEIN et al., 1985).

De la fixation du ligand sur son récepteur a la formation de
l'endosome, il existe peu de différences entre les divers ligands et les
diverses cellules. Aprés la formation de cette vésicule, les complexes
récepteur-ligand peuvent suivre différentes voies. La sérotransferrine
décharge son fer en restant liée & son récepteur, le complexe est
ensuite dirigé vers la membrane plasmique et la sérotransferrine
dépourvue de fer est libérée dans le milieu extérieur (DAUTRY-VARSAT et
al, 1983; KLAUSNER et al., 1983; DICKSON et al., 1983, HANOVER et al.,
1984). L'EGF (Epidermal Growth Factor) est dirigé vers le lysosome avec
son récepteur et les deux sont détruits par les enzymes lysosomaux
(CARPENTER & COHEN, 1979; DICKSON et al., 1983; HANOVER et al., 1984,
GORMAN & PORETZ, 1987). Les asialoglycoprotéines, les LDL (Low Density
Lipoprotein) et 1'a-2-M (a-2-Macroglubuline) se séparent de leur
récepteur au niveau de l'endosome et sont dirigés vers les lysosomes et
dégradés alors que leurs récepteurs sont recyclés et retournent a la
surface (BROWN et al., 1983, VAN LEUVEN et al., 1980; BREITFORD et al.,
1985). Les toxines et virus qui se fixent sur des sites membranaires
avant d'étre internalisés, suivent encore une autre voie : apreés
formation de l'endosome, ils rompent la membrane de ce dernier et sont
libérés directement dans le cytosol (KEEN et al., 1982; MARSH et al.,
1983; OSLNES & SANDVIG, 1985).

Pour les cellules épithéliales polarisées, il existe enfin un
dernier type d'endocytose appelé transcytose vectorielle (MOSTOV &
SIMISTER, 1985), dans ce cas, la vésicule endosomale traverse la

cellule dfun p&le & l'autre. C'est le cas des IgA polymériques qui sont
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internalisées par la membrane basoclatérale de diverses cellules
épithéliales dont 1l'entérocyte (UNDERDOWN, 1986) et sont transportées

vers la membrane apicale.

II - STRUCTURES CELLULAIRES IMPLIQUEES DANS

L'ENDOCYTOSE

A - LE PUITS RECOUVERT ET LA VESICULE RECOUVERTE

Bprés que la fixation des 1ligands sur leurs récepteurs
membranaires, on constate qu'ils sont regroupés en des zones
particuliéres de 1la membrane plasmique qui ont, au microscope
électronique un aspect granuleux, d'ou leur nom de vésicules recouvertes
ou mantelées (coated-pits). Cet aspect granuleux est 4l a la)présence
d'une protéine, la clathrine, dont les caractéristiques ont été décrites
dans la revue de PEARSE & BRETSCHER (1988). Le terme clathrine
représente en fait une famille de protéines dont la forme majoritaire a
une masse moléculaire de 180 kDa. Aprés fixation des ligands sur les

récepteurs et regroupement des complexes dans le puits recouvert, ce
dernier s'invagine et se vésicularise pour aboutir a la formation d'une

vésicule dont la membrane externe est tapissée par la clathrine, d'oll

son nom de vésicule recouverte.

B - L'ENDOSQME

L'endosome (HELENIUS et al., 1983) ou réceptosome (PASTAN &
WILLINGHAM, 1983) est la wvésicule acide contenant 1les complexes
récepteur-ligand. Dés sa formation, la vésicule recouverte perd son

revétement de clathrine pour former un endosome (ROBINSON, 1987). Cet
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auteur a postulé que la perte de la clathrine permettait & la vésicule
endosomale de migrer vers la 2zone périnucléaire et a la membrane
endosomale de fusionner avec la membrane lysosomale.

Le terme endosome (ou réceptosome) regroupe en fait plusieurs
catégories de vésicules aux noms divers selon 1les auteurs et
correspondant aux différents stades de maturation de 1la vésicule
endosomale initiale (WALL et al., 1980; MARSH et al., 1982; BELCHER et
al., 1987; GORMAN et al., 1987; SCHMID et al., 1988; DUNN et al., 1989).
La vésicule formée aprés dissociation de la clathrine est appelée
endosome périmembranaire, endosome I, endosome primaire ou endosome
précoce et fait partie d'un systéme tubulo-vésiculaire appelé CURL
(Compartment of Uncoupling Receptors and Ligands) (GEUZE et al., 1983).
Cet endosome précoce va migrer le long des tubules et sera appelé
endosome tardif, endosome II, endosome secondaire ou endosome
périnucléaire, il fait partie du CURL périnucléaire. En 1985 ,
WILLINGHAM & PASTBN ont proposé que les termes réceptosome, endosome et
CURL identifiés par différents auteurs, désignent en fait les mémes
organites.

L'endosome va ensuite fusionner avec une vésicule lysosomale
émanant du réseau trans golgien ou TGN (Trans Golgi Network). Le
complexe golgien est une suite de compartiments membranaires qui peuvent
étre distingués selon leur réactivité cytochimique et leurs orientations
respectives : le cis-golgi situé face au reticulum, le media golgi et le
trans golgi, situé face aux granules sécrétoires (FARQVAR, 1985).
Récemment, un quatriéme compartiment a été mis en évidence : le TGN,
c'est un compartiment hétérologue formé de tubules et de vésicules. Le
TGN posséde un haut degré de variabilité dans la nature, la taille et 1la
complexité de ses différents constituants (GRIFFITHS et al., 1985, 1988,

1989; GRIFFITHS & SIMMONS, 1986).
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IIT - MECANISMES DE L'ENDOCYTOSE

A - FIXATION SUR LE RECEPTEUR

De nombreux ligands macromoléculaires ou particulaires peuvent se
fixer sur les cellules avant d'étre internalisés par endocytose
adsorptive. Ils peuvent &tre de nature trés variée : hormones, facteur
de croissance, lectines, toxines, anticorps, particules virales. La
fixation se fait toujours aprés reconnaissance d'une séquence
spécifique.

La spécificité de fixation peut &tre due a la partie protéique du
ligand (EGF) ou & la partie glucidique (asialotransferrine), dans le cas
général, le récepteur membranaire reconnait une séquence spécifique du
ligand, dans certains cas (virus, lectines, anticorps), c'est le ligand

qui reconnait des déterminants spécifiques membranaires.

B - FORMATION DU PUITS RECOUVERT

La formation du puits recouvert peut &tre antérieure a la fixation
des ligands sur les récepteurs ou, au contraire, &tre consécutive & la

formation des complexes récepteur-ligand.

1 - Puits recouverts préformés

La premiére observation de la présence d'un puits recouvert
contenant des récepteurs non couplés & leurs ligands a été faite pour
les récepteurs a LDL des fibroblastes humains (ANDERSON et al., 1976,
1977, 1982). Ces auteurs, utilisant des complexes LDL-ferritine puis des

anticorps anti-récepteurs fluorescents ont montré que la plupart des
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récepteurs étaient présents dans des puits recouverts préformés. La méme
observation a également été faite pour 1le récepteur hépatique des
asialoglycoprotéines (WALL et al., 1980) et pour le récepteur de la
sérotransferrine des cellules KB (WILLINGHAM et al., 1984). Ces derniers
auteurs ont montré que les puits recouverts contenant le récepteur de la
sérotransferrine étaient constamment internalisés et donnaient naissance
a des endosomes méme en l'absence de fixation de ligand, les récepteurs

étant recyclés par la suite.

2 - Rassemblement des complexes récepteur-ligand dans un puits

recouvert

Les premidres observations a ce sujet ont été faites avec le
récepteur de 1'EGF. Ce récepteur, comme beaucoup d'autres, est une
protéine transmembranaire qui a la particularité de diffuser
latéralement dans la membrane. En absence de fixatioﬁ de 1'EGF sur le
récepteur, il a été calculé que, statistiquement, un récepteur de 1'EGF
rencontre un puits recouvert toutes les trois secondes (PASTAN &
WILLINGHAM, 1981). Les mémes auteurs ont remarqué qu'aprés fixation des
ligands sur les récepteurs membranaires, les complexes formés migraient
et s'accumulaient dans les puits recouverts lorsque la température était
portée & 37°C. La fixation de 1'EGF serait responsable d'un changement
de conformation du récepteur, la nouvelle configuration du complexe
serait reconnue par un composant qui empé&cherait 1la migration des
récepteurs et provoquerait ainsi, & terme, une accumulation des
complexes dans les puits recouverts.

Des études récentes ont confirmé que la formation de la vésicule
recouverte par vésicularisation du puits recouvert, serait due & un

signal porté par la partie cytoplasmique des récepteurs membranaires
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(IACOPETTA et al., 1988) et regu par les "specific assembly proteins"

liées & la clathrine (VIRSKEY & BENNET, 1988).

C - FORMATION DE L'ENDOSOME

La vésicule endosomale se forme par vésicularisation du puits
recouvert qui forme une vésicule recouverte, qui perd son revétement de
clathrine et aboutir & la formation de l'endosome. Ce mécanisme est
inhibé par les basses températures (4°C) ou les inhibiteurs de fuseau
tels que la colchicine (ANDERSON et al., 1977; HELENIUS et al., 1977;
WALL et al., 1980). Aprés formation de l'endosome, la clathrine retourne
vers la membrane ol elle pourra se réassocier sur la face interne et
reformer d'autres puits recouverts (WILLINGHAM et al., 1981).

Constitutive de la membrane endosomale, une pompe & protons
ATP-dépendante a été décrite (XIE & STONE, 1986; 1988 ; ARAI et al.,
1988). Aprés la dépolymérisation de la clathrine, cette pompe provoque
une acidification de l'endosome. Le complexe récepteur-ligand, une fois

dans 1'endosome, peut avoir plusieurs destinées.

D - DEVENIR DES COMPLEXES ENDOCYTES

1 - Cas de la sérotransferrine : recyclage du ligand et du

récepteur

L'hypothése de l'endocytose de la sérotransferrine a été proposée
dés 1969 par MORGAN & APPLETON puis confirmée en 1971 par HEMMAPLARDH &
MORGAN. De nombreuses études ont depuis été réalisées sur des cellules
animales (OCTAVE et al., 1983, 1984) ou humaine en culture (Hep G2 et

K562) (CIECHANOVER et al., 1983a, 1983b; GEUZE et al., 1983; KLAUSNER et
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al., 1983; DAUTRY-VARSAT et al., 1983; DICKSON et al., 1983) et de
nombreuses revues générales lui ont &té consacrées : DAUTRY-VARSAT &
LODISH, (1984), PASTAN & WILLINGHAM, (1985), SUSSMAN et al., (1985),
WILEMAN et al., (1985), DAUTRY-VARSAT, (1986) et CRICHTON &
CHARLOTEAUX-WAUTERS, (1987).

Le cycle intracellulaire de la sérotransferrine (Fig. 3),
représente un cas particulier d'endocytose et d'exocytose. Cette
particularité s'explique par les différences d'affinité qu'ont les deux
formes de la protéine (saturée en fer et non saturée) pour le récepteur.
A pH 7,4, la sérotransferrine diferrique posséde une forte affinité pour
son récepteur tandis que la sérotransferrine non saturée en fer ne
posséde qu'une faible affinité pour son récepteur. En revanche, & pH 5,
1'aposérotransferrine forme, avec son récepteur, un complexe trés
stable.

Gridce & la trés forte affinité qu'’elle posséde pour son récepteur a
des pH proches de la neutralité, la sérotransferrine se fixe sur son
récepteur. Les complexes sont internalisés et se retrouvent dans les
endosomes. La pompe a protons ATP-dépendante de la membrane endosomale
provoque 1l'influx de protons H+ dans le milieu intravésiculaire et
finalement, l'acidification de 1l'intérieur de la vésicule Jjusqu'a pH
5,0-5,5, le fer est alors libéré de la sérotransferrine alors que cette
dernidre reste attachée & son récepteur, le complexe reste donc stable.
L'endosome est alors dirigé vers la membrane plasmique, par exocytose,
les complexes récepteur-sérotransferrine se retrouvent dans le milieu
extérieur de pH proche de la neutralité, pH auquel la sérotransferrine
dépourvue de fer, peu affine pour son récepteur, s'en détache et est

libérée.
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(DAUTRY-VARSAT, 1987).
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2 - Cas de 1'EGF : dégradation du ligand et du récepteur

L'EGF (Epidermal Growth Factor), en raison de son importance a fait
l'objet d'un grand nombre d'études. Parmi elles, beaucoup ont porté sur
son interaction avec des cellules humaines en culture (fibroblastes) et
sur son internalisation et son devenir intracellulaire (CARPENTER &
COHENS, 1979; HAIGLER et al., 1979; KING et al., 1980a,b, 1981; DICKSON
et al., 1983; HANOVER et al., 1984; PASTAN et al., 1985; GORMAN &
PORETZ, 1987). Le cas de 1'EGF (Fig. 4) représente un cas trés différent
de celui de la sérotransferrine. En effet, aprés fixation de 1'EGF sur
ses récepteurs, lesquels sont disposés de fagon homogénes a la surface
des cellules et non regroupés dans des puits recouverts (WILLINGHAM &
PASTAN, 1982; BEGUINOT et al., 1984), les complexes récepteur-EGF
finissent par &tre concentrés au niveau des puits recouverts et sont
internalisés pour finalement aboutir dans un endosome, ce dernier migre
le long des microtubules vers la zone périnuculéaire et fusionnne avec
un lysosome 5 & 10 minutes aprés l'endocytose, 1'EGF et son récepteur

seront détruits par les enzymes lysosomaux.

3 - Cas des asialoglycoprotéines : recyclage du récepteur et

dégradation du ligand

La clairance des asialoglycoprotéines du sang est assurée par un
récepteur hépatique lectinique qui reconnait les résidus de galactose en
position terminale (ASHWELL & MORELL, 1974, 1977). TOLLESHAUG (1981) a
proposé un schéma de 1l'endocytose des asialoglycoprotéines comprenant
cing grandes étapes (Fig. 5) : fixation des ligands sur les récepteurs,
internalisation des complexes et formation de vésicules recouvertes,

formation de l'endosome par dépolarisation de la clathrine et
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acidification de 1la vésicule endosomale, dégradation 1lysosomale du
ligand et recyclage du récepteur. Le cas du cycle intracellulaire des
asialoglycoprotéines représente le cas le plus général. Il existe en
effet de nombreux autres cas ol le récepteur est recyclé tandis que le
ligand (a-2-macroglobuline, insuline, LDL) est dirigé vers les lysosomes
pour étre dégradé.

La dissociation des complexes récepteur-ligand dans le milieu
intérieur de 1l'endosome est consécutive & la baisse du ©pH
intravésiculaire (BRIDGES et al., 1982; GEUZE et al., 1982, HARFORD et
al., 1983; WEIGEL & OKA, 1984. Ce phénoméne de dissociation des ligands
de leurs récepteurs a donné naissance au concept de CURL (GEUZE et al.,
1983, ensemble tubulo-vésiculaire dont font partie les endosomes. Dans
le cas d'endosomes ayant un disfonctionnement de la pompe & protons
(WILEMAN et al., 1985), les complexes récepteur-ligand ne sont pas
dissociés et retournent dans le milieu extérieur par 1'exocytose de
1l'endosome. La dissociation du complexe récepteur-ligand dans 1l'endosome
acide est suivie de la ségrégation entre le récepteur et le ligand,
précédant, d'une part, le recyclage du récepteur et, d'autre part, la

fusion avec le lysosome et la dégradation du ligand (WOLKOFF et al.,

1984).

4 - Cas de la transcytose : transport du ligand d'un pSle & 1l'autre

de la cellule

La transcytose (cu transcytose vectorielle) est le nom donné au
transport transcellulaire de nombreux ligands tels que les
immunoglobulines (MOSTOV & BLOBEL, 1983; MOSTOV & DEITSHER, 1986),
l'insuline (KING & JOHNSON, 1985), l'albumine (GHITESCU et al., 1986),

la thyroglobuline (HERZOG, 1983) et d'autres molécules encore. Ce
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phénoméne est trés courant dans les cellules épithéliales, et peut &tre
dans certains cas une voie alternative. Il a été en effet montré que la
plupart des cellules épithéliales pouvaient soit diriger le complexe
récepteur-ligand vers la voie de la dégradation lysosomale, soit le
transpofter a travers la cellule (WALL & MAACK, 1985). L'insuline, aprés
avoir s'étre fixée sur son récepteur adipocytaire est dégradée dans les
lysosomes, néanmoins, une quantité non négligeable de l'insuline fixée
est libérée & l'autre pdle de la cellule (MARSHALL, 1985). Dans le cas
de 1'EGF et de son récepteur des cellules MDKC (Madin-Darby Kidney
Cell), il a été constaté que la protéine internalisée pouvait &tre
tranportée d'un pdle & l'autre de la cellule, ou &tre dégradée ou encore
8tre recyclée, c'est & dire exocytée du cbté oll elle avait é&té
internalisée (MARATOS-FLIER et al., 1987). Il a été postulé que la
phosphorylation des résidus de sérine des récepteurs serait responsable
de 1l'engagement des complexes dans une voie ou dans une autre (BEGUINOT
et al., 1985; NAMBI et al., 1985).

Dans le cas de 1l'entérocyte, un transport transépithélial de
certaines protéines a été démontré, notamment pour la HRP (HorseRadish
Peroxidase) dont la transcytose a été mise en &évidence chez différentes
espéces de mammiféres, dont 1'Homme et dans un modéle de cellules
intestinales humaines en culture : les cellules Caco-2 (HEYMAN et al.,
1982, 1986 ,1988, 1990); et pour les protéines du lait (MARCON-GENTY et
al., 1989), pour lesquelles il a été montré que 90 % sont dégradées par
voie lysosomale et 10 % transportées sous une forme intacte et

antigéniquement active & l'autre pdle de la cellule.

5 - Cas des virus et des toxines : libération du ligand dans le
cytosol

Les gquatre processus décrits auparavant correspondent aux
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différents moyens utilisés par les cellules pour internaliser et
utiliser les molécules biologiques, souvent sécrétées par l'organisme
auquel appartiennent les cellules. Il existe d'autres cas ou les
cellules internalisent des particules ou molécules biologiques provenant
d'autres organismes. Ainsi, la plupart des wvirus et de toxines
bactériennes ou végétales peuvent se fixer sur des sites de la membrane
plasmique (OLSNES & SANDVIG, 1985), par exemple, la toxine de la graine
de ricin (Ricinus communis L) se fixe sur les résidus de galactose des
glycoprotéines membranaires grdce & une lectine RCA II (Ricinus Communis
Agglutinin II) (OLSNES & PIHL, 1982). La toxine cholérique et la toxine
d'E. coli peuvent se lier aux gangliosides membranaires GM1 (HOLMGREN,
1981). Apres la fixation, ces composés sont internalisés via 1la
formation d'une vésicule recouverte, puis d'un endosome. Une fois que
1l'endosome a perdu son revétement de clathrine, l'action de la particule
virale ou de la toxine provoque la rupture de la membrane endosomale et
la libération dans le cytoplasme du contenu de 1l'endosome (DICKSON et

al., 1981; KEEN et al., 1982; FITZGERALD et al., 1983).

IV - CONCLUSION

Les cellules HT 29 différenciées en entérocytes vont permettre
d'étudier les modalités d'internalisation de la lactotransferrine. En
effet, si l'endocytose de la sérotransferrine est bien connue, aucune
étude de l'internalisation de la lactotransferrine n'a jusqu'a présent
été décrite. La connaissance de ce phénoméne permettra de savoir si,
comme la sérotransferrine, 1la lactotransferrine possdde un cycle
intracellulaire particulier ou si, au contraire, l'endocytose de la
lactotransferrine est similaire aux divers cas généraux décrits dans ce

chapitre.
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I - INTRODUCTION

Le but principal de cette étude est de savoir si les cellules HT 29

Glc(-) différenciées en entérocytes possédent des récepteurs pour la
lactotransferrine humaine. La présence de ces récepteurs a également été
recherchée sur la souche indifférenciée des cellules HT 29 afin de voir
si 1l'expression du récepteur pouvant &tre une des manifestations de la
différenciation entérocytaire des cellules HT 29.
L'étude de 1la fixation de 1la lactotransferrine sur des fractions
cellulaires solubilisées a été également entreprise. Cette technique
nous a permis d'étudier 1l'évolution du nombre et de la localisation des
récepteurs de la lactotransferrine. |

Toutes les études réalisées avec la lactotransferrine humaine ont
8té répétées avec la sérotransferrine dans le but de comparer le
comportement de ces deux transferrines vis-a-vis des deux souches de
cellules HT 29.

Enfin, aprés avoir mis en évidence la présence de récepteurs
membranaires de la lactotransferrine dans les <cellules HT 29
différenciées en entérocytes, nous avons entrepris 1'étude de
l'internalisation de la lactotransferrine par ces cellules.

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés a définir la cinétique
d'internalisation de la lactotransferrine. Puis 1'étude a été poursuivie
par celle de la localisation et de 1la dégradation de 1la
lactotransferrine internnalisée.

Les résultats obtenus ont été confirmés par l'utilisation d'inhibiteurs

de 1l'endocytose et des lysosomes.
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II MATERIELS ET METHODES

A - MATERIEL CELLULAIRE

1 - CULTURE DES CELLULES

Les cellules HT 29 ont été établies en culture permanente & partir
d'un adénocarcinome colique humain (FOGH & TREMPE, 1975). Le milieu de
base pour la culture des lignées différenciées et indifférenciées des
cellules HT 29 est le Milieu Essentiel de Eagle modifié par Dulbecco
(DMEM) préparé sans glucose (Eurobio, France). Ce milieu est complémenté
par 2,5 mM d'inosine (Sigma, USA), 1 % de pénicilline-streptomycine et
10 % de sérum de Veau foetal décomplémenté (30 min & 56°C) et dialysé
pendant 3 Jjours contre une solution isotonique de chlorure de sodium

(150 mM) afin d'éliminer toute trace de glucose présent dans le sérum.

a - Cellules indifférenciées.

Les cellules HT 29 indifférenciées se multiplient dans le milieu
décrit plus haut, complémenté par du glucose (25 mM) et de 1l'inosine
(2.5 mM). Ces cellules, dénommées HT 29 Glc(+), sont entretenues par
repiquage hebdomadaire. Les cellules préconfluentes (7éme jour) sont
détachées par trypsinisation (0,25 % de trypsine dans une solution de
tampon phosphate salin (PBS)) de pH 7,4 contenant 3 mM 4d'EDTA pendant 10

min & 37°C. Les cellules détachées sont recueillies par centrifugation

Les souches différenciées et indifférenciées des cellules HT 29 nous ont
été fournies par le Dr. G. TRUGNAN (Unité de Recherche sur le
Métabolisme et la Différenciation des Cellules en Culture, INSERM U 178,
H6pital Broussais, Paris) que nous remercions vivement.



64

et resuspeﬁdues dans du milieu contenant 10 % de SVF ; le sérum de Veau,
riche en jinhibiteurs de la trypsine, arréte l'action de 1l'enzyme. Les
cellules sont ensuite rincées dans ce milieu par centrifugation et
resuspension. Le nombre de cellules vivantes est estimé par comptage
dans une cellule de Malassey aprés coloration par le Bleu Trypan. Les
cellules sont ensemencées & la concentration de 106 cellules par 25 cm2

et laissées au repos pendant 48 h.
b - Cellules différenciées.

Pour ces cellules, le milieu décrit plus haut (DMEM + 10 % SVF) est
utilisé sans adjonction de glucose; ce dernier étant l'agent dont
l'absence contribue & induire et & maintenir la différenciation. En
absence de glucose, la source carbonée utilisée par les cellules, que
nous appellerons désormais HT 29 Glc(-), est 1l'inosine. Concernant
l'entretien de la souche, lés manipulations sont identiques & celles
décrites plus haut pour les cellules HT 29 Glc(+). Dans le cas des
cellules HT 29 Glc(-), le glucose libéré par le métabolisme cellulaire
peut provoquer la dédifférenciation et la mort des cellules, c'est

pourquoi le changement quotidien du milieu est nécessaire.

2 - PREPARATION DES EXTRAITS CELLULATRES

a - Préparation des homogénats cellulaires.

Les différents extraits cellulaires que nous avons utilisés ont été
préparés par la métho@g de SCHMITZ et al. (1973). Les cellules sont

détachées & 4°C & l'aide d'un grattoir dans 2 ml de tampon Tris (2mM),

mannitol (50 mM), pH 7,1 contenant les inhibiteurs de protéases suivants
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dans les concentrations indiquées : antipaine (1 ug/ml), benzamidine
(17,5 pg/ml), phényl-méthyl-sulfonylfluoride (PMSF, 1mM), pepstatine
(1ug/l) et aprotinine (10 pg/ml). Les cellules sont transferées dans un
homogénéiseur de Dounce et homogénéisées dans le tampon décrit plus haut
4 4°C (une vingtaine d'allers-et-retours). L'homogénat obtenu est
ensuite soumis & sonication (30 secondes).

A partir de cet homogénat obtenu de la méme fagon des cellules HT
29 Glc(-) et Glc(+), deux protocoles différents sont utilisés pour 1la

préparation des extraits des deux souches.

a - Préparation d'extraits cellulaires de HT 29 Glc(+).

L'homogénat obtenu, que nous appellerons H(+), est additionné
de CaCl2 jusqu'a la concentration finale de 18 mM et laissé au repos 30
min dans la glace. Par centrifugation (2000 g, 20 min, 4°C), deux
fractions ont été obtenues
- 8(+), qui représente la partie cytosolique ainsi que les
organites intracellulaires ;
- P(+), qui représente la fraction membranaire & laquelle sont associés

les noyaux et les débris cellulaires précipités.

B - Préparation d'extraits cellulaires de HT 29 Glc(-).

L'homogénat cellulaire (H) provenant des cellules HT 29 Glc(-)
est additionné de CaCl2 jusqu'a la concentration de 18 mM. Il est laissé
au repos pendant 30 min & 4°C et agité de temps en temps. Puis une
centrifugation (950 g, 10 min, 4°C) donne deux fractions : Pl et S1. Pl

correspond selon SCHMITZ et al. (1973) aux membranes basolatérales qui

précipitent en présence du chlorure de calcium, aux noyaux et aux autres
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débris cellulaires insolubles. La fraction S1 est centrifugée (33 500 g,
30 min, 4°C) pour obtenir deux fractions : S2 quiArepresente la fraction
cytosolique, et P2, fraction enrichie en vésicules de bordure en brosse.
Le culot P2 est resuspendu dans un tampon phosphate de sodium (10 mM),

-~

pPH 6.9 et utilisé de suite ou congelé a -40°C jusqu'a utilisation.

3 - DOSAGE DES ENZYMES MARQUEURS.

L'activité de différents enzymes marqueurs de la bordure en brosse
est mesurée dans les différentes fractions préparées afin de suivre la
différenciation des cellules HT 29 Glc(-). En effet, les hydrolases
membranaires des entérocytes ont été décrites comme étant présentes dans
les cellules différenciées et absentes des cellules indifférenciées
(PINTO et al., 1982 ; ZWEIBAUM et al., 1983 ; WICE et al., 1985 ;
ZWEIBAUM, 1986).

Les activités sucrase-isomaltase (EC 3.3.1.48) et aminopeptidase-N
(EC 3.4.14.5) sont déterminées selon les méthodes respectives de MESSER
& DAHLQVIST (1966) et de MARQUX et al. (1973) utilisant la L-alanine

p-nitroanilide comme substrat.

4 - SOLUBILISATION DES EXTRAITS MEMBRANAIRES.

Les différents extraits cellulaires ont é&té solubilisés par le
Triton X-100 selon la technique et dans les conditions utilisées au
laboratoire pour scolubiliser les vésicules de la bordure en brosse
d'entérocytes de Souris (HU et al., 1988). Les culots [Pl, P2 ou P(+)]
sont resuspendus dans un tampon contenant NaCH/Mes 10 mM, pH 7,4 ; NaCl
150 mM, 0,1 % (p/v) Triton X-100 et les inhibiteurs de protéases décrits

plus haut. Aprés sonication (2 min) les homogénats sont laissés dans la
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glace pendant 30 min et agités périodiguement. Les homogénats sont
ensuite centrifugés (120 000 g, 4°C, 60 min). Les surnageants sont
recueillis et utilisés de suite ou conservés a -40°C pour utilisation

ultérieure.

B - PREPARATION DES TRANSFERRINES

1 - PURIFICATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

La méthode utilisée pour préparer la lactotransferrine humaine est
celle mise au point au Laboratoire (CHERON et al., 1977 ; SPIK et al.,
1982). Le lait est délipidé (45 min, 2000 g, 4°C) et décaséiné par
précipitation de la caséine & pH 4,6 avec de 1'HC1 3 N. Aprés dialyse
pendant 3 jours contre de l'eau permutée, le précipité est éliminé par
centrifugation (2000 g, 30 min, 4°C).

Le lactosérum obtenu est chromatographié a 4°C sur une colonne de
SP-Sephadex G-50 stabilisée dans l'acétate de sodium 0,22 M . Aprés
lavage par une solution d'acétate de sodium 0,22 puis 0,4 M, la
lactotransferrine est éluée par une solution d'acétate de sodium 1 M.
L'éluat est ramené & une concentration en acétate de sodium de 0,22 M et
réinjecté sur une colonne de SP-Sephadex G-50, 1'élution se fait par un

-~

gradient discontinu en acétate de sodium de 0,3 & 1 M.
2 - PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE NON SATUREE EN FER
L'apo-lactotransferrine est préparée selon la méthode mise au point

et décrite par MAZURIER et al. (1983). La lactotransferrine native est

dissoute dans un tampon formiate de sodium 0,2 M, phosphate de sodium
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0,2 M, EDTA 40 mM, pH 4 et laissée au repos pendant 24 h 3 4°C. La

solution est ensuite dialysée 3 Jjours contre le tampon d'utilisation.

3 - SATURATION EN FER DE LA LACTOTRANSFERRINE

La protéine est dissoute dans un tampon acétate de sodium 0,1 M,
bicarbonate de sodium 0,1 M, pH 8,2 (tampon d'AZARI & BAUGH, 1967). Le
fer est ajouté sous forme de citrate ferrique (obtenu en dissolvant 260

mg de chlorure de fer (FeCl 6 H20) dans 10 ml du tampon décrit plus

3!
haut (acétate/bicarbonate). La quantité de citrate ferrique ajoutée pour
saturer totalement la protéine est de 1,6 pg de fer par mg de protéine,
ce qui représente 110 % de la quantité théorique. Aprés 3 heures de

repos, le fer libre est éliminé par dessalage sur une colonne de

Sephadex G-25 équilibrée dans le tampon d'utilisation.

4 - PREPARATION DES SEROTRANSFERRINES

La sérotransferrine nous est fournie par la firme Behring. Les
méthodes de saturation et de désaturation de la sérotransferrine sont
les mémes que celles utilisées pour 1la lactotransferrine et déja

décrites.

5 - MARQUAGE DES TRANSFERRINES

La méthode de marquage utilisée est la méthode & 1'Iodo-Gen, selon

la technique décrite par la firme Pierce.
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a - Réactifs.

L'Iodo-Gen (1,3,4,6-tétrachloro-3a,6a-diphényl glucoril est
dissous dans du chloroforme (1 mg/ml). Des fractions de 200 pl sont
réparties dans des tubes en verre et le chloroforme est éliminé par
évaporation sous azote.

L'iode radioactif (NaleI) sans entraineur (3,7 MBg/ml, 300 mCi/ml)

est fourni par la firme Amersham.

b - Mode opératoire.

La protéine est dissoute dans le PBS (0,4 mg/ 0,2 ml), la
solution est additionné 2 pl de NalZSI dans le tube contenant
1'Todo-Gen. La réaction est effectuée & 4°C, sous agitation. Au bout de
20 min, la solution est dessalée sur une colonne de Sephadex G-25 (2 x
15 cm) équilibrée dans le PBS. Des fractions de 200 pl sont recueillies,
leur radioactivité est mesurée dans un compteur gamma (Compugamma, LKB).

Les rendements de marquage sont de l'ordre de 90 %. Les radioactivités

spécifiques sont de l'ordre de 1 & 2 x 10 6 cpm/ug.

C ETUDE DE L'INTERACTION DES TRANSFERRINES AVEC LES CELLULES HT 29

1 - FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

Les cellules, mises en culture selon les conditions précédemment
décrites, sont lavées par du milieu de culture et mises & incuber
pendant une heure & 4°C dans du milieu de culture.

Les boites de puits (Nunc-Delta ou Limbro) sont alors vidées et le
milieu rajouté (DMEM + SVF 10 %) contient des concentrations croissantes
en lactotransferrine radio-iodée. Le volume de réaction est de 300 pl

pour les boites de 24 puits (Limbro) et de 400 pl pour les boites de 12
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puits (Nunc-Delta). Les incubations se font pendant une heure & 4°C dans
une chambre d'incubation saturée en C02.

Chaque concentration de lactotransferrine est utilisée en triple
exemplaire. Afin d'estimer 1la fixation non spécifique, certaines
incubations sont réalisées en présence de lactotransferrine non marquée
100 fois en excés molaire.

En fin d'incubation, une fraction aliquote est prélevée afin de
déterminer la quantité de lactotransferrine libre. La réaction est
ensuite arrétée par élimination du milieu réactionnel. Les cellules sont
ensuites lavées trois fois par du PBS complémenté par du CaCl2 10 mM.
Les cellules sont récupérées par de la soude 0,1 N (2 x 150 pl pour les
boites de 24 puits et 2 x 200 pl pour les boites de 12 puits) et 1la
radioactivité attachée aux cellules est ensuite comptée.

Dans le' cas de 1'étude de la fixation de l'apo-lactotransferrine,

le milieu de fixation est préparé avec du DMEM spécialement préparé sans

fer.

2 - FIXATION DE LA SEROTRANSFERRINE

Pour l'étude de 1la fixation de 1la sérotransferrine, le milieu
d'incubation est le DMEM complémenté par de la sérum albumine bovine a
la concentration de 1%. Le sérum de Veau foetal, utilisé pour 1l'étude de
la fixation de 1la lactotransferrine contient de la sérotransferrine

bovine qui pourrait interférer dans le dosage du récepteur.

3 - DOSAGE DES PROTEINES

La concentration en protéines est déterminée selon la méthode de

LOWRY et al. (1951) modifiée par PETERSON (1977).
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4 - EXPRESSION DES RESULTATS

Apreés détermination des quantités de protéine 1libre en fin
d'incubation et fixée spécifiquement et non spécifiquement et apreés
soustraction de la quantité de protéine fixée non spécifiquemment, les
résultats sont exprimés d'une part sous la forme de la courbe de
saturation donnant la quantité de protéine fixée en fonction de 1la
quantité de protéine libre dans le milieu en fin d'incubation et,
d'autre part, selon la représentation de SCATCHARD (1949).

Le représentation selon Scatchard fait apparaitre l'existence d'une
ou de plusieurs catégories de sites de fixation d'un ligand sur ses
récepteurs membranaires. En représentant la quantité de ligand fixé (B)
divisée par la quantité de 1ligand 1libre (F) en fonction de 1la
concentration en ligand fixé, on obtient une droite dont la pente est
égale & -Ka qui représente la constante d'affinité (dont 1'inverse donne

le Kd ou constante de dissociation) et dont 1l'intersection avec l'axe

des abscisses donne n qui est le nombre de sites par cellule.

5 ~ CINETIQUE DE FIXATION

La cinétique de fixation de la lactotransferrine humaine sur les
cellules HT 29 Glc(-) a été déterminée & 4°C. Les cellules sont mises a
incuber avec du milieu (DMEM + 10 % SVF) contenant une concentration
fixe de lactotransferrine (200 nM). A des temps variéé, la réaction est
arrétée par aspiration du milieu, les cellules sont lavées trois fois
par du PBS, décrochées mécaniquement dans du PBS et leur radiocactivité

est mesurée dans un compteur gamma.
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6 - ETUDE DE LA REVERSIBILITE DE FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

La réversibilité de fixation de 1la lactotransferrine sur les
cellules HT 29 Glc(-) a été vérifiée en incubant les cellules avec du
milieu (DMEM + 10 % SVF) contenant de la lactotransferrine radio-iodée a
la concentration de 200 nM. Au bout de 15 min (plateau de saturation
atteint), 100 pl de solution de lactotransferrine non marquée (10 mg/ml)
sont ajoutés. A la suite de l'addition du ligand froid, la réaction est
arrétée & des temps variés par aspiration du milieu , les cellules sont

lavées trois fois comme pour 1l'étude de la cinétique de fixation.

D - ETUDE DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE ET DE LA
SEROTRANSFERRINE SUR LES EXTRAITS CELLULAIRES SOLUBILISES ET

DEPOSES SUR MEMBRANE DE NITROCELLULOSE.

Les études ont été réalisées afin d'étudier, d'une part,
1'influence du pH sur la fixation des transferrines et, d'autre part, la
fixation de ces protéines sur des compartiments cellulaires

inaccessibles lors de 1l'étude sur des cellules entiéres en culture.

1 - EFFET DU pH DU MILIEU SUR LA FIXATION DES TRANSFERRINES SUR LES

EXTRAITS CELLULAIRES SOLUBILISES DES CELLULES HT 29 Glc(-).

L'effet du pH a été étudié en incubant les carrés de membrane
nitrocellulose entre pH 5 et 8 dans les conditions suivantes :
-pH 5 : 25 mM d'acétate de sodium ; -pH 6 : 25 mM de Mes ; -pH 7 : 25 mM
de Mops ; -pH 8 : 25 mM de Tris ; tous les tampons contenant 10 mM

CaClZ, 0,25 M NaCl et 0,1 % Triton X-100.
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Lorsque les études ont é&été réalisées avec des transferrines
desaturées en fer, le milieu d'incubation a été complémenté avec 100 uM
de desferrioxamine afin dJd'emp&cher les transferrines de se charger du

fer éventuellement contenu dans le milieu.

2 - ETUDE DE LA FIXATION A pH 7,4 DES TRANSFERRINES SUR LES
FRACTIONS SUBCELLULATIRES SOLUBILISEES DES CELLULES HT 29 Glc(-)

ET Glc(+) AGEES DE 20 JOURS

Les différents extraits cellulaires solubilisés sont déposés sur
des carrés de nitrocellulose (1 x 1 cm). La feuille de nitrocellulose
est ensuite saturée dans le tampon d‘'incubation : NaOH/Mes (pH 7,4),
NaCl 150 mM, 0,1 % Triton X-100 dans lequel du Triton est rajouté

Q,

jusqu'a atteindre la concentration de 2 %. La feuille de nitrocellulose
est ensuite incubée dans le milieu d'incubation contenant des
concentrations variables de transferrine radio-iodée. Aprés lavage par
le PBS (2 fois), la feuille de nitrocellulose est séchée, découpée et
chaque carré est compté au compteur gamma. La fixation non spécifique
est estimée de deux fagons: en incubant certains carrés de
nitrocellulose (sur lesquels a ¢été déposé du matériel cellulaire
solubilisé) en présence d'un fort excés molaire ( x 100 ) de
transferrine non marquée, et, d'autre part, en incubant des carrés de

nitrocellulose vierges dans les mémes conditions que les carrés de

nitrocellulose sur lesquels du matériel cellulaire a été déposé.

3 - ETUDE DE LA FIXATION DES TRANSFERRINES SUR LES FRACTIONS

OBTENUES A PARTIR DE CELLULES HT 29 Glc(-) D'AGES DIFFERENTS.

L'étude a été entreprise sur des cellules agées de 5, 12, 19 et 26
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jours, dans les conditions décrites plus haut (pH 7,4), afin de suivre
1'évolution, au cours du temps, la fixation des transferrines dans les

différentes fractions.

E - ETUDE CINETIQUE DE L'INTERNALISATION

Dans un premier temps, les cellules et les différents milieux
réactionnels sont amenés a la température de 4°C pendant 30 min.

Les cellules sont incubées pendant 1 h & 4°C avec du milieu de
culture sans sérum de Veau foetal, contenant de la lactotransferrine
humaine radioc-iodée & une concentration saturante (de 100 a 200 nM).
Pendant cette premiére étape, dite de saturation des sites de fixation,
la lactotransferrine se fixe sur ses récepteurs membranaires & une
température qui inhibe tout mouvement ou métabolisme membranaire. Aprés
une heure, le milieu est aspiré et les cellules sont lavées trois fois
par du PBS froid.

Les cellules sont ensuite mises & incuber & 36°C dans du milieu de
culture (sans sérum de Veau foetal), sans lactotransferrine et
préchauffé a 36°C durant 30 min. Cette seconde incubation, qui permet au
métabolisme cellulaire, et membranaire en particulier, de s'exprimer
dure des temps qui varient, selon les expériences, de 1 & 90 min. Au
temps d'arrét de la réaction, les cellules sont placées dans la glace,
le milieu est enlevé et conservé pour analyse, les cellules sont ensuite
lavées trois fois par du PBS froid.

Les cellules sont traitées pendant 10 min par de l'acide acétique
0,2 M dans du NaCl 500 mM (HAIGLER et al., 1980). Ce tampon acide a pour
effet de faire cesser toute interaction entre la lactotransferrine et

ses récepteurs membranaires. Recueilli par aspiration, le milieu sera

ensuite analysé et rendra compte de la lactotransferrine marquée encore
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fixée sur les membranes en fin d'incubation & 36°C. Les cellules sont
ensuite lavées trois fois par du PBS froid.

Les cellules sont ensuite décrochées par grattage mécanique dans du
PBS contenant les inhibiteurs de protéases suivants (1mM) : PMSF, DTT,
aprotinine et O-phénanthroline. La radiocactivité encore 1liée aux
cellules aprés traitement par l'acide sera mesurée et rendra compte de
la radioactivité intracellulaire.

Un certain nombre de contrdles ont été nécessaires pour confirmer
ou affiner les résultats obtenus

a) Afin de déterminer la spécificité des phénoménes enregistrés,
certaines incubations ont été réalisées de la méme fagon que
précédemment avec, toutefois, une différence au niveau de la premiére
incubation, faite en présence d'un fort excés molaire (100 x) en
lactotransferrine non marquée.

b) Afin de faire la différence entre 1les phénoménes actifs
spécifiques et les phénoménes aspécifiques tels que la dissociation de
la lactotransferrine des membranes lors de l'incubation a 36°C par la
simple loi de 1l'équilibre, des incubations a 4°C ont été réalisées
parallélement aux incubations & 36°C. Hormis la température, il n'y a
pas de différence au niveau du protocole, notamment aprés la saturation
a la suite de laquelle le milieu est aspiré, les cellules lavées et du

milieu non radioactif est ajouté.

F - ETUDE DE LA LOCALISATION CELLULAIRE DE LA LACTOTRANSFERRINE

INTERNALISEE

Poursuivant notre étude de 1'internalisation de la
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lactotransferrine par les cellules HT 29 Glc(-), nous avons recherché la
localisation intracellulaire de la lactotransferrine internalisée par
les cellules.

Pour cela, les cellules ont été incubées de la méme fagon que
précédemment, c'est & dire successivement & 4°C avec de la
lactotransferrine radio-iodée, puis aprés une étape de ringage, & 36°C

dans du milieu ne renfermant pas de lactotransferrine.
1 -~ CENTRIFUGATION DES HOMOGENATS CELLULAIRES

Apreés décrochage acide de la lactotransferrine marquée
résiduellement attachée aﬁx membranes et lavage des cellules, ces
derniéres ont été détachées par grattage mécanique dans 6 ml de tampon
Hépés 20 mM, saccharose 250 mM, pH 7,5 supplémenté avec les inhibiteurs
de protéases suivants (1 mM): PMSF, DTT, aprotinine et O-phénanthroline.
Les cellules sont lysées (Dounce puis sonication) et les membranes et
les noyaux éliminés par centrifugation (15 min, 10 000 rpm, 4°C). A 5,5
ml de surnageant, 4,5 ml de Percoll (Pharmacia) contenant de 1'Hépés (20
mM) et du saccharose (250 mM) sont ajoutés et le mélange est amené pH
7.5, l'ensemble est centrifugé (90 min, 60 000 rpm, 4°C). Apreés
centrifugation, 20 fractions de 500 pl sont recueillies pour analyse des

enzymes marqueurs et comptage de la radioactivité.
2 - DOSAGES DES ENZYMES MARQUEURS
a - Enzymes marqueurs des compartiments lysosomiaux

La phosphatase acide et la N-acétyl-B-D-hexosamidase ont
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été choisies comme enzymes marqueurs du lysosome. Elles ont été dosées
selon la méthode établie par BARRETT (1972) avec le para-nitrophényl
phosphate (PNP-P) et 1le para-nitrophényl-g-D-N-acétylglucosaminide
(PNP-G) comme substrat.

Brigvement, & 100 pl d'extrait & doser sont ajoutés 50 pl de tampon
acétate 100 mM (pH 4) et 50 pl de PNP-P ou de PNP-G en tampon acétate
(pH 4) de maniére a obtenir une concentration finale en substrat de 2mM.

Le milieu réactionnel est ensuite incubé & 36°C pendant 30 min. La
réaction est arrétée par addition d'un volume d'éthanol a -20°C,
l'ensemble est centrifugé (10 min, 3000 rpm). A 200 ul de surnageant
sont ajoutés 300 pl de Na,Co, 1M, si la réaction est positive, il se

2773

développe une coloration jaune ayant un maximum d'absorption a 420 nm.

b - Enzyme marqueur de l'appareil de Golgi

La sialyltransferase a été choisie comme enzyme marqueur
de l'appareil de Golgi. Le protocole de dosage est celui établi par
Beauvois et al. (1982), wutilisant 1l'asialofétuine comme accepteur

exogéne.

G - ETUDE DE LA DEGRADATION DE LA LACTOTRANSFERRINE APRES

INTERNALISATION

La lactotransferrine humaine que nous avons utilisée pour

cette étude a été chromatographiée sur une colonne de Sephadex G-75 (1,2

mx 1,5 cm) afin d'obtenir une protéine pure, débarassée des fragments
d'hydrolyse trypsique ménagée qui la contaminent.

Afin d'éviter toute erreur d'interprétation due & la présence

d'iode libre contaminant la protéine apres marquage, la
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lactotransferrine a &té dessalée, avant les manipulations, sur une
colonne de Sephadex G-75 (30 x 0,9 cm).

Les cellules sont incubées successivement a 4°C puis a 36°C avec de
la lactotransferrine marquée. Trois fractions sont recueillies & chaque
temps étudié qui sont les milieux d'incubation a 36°C, les fractions
membranaires et les fractions intracellulaires recueillies de la fagon
suivante : aprés lavage, les cellules sont détachées dans 1 ml de PBS
(avec les agents antiprotéasiques déja décrits) et.homogénéisées, la
fraction intracellulaire est préparée par centrifugation de 1'homogénat.

Les trois fractions recueillies aprés différents temps d'incubation
a 36°C sont ensuite déposées sur la colonne de Sephadex G-75 décrite
précédemment (30 x 0,9 cm), 20 fractions de 0,5 ml sont recueillies la
radiocactivité de chaque fraction est mesurée.

Cette colonne de Sephadex G-75 a également été calibrée avec de la
lactotransferrine bovine et les fragments d'hydrolyse trypsique de cette
protéine (le domaine "N", le domaine "C" et le domaine "N2", ceci afin
de vérifier que la résolution de la colonne n'était pas suffisante pour
séparer les divers fragments de la protéine. Il a été en effet constaté
que la lactotransferrine bovine avait, sur la colonne de Sephadex G-75

utilisée, le méme 'profil d'élution que ses fragments d'hydrolyse

trypsique.

H - EFFETS DES INHIBITEURS SUR L'INTERNALISATION DE LA

LACTOTRANSFERRINE

Quatre inhibiteurs différents ont été utilisés pour déterminer
leurs effets sur 1l'internalisation de la lactotransferrine par les

cellules HT 29 Glc(-)
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- La colchicine, qui est un inhibiteur des microtubules et qui
empéche les mouvements d'endocytose ;

- Le carbonyl cyanide chlorophénylhydrazine (CCC) et la monensine
qui blogquent le fonctionnement de la pompe a protons des vésicules
acides de la cellule et empéche ainsi le fonctionnement des enzymes de
ces compartiments ;

- La chloroquine, amine exogéne qui inhibe 1l'acidification des

vésicules acides.
1 - DETERMINATION DE LA CONCENTRATION EFFICACE DES INHIBITEURS

Afin de déterminer la concentration efficace de chaque
inhibiteur, ies cellules HT 29 Glc(-) ont été traitées avec différentes
concentrations de chaque inhibiteur (de 10 M & 10 mM) . C'est a dire la
concentration maximale qui permet la survie des cellules jusqu'en fin
d'expérimentation.

Les cellules sont traitées avec chaque concentration en inhibiteur
de la maniére suivante:

- Préincubation de 30 min & 36°C avec l'inhibiteur étudié puis mise
a température des cellules & 4°C pendant 30 min ;

- Le milieu est ensuite changé par du milieu refroidi (4°C)
contenant la concentration en inhibiteur é&étudiée, les cellules sont
laissées & 4°C pendant 60 min ;

- Changement de milieu par du milieu préchauffé & 36°C contenant la
méme concentration en inhibiteur et incubation pendant une heure & 36°C
(durée maximale des manipulations réalisées en présence d'inhibiteur) ;

- Le milieu est ensuite enlevé et les cellules sont traitées par le

bleu Trypan et examinées au microscope afin d'évaluer leur viabilité

aprés les différentes manipulations de milieu et de température.
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La concentration choisie pour chaque inhibiteur est celle pour
laquelle plus de 95 % des cellules sont vivantes (non colorées par le
bleu Trypan) en fin de traitement.

Les concentrations efficaces en inhibiteurs ainsi déterminées sont
les suivantes : 10 pM pour la colchicine, 1 mM pour la monensine et 100

UM pour le CCC et la chloroquine.

2 - ETUDE DES EFFETS DES INHIBITEURS SUR L'INTERNALISATION ET

LE DEVENIR DE LA LACTOTRANSFERRINE

Pour chaque expérience, les cellules, avant le traitement a
4°C, sont incubées pendant 30 min avec 1l'inhibiteur & la concentration
déterminée préalablement. L'étude cinétique de l'internalisation de la
lactotransferrine en présence d'inhibiteur est réalisée de la méme fagon
que 1'étude en absence d'inhibiteur.” Chaque milieu d'incubation
contenant 1'inhibiteur & sa concentration définie comme efficace.

L'étude de la localisation de la lactotransferrine internalisée et
1'étude de la dégradation de la protéine sont réalisées de la méme fagon

en présence d'inhibiteurs qu'elles 1l'avaient &té sans inhibiteur.



RESULTATS 1T parTIE

Etude de la fixation de la
lactotransferrine et de
la sérotransferrine humaines
rar les cellules HT 29
différenciéces

et indifférenciéces
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A - COMPARAISON DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERINE ET DE LA
SEROTRANSFERRINE NON SATUREES EN FER SUR LES CELLULES HT 29

DIFFERENCIEES ET NON DIFFERENCIEES

1 - COMPARAISON DE LA DIFFERENCIATION DES CELLULES HT 29 Glc(-) ET

HT 29 Glc(+)

La sucrase et l'aminopeptidase-N ont été choisies pour évaluer le
degré de différenciation des cellules HT 29. en entérocytes. Plus
précisément, c'est le rapport de l'activité de ces deux enzymes dans les
fractions membranaires [P(+) et P2] sur leur activité dans les
homogénats cellulaires de départ [H(+) et H].

Les résultats (Tableau III) montrent un enrichissement P2/H de 5,9
pour la sucrase et de 2,1 pour l'aminopeptidase-N pour des cellules HT
29 Glc(-) différenciées et &dgées de 20 Jjours. Les cellules
indifférenciées du méme &ge ont, pour ces mémes enzymes, des
enrichissements respectifs P(+)/H(+) de 1,8 et de 0,9. Ces résultats,
tout & fait comparables a ceux décrits par d'autres (TRUGNAN et al.,
1987) nous confirment donc que les cellules HT 29 Glc(-) ont développé
une différenciation entérocytaire, en effet, l'activité sucrasique,
quasiment absente des cellules HT 29 Glc(+) est présente dans les
cellules cultivées dans des conditions permettant la différenciation.

L'étude de 1l'évolution comparée des rapports P2/H et P(+)/H(+) a
montré que la différenciation était trés avancée pour des cellules &dgées
de 20 jours. Ce sont donc des cellules HT 29 Glc(-) et Glc(+) de cet age

qui ont été choisies pour 1l'étude de la fixation des deux transferrines.
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TABLEAU III ETUDE DE LA DIFFERENCIATION CELLULAIRE DES CELLULES HT
29 PAR LA COMPARAISON DE L'ACTIVITE DES HYDROLASES MEMBRANAIRES DES

CELLULES HT 29 Glc(-) ET Glc(+) AGEES DE 20 JOURS

CELLULES HT 29 Glc(+) HT 29 Glc(-)

FRACTIONS H(+) P(+) H(+)/P(+) H P2  P2/H
SUCRASE " 0,27 0,5 1,8 4,7 21,7 5,9
AMINOPEPTIDASE-N 10,8 9,7 0,9 8,3 17,4 2.1

* : L'activité des enzymes est donnée en mU/mg de protéines.

(voir Matériels et Méthodes)
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2 - FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE NON SATUREE EN FER SUR LES

CELLULES HT 29

a - Fixation de la lactotransferrine non saturée en fer sur

les cellules HT 29 Glc(+) non différenciées

La fixation de 1la lactotransferrine non saturée en fer
(pourcentage de saturation de 10 a 15 %) et marquée a l'ioae radiocactif
a été examinée sur les cellules HT 29 Glc(+) agées de 20 Jjours. lLa
courbe de saturation (Fig. 6) montre que 1la fixation de la
lactotransferrine sur les cellules HT 29 Glc(+) n'est pas saturable.

La fixation non spécifique, estimée en présence d'un excés molaire
de lactotransferrine non marquée, est relativement importante comparée a
la fixation totale.

L'analyse des résultats selon la méthode de SCATCHARD laisse
apparaitre que, quelle que soit la concentration de lactotransferrine
marquée ajoutée, le rapport (lactotransferrine fixée/lactotransferrine
libre) est constant, la quantité de 1la lactotransferrrine liée aux
cellules est donc linéairement proportionnelle & 1la quantité de

lactotransferrine ajoutée, signe d'une fixation non spécifique.

CONCLUSION

La fixation de la lactotransferrine humaine sur les cellules

HT 29 Glc(+) ne semble donc &tre qu'un phénomé&ne non spécifique.
Cependant, il est & noter qu'une assez forte fixation non
spécifique est observée, les raisons de cette adsorption peuvent &tre de
deux ordres : les raisons liées a la protéine et celles lides aux

cellules.
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La lactotransferrine est une protéine qui a tendance a former des
complexes avec d'autres protéines telles que le lysozyme, les
immunoglobulines IgA et les glycopeptides (PERRAUDIN & PRIEELS, 1982 ;
SPIK et al., 1984). Or, les cellules HT 29 indifférenciégs sécrétent a
leur surface du lysozyme (FETT et al., 1982 ; ALDERMAN et al.( 1985). La
forte fixation aspécifique de la lactotransferrine a la surface des
cellules HT 29 pourrait donc en partie étre imputéeré la nature méme de
cette protéine qui peut s'adsorber aux constituants membranaires des
cellules HT 29 ou aux produits sécrétés par ces cellules.

Par ailleurs, les cellules HT 29 Glc(+) sont des. cellules
indifférenciées, de forme ronde et superposées en plusieurs couches non
relides par des Jonctions serrées (ROUSSET, 1986). Il est donc
facilement concevable que le tapis cellulaire puisse facilement "piéger"
la lactotransferrine ajoutée, sans que cette derniére ne puisse &tre
facilement délogée par le triple lavage réalisé en fin d'incubation.

Il faut signaler ici que, récemment, une é&étude (ROIRON et al.,
1989) menée sur le clone HT 29-D4 indifférencié a donné des résultats
trés différents des ndtres. Ces auteurs, en effet, ont trouvé que ces

-

cellules portaient & leur surface deux classes de sites (nl = 4,09 x
109, Kdl = 402 nM ; n2 = 2,6 x 107 et Kd2 = 8.5 uM) pour la
lactotransferrine humaine. Mais, <ces valeurs, trés faibles, de
constantes d'affinité et, trés fortes, de nombres de sites ainsi que les
conditions expérimentales discutables: une saturation obtenue pour de
trés fortes concentrations de lactotransferrine ainsi qu'une fixation
non spécifique estimée en présence d'un treés fort excés molaire (1000 x)
nous laissent croire que ces auteurs ont pu &tre abusés par une fixation
non spécifique trés importante. Par ailleurs, le clone HT 29-D4 en

question, dérivant du clone HT 29 original, est peut-&tre différent du

notre.
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b - Pixation de la lactotransferrine non saturée en fer sur
les cellules HT 29 Glc(-) différencides en entérocytes
Pour cette étude, nous avons choisi des cellules &gées de 20
jours. La courbe de saturation (Fig. 7) montre que la lactotransferrine
se fixe d'une facon saturable sur les cellules HT 29 différenciées; la
saturation étant atteinte pour des concentrations de l'ordre de 150 nM.
En ce qui concerne la fixation non spécifique, la courbe de saturation
laisse apparaitre une fixation non spécifique trés faible (de l'ordre de
10 %) de la lactotransferrine par rapport a la fixation totale.
La linéarisation selon SCATCHARD des résultats a permis de
' déterminer les valeurs des constantes de fixation de la
lactotransferrine non saturée sur les cellules HT 29 différenciées aprés
20 jours de culture. Le nombre de sites de fixation est : n = 2,91 +

0,06 x 104 sites de fixation par cellule et la constante de dissociation
est : Kd = 3,91 + 0,115 x 1070 M.

La réversibilité de cette fixation a été étudiée par déplacement de
la protéine marquée fixée aux cellules par de la lactotransferrine non
marquée en exceés molaire. Pour cela nous avons, comme précédemment,
udilisé des cellules dgées de 20 jours et de l'apo-lactotransferrine. La

courbe obtenue (Fig. 8) montre que la fixation de la lactotransferrine

sur les cellules HT 29 Glc(-) est réversible.

CONCLUSION

Les expériences de fixation de la lactotransferrine sur les

cellules HT 29 différenciées ont montré que cette protéine se fixe sur
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les cellules d'une facon spécifique, saturable et réversible ; selon un
mécanisme qui a donc toutes les caractéristiques d'une fixation médiée

par un récepteur spécifique.

¢ ~ Conclusion
Cette premiére série d'expériences sur la fixation de 1la
lactotransferrine humaine sur les cellules HT 29 différenciées en
entérocytes nous a permis de constater que celles-ci fixent 1la
lactotransferrine selon un mécanisme qui a toutes les caractéristiques
d'une fixation spécifique via un récepteur membranaire. Les cellules
indifférencides, en revanche, ne semblent pas posséder les mémes
propriétés.
La capacité de fixer spécifiquement: la lactotransferrine humaine
et, par conséquent, la présence de récepteurs membranaires pour cette
protéine serait donc un critére supplémentaire de la différenciation des

cellules HT 29 en entérocytes.

3 - FIXATION DE LA SEROTRANSFERRINE NON SATUREE EN FER SUR LES

CELLULES HT 29

a - Fixation de la sérotransferrine non saturée en fer sur les

cellules HT 29 Glc(+) non différenciées
La courbe de saturation (Fig. 9) de la sérotransferrine non
saturée en fer sur les cellules HT 29 Glc(+) &gées de 20 jours nous
montre que cette protéine se fixe sur ces cellules de fagon saturable.
Une fixation non spécifique importante est néanmoins observée (20%).
Aprés soustraction de la radioactivité non spécifique et analyse des

résultats selon Scatchard, nous avons pu calculer les constantes de
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EN FER SUR LES CELLULES HT 29 Glc(+) AGEES DE 20 JOURS
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fixation suivantes : n = 3,9 x 104 sites/cellules et Kd = 3,7 x 10-7 M.
Les études de fixation de 1l'apo-sérotransferrine sur les cellules
HT 29 Glc(+) ont donc montré que ces cellules indifférenciées peuvent
fixer cette protéine de maniére spécifique, avec cependant une faible

affinité.

b - Pixation de la sérotransferrine non saturée sur les

cellules HT 29 Glc(-) différenciées en entérocytes

La Fig. 10 montre que les cellules HT 29 Glc(-) agées de 20

jours ne fixent pas la sérotransferrine de fagon saturable.
Contrairement a ce qui se passait pour la lactotransferrine, les
cellules HT 29 différenciées semblent ne pas posséder a leur surface de

récepteurs membranaires pour la sérotransferrine.

¢ - Conclusion

La présence de récepteurs de la sérotransferrine a la surface
des cellules HT 29 Glc(+) n'est pas surprenante, en effet, ce récepteur
a été trouvé a la surface de nombreuses cellules en croissance (WADA et
al., 1979 ; NEWMAN et al., 1979) et a celle de nombreuses cellules
eucaryotes (REGOECZI, 1984). Or les cellules HT 29 indifférenciées ont
la particularité de continuer & se renouveler en culture, méme aprés la
confluence cellulaire (ROUSSET, 1986). En revanche, il est plutét
surprenant de constater que ce récepteur semble avoir disparu lorsque
les cellules HT 29 se sont différenciées en entérocytes, cette
observation ne remet pourtant pas en cause 1'hypothése de l'universalité

du récepteur de la sérotransferrine (HAMILTON et al., 1979 ; WADA et
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al., 1979). En effet, la différenciation des cellules HT 29 s'accompagne
de remaniements structuraux Iimportants (ROUSSET, 1986) dont 1la
séparation des membranes en membrane apicale et en membrane
basclatérale, les cellules étant reliées les unes aux autres par des
jonctions serrées ce qui fait que l'on peut assimiler la monocouche de
cellules & un épithélium. Cette dernidre particularité permettrait
d'expliquer la non détection, par notre dosage, d'éventuels récepteurs
de 1la sérotransferrine situés dans la partie apicale du tapis
cellulaire. Nous ne pouvons donc pas exclure la présence de récepteurs

de la sérotransferrine dans d'autres localisations des cellules HT 29.

4 - CONCLUSION

Les cellules HT 29 ont, vis-a-vis des deux transferrines humaines
étudiées, des comportements différents selon qu'elles sont différenciées
en entérocytes ou qu'elles restent indifférenciées. La présence de
récepteurs de la lactotransferrine & la surface des cellules HT 29
Glc(-) différenciées en entérocytes, de méme que la disparition du
récepteur de la sérotransferrine de la membrane apicale des cellules
pourraient constituer de nouveaux marqueurs de la différenciation des

cellules HT 29.

B - EVOLUTION DES CONSTANTES DE FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

EN FONCTION DE LA DIFFERENCIATION DES CELLULES HT 29 Glc(-)

Le processus de différenciation des cellules HT 29 en entérocytes

est un phénoméne progressif, qui débute avec la confluence et se
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poursuit pendant la phase stationnaire aprés l'arrét de la croissance
des cellules (ROUSSET, 1986).

Ayant montré la présence d'un récepteur spécifique de la
lactotransferrine & la surface des cellules HT 29 Glc(-) &gées de 20
jours, et que ce récepteur, absent des cellules indifférenciées, pouvait
8tre considéré comme un marqueur de la différenciation. Nous avons
étudié les variations des paramétres de fixation de la lactotransferrine
en fonction de l'dge des cellules.

La différenciation des cellules HT 29 Glc(-) dans les conditions de
culture décrites dans le chapitre " Matériels et Méthodes" é&tant un
phénomé&ne connu, nous nous sommes contentés, pour suivre 1l'évolution de
la différenciation de ces cellules, de prendre comme marqueur l'activité
de la sucrase dans les fractions enrichies en bordure en brosse (P2) des
cellules de différents &ges utilisées. Il a d'ailleurs é&té montré
(ZWEIBAUM et al., 1985) que l'activité de cette enzyme dans la fraction
P2 est un critére nécessaire et suffisant de la différenciation des
cellules.

La Fig. 11 montre que l'activité de la sucrase est maximale pour
des cellules au bout de 10 jours aprés la confluence (soit 17 jours de
culture), un plateau est atteint qui reste constant aux alentours de 28
mU/mg de protéines.

Lorsque, parallélement, on compare 1l'évolution du nombre de sites
de fixation par cellule (Tableau IV) on constate une forte augmentation
a partir du 12éme jour (5 jours aprés la confluence) ol n est égal a

0,113 + 0,015 x 104 sites/cellule au 20°™€ jour ol n est égal a 2,91

I+

0,06 x 104 sites par cellule. Durant ces huit jours, alors que
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TABLEAU IV VARIATION DES PARAMETRES DE FIXATION DE LA
LACTOTRANSFERRINE SUR LES CELLULES HT 29 Glc(-) EN

FONCTION DE LEUR AGE.

Age (jours) n (x104) Kd (xlou8 M)
10 non détecté non détecté
12 0.11 + 0.02 1.01 + 0.06
16 1.54 + 0.08 1.95 + 0.09

20 2.91 + 0.06 3.91 + 0.12
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sucrase dans la fraction bordure en brosse "P2".
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l'activité de la sucrase augmente d'un facteur 3,44, le nombre de sites
de fixation par cellule est multiplié d'un facteur 27,3. Par ailleurs,
si 1l'on compare les valeurs de constante de dissociation on s'apergoit
que, pour la méme période, le Kd n'augmente que d'un facteur 3,7.

La comparaison des courbes de saturation [Fig. 2 (20 jours), Fig.
12A (10 jours), Fig. 12B (12 jours) & Fig. 12C (16 jours)] nous montre
que les profils sont similaires ; dans tous les cas, la saturation est

obtenue & des concentrations en lactotransferrine de l'ordre de 100 nM.

CONCLUSION

Cette étude nous a permis de montrer que le nombre de sites de
fixation de la lactotransferrine sur les cellules HT 29 Glc(~-) augmente
avec la différenciation des cellules. L'hypothése émise a la fin du
chapitre précédent selon laquelle la présence d'un récepteur de la
lactotransferrine a la surface apicale des cellules HT 29 Glc(-)
différenciées en entérocytes serait un marqueur de la différenciation se
trouve ainsi confirmée. Le dosage du nombre de récepteurs pourrait
rendre compte de 1'état d'avancement de la différenciation.
L'augmentation du nombre de sites est fort probablement due au
développement de la bordure en brosse dont la surface augmente avec
1'dge des cellules. En ce qui concerne la variation de la constante de
dissociation, on constate que l'augmentation (facteur 3,7) est moins
importante. Nous ne pouvons conclure, a ce stade de notre étude, si
cette variation est due & une modification structurale du récepteur, ou
& une modification de 1l'environnement membranaire du récepteur ou alors
au développement méme de 1la bordure en brosse qui Jjouerait sur

1l'accessibilité du récepteur pour le ligand.
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C - ETUDE COMPAREE DE LA FIXATION DES FORMES SATUREES EN FER ET NON

SATUREES DES TRANSFERRINES SUR LES CELLULES HT 29

Le récepteur de la sérotransferrine est connu pour avoir 1la
particularité de présenter, a pH 7, des affinités différentes pour
1'apo-sérotransferrine et la sérotransferrine saturée (DAUTRY-VARSAT et
al., 1983 , KLAUSNER et al., 1983). Nous avons voulu vérifier si le
récepteur de 1la sérotransferrine des cellules HT 29 Glc(+) et le
récepteur de la lactotransferrine des cellules HT 29 Glc(-) avaient les
mémes propriétés. Pour cette étude, nous avons choisi d'examiner 1la
fixation des formes saturées en fer de la lactotransferrine et de la
sérotransferrine sur, respectivement les <cellules HT 29 Glc(-)
différenciées et les cellules HT 29 Glc(+) non différenciées, c'est &
dire, pour 1l'une et l'autre des transferrines, les souches sur
lesquelles une fixation spécifique avait été observée lors de 1'étude de

la fixation des protéines non saturées.

1 - COMPARAISON DES FIXATIONS DES LACTOTRANSFERRINES SATUREE EN

FER ET NON SATUREE EN FER SUR LES CELLULES HT 29 Glc(-)

Jusqu'icl les études de fixation de la lactotransferrine sur les
cellules HT 29 ont été réalisées avec une protéine sous forme
partiellement saturée (de 10 a 15 % de la saturation). Nous avons *
‘poursuivi 1'étude en examinant la fixation de la lactotransferrine
saturée en fer sur les cellules HT 29 Glc(-). Avant montré que les
constantes de fixation de 1la lactotransferrine sur son récepteur
évoluaient avec la différenciation des cellules HT 29 Glc(-), la
comparaison des fixations a été réalisée avec des cellules &dgées de 16

et 20 jours.
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La Fig. 13 nous montre que, sur des cellules &gées de 20 jours, la
fixation de la lactotransferrine saturée (85 % de la saturation) est
identique a celle de la protéine non saturée.

Pour des cellules &gées de 16 jours (Tableau V) les constantes de

fixation calculées pour la lactotransferrine saturée sont trés

comparables & celles obtenues pour la lactotransferrine non saturée.

2 - COMPARAISON DES FIXATIONS DES SEROTRANSFERRINES NON SATUREE EN

FER ET SATUREE EN FER PAR LES CELLULES HT 29 Glc(+)

La fixation de la sérotransferrine saturée en fer sur les cellules
HT 29 Glc(+) semble &tre analogue a celle de 1l'apo-sérotransferrine
(Fig. 14). En effet cette fixation est saturable et, comme pour la
fixation de la protéine non saturée en fer, une importante fixation non
spécifique (de 1l'ordre de 20%) est observée. L'analyse des résultats
selon Scatchard nous a permis de calculer les constantes suivantes : n =
3,23 + 0,165 sites/cellule et K4 = 1,29 + 0,135 M.

Les deux formes de sérotransferrine (saturée en fer et non saturée
en fer) se fixent donc sur les cellules HT 29 non différenciées avec des
constantes de fixation trés différentes. Pour autant, les nombres de
sites étant, dans les deux cas, similaires, il est possible de conclure
que c'est le méme récepteur qui fixe la sérotransferrine saturée en fer
et 1l'apo-sérotransferrine. Cette propriété du récepteur de la
sérotransferrine a été observée dans toutes les cellules é&tudiées

jusqu'a maintenant (REGOECZI, 1984).
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TABLEAU V COMPARAISON DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE NON

SATUREE (apo-LTF) ET DE LA LACTOTRANSFERRINE SATUREE (LTF-(Fe3+)2)

SUR LES CELLULES HT 29 AGEES DE 16 ET 20 JOURS.

Age (jours) Protéine n (x 104) Kd(x IO_BM)
apo-LTF 1,54 + 0,075 1,95 + 0,081
16
3+
LTF-(Fe" )3 1,71 + 0,042 4,1 + 0,105
apo-LTF 2,91 + 0.06 3,91 + 0,115
20
3+
LTF-(Fe™ ) 3,8 +0,7 3,55 +0,85
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D - FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE SUR LES EXTRAITS CELLULAIRES

SOLUBILISES

L'étude de la fixation de la lactotransferrine sur les cellules HT
29 nous a permis de dégager dquelques conclusions sur la présence de
récepteurs pour cette protéine & la suface des cellules différenciées et
leur absence a la surface de cellules indifférenciées. Mais en raison de
la structure méme du tapis cellulaire, les études réalisées sur les
cellules entiéres ne permettent pas au 1ligand d'accéder a des
compartiments tels que le compartiment intracellulaire ou les membranes
basolatérales. En effet, pour ce dernier compartiment la présence de
jonctions serrées (tight-junction et gap-junction) fait que la
lactotransferrine ajoutée au milieu est en contact avec la membrane de
la bordure en brosse apicale mais tout contact avec les membranes

basolatérales est empéché.

1 - ETUDE DE LA VARIATION DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

SUR LA FRACTION P2 “BORDURE EN BROSSE" EN FONCTION DU pH

L'étude a été réalisée avec les 2 formes de la lactotransferrine
(saturée et non saturée en fer). Nous avons choisi la fraction P2
obtenue a partir de cellules différenciées dgées de trois semaines.

Les résultats (Fig. 15) laissent une fois de plus apparaitre qu'il
n'y a pas de différence entre la fixation de 1'apo-lactotransferrine et
de la lactotransferrine saturée en fer, quelque soit le pH considéré. En
outre, les profils de fixation dans chaque fraction sont identiques : la

fixation la plus importante est observée & pH 7, mais, d'une facgon

générale, la fixation de la lactotransferrine sur son récepteur de
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la bordure en brosse des cellules HT 29 Glc(-) semble peu influencée par

le pH du milieu.

CONCLUSION

Comme l'avaient montré les études réalisées sur les cellules
entiéres, le résultat obtenu sur les membranes apicales solubilisées
montre, qu'au moins en ce qui concerne son comportement vis-a-vis du pH
ambiant, le récepteur de 1la lactotransferrine n'a pas les mémes

propriétés que le récepteur de la sérotransferrine.

2 - VARIATION DE LA FIXATION EN FONCTION DU COMPARTIMENT CELLULAIRE

POUR DES CELLULES AGEES DE 20 JOURS

Dans un premier temps, nous avons examiné, comparativement, la
fixation de la lactotransferrine sous forme apo et saturée en fer sur
les différentes fractions obtenues a partir des cellules HT 29 Glc(-) et
Glc(+).

La Fig. 16 montre les résultats de ces expériences. Les valeurs
sont données compte tenu des valeurs de fixation non spécifique qui ont
été soustraites. La réaction de fixation a été réalisée a pH 7,4, soit
le méme pH que celui utilisé lors de l'étude sur les cellules entiéres.
Pour &tre comparables entr'elles, les valeurs de fixation ont é&té
ramenées en pmol de lactotransferrine liée par ug de protéines déposées
sur nitrocellulose.

Tout d'abord, et ce résultat est en accord avec celui obtenu avec
les cellules entiéres, quelle que soit la fraction considérée il n'y a

pas de différences significatives entre la fixation de la
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lactotransferrine saturée en fer et celle de la lactotransferrine trés
faiblement saturée en fer.

La comparaison des intensités relatives de la fixation dans les
différentes fractions, indique que Pl et P(+) n'expriment qu'une trés
faible capacité & fixer la lactotransferrine, le taux de fixation étant
inférieur & 0,5 pmol de lactotransferrine fixée par ug de protéines
déposées.

La fraction S(+), qui représente le compartiment intracellulaire
des cellules HT 29 indifférenciées, semble fixer la lactotransferrine.
Ce phénoméne étant cependanrt de faible intensité (0,7 pmol de
lactotransferrine fixée par pg de protéines déposées).

Quant aux cellules HT 29 différenciées, les trois fractions qui
fixent la lactotransferrine sont H, P2 et S2. En ce qui concerne la
fraction P2 qui représente la fraction bordure en brosse et la fraction
H, ce résultat était attendu et confirme celui obtenu avec les cellules
HT 29 Glc(-) en culture, & savoir la présence de récepteurs membranaires
de la lactotransferrine situés dans la partie apicale.

Concernant la fraction S2, nous constatons que cette fraction fixe
la lactotransferrine & un taux relativement é&levé de 4,5 pmol de
lactotransferrine/ug de protéines déposées. Ce résultat, qui ne pouvait
8tre mis en évidence avec les cellules entidres en culture, tout comme
l'absence de fixation sur les membranes baso-latérales, nous renseigne
sur la présence d'un pool de récepteur de lactotransferrine a
l'intérieur des cellules HT 29 différenciées.

Quant & la présence de ces récepteurs & 1l'intérieur des cellules,
on ne sait s'ils ont un r8le particulier dans le métabolisme
intracellulaire du fer ou s'il s'agit de récepteurs néo-synthétisés qui
vont ensuite &tre dirigés vers la membrane apicale ou ils pourront

remplir leur rd8le biologique.
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3 - VARIATION DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE DANS LES
DIFFERENTS COMPARTIMENTS DES CELLULES HT 29 Glc(-) EN FONCTION

DE L'AGE DES CELLULES

L'étude a été réalisée sur les fractions S2, Pl et P2 solubilisées
et déposées sur membrane de nitrocellulose. Comme précédemment, la
réaction de fixation a é&été& réalisée & pH 7,4. Les résultats (Fig. 17)
montrent que tout d'abord que, quelque soit 1'dge envisagé, aucune
fixation spécifique n'est détectable dans 1la fraction P2 aprés
soustraction de la fixation non spécifique de la lactotransferrine sur
la nitrocellulose.

Concernant la fraction bordure en brosse (P2) on constate qu'a
partir d'un niveau trés bas (jour 5), une forte augmentation est

< éme | e&me .. . s .
observée au 12 jour, s'accentue au 19 et diminue légérement au

2 6eme

jour. Si 1l'on considére le pourcentage de lactotransferrine fixée
dans la fraction P2 par rapport aux autres fractions, il est de 65,7 au
jour 19 et se maintient a cette valeur au jour 26 (68,1 %).

En ce qui concerne la fraction 82, la valeur de la quantité de
lactotransferrine fixée par pg de protéines déposées est constante du
Séme au 19éme jour puis diminue d'environ 40 % au 26éme jour. Le
pourcentage de fixation dans les trois fractions étudiées, par rapport a
la fixation totale, est de 86,4 (jour 5), puis il toﬁbe a 46,3 (jour
12), et enfin diminue progressivement jusqu'a 29,5 % au 26éme jour.

Ce résultat nous apporte des résultats complémentaires sur le r8le de ce

pool de récepteurs intracellulaires de la lactotransferrine dans les

cellules HT 29 différenciées en entérocytes. On peut en effet émettre
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l'hypothése, fruit de 1l'observation comparée des pourcentages de
fixation de la lactotransferrine dans les fractions 82 et P2, que le
pool de récepteurs intracellulaires sert a alimenter la surface
cellulaire apicale de la cellule en récepteurs de la lactotransferrine.

Pour des cellules jeunes 8gées de 5 jours, alors qu'il n'y a pas ou
trés peu de fixation dans la fraction bordure en brosse, la quasi
totalité de la fixation est observée dans la fraction intracellulaire.

Au lzéme jour, 50,1 % de la fixation est membranaire (et apicale)
et 46,3 % est intracellulaire. Ce gqui suggére qu'une partie des
récepteurs cellulaires a migré vers la bordure en brosse.

Au 19eme jour, le taux de fixation de la lactotransferrine dans la

fraction P2 atteint la valeur de 65,7 % et s'y maintient jusqu'au 26éme
jour, alors que le taux de fixation intracellulaire ne varie pas de
fagon significative durant la méme période (de 33,2 & 29,5 %).

L'étude de la fixation de la lactotransferrine sur les différentes
fractions nous a permis de proposer l'hypothése selon laquelle wune
proportion importante du taux intracellulaire de récepteurs de la
lactotransferrine migrerait ensuite vers la surface membranaire apicale,
lieu de l'action biologique de ce récepteur. A partir du l9éme jour, une
stagnation relative des deux pools de récepteurs intracellulaires et
membranaires (aux environs de 65 et 30 %, respectivement) est observée.

Les expériences ne permettent pas de préciser si cette stagnation
est le signe d'un arrét de la migration des récepteurs de l'intérieur de
la cellule vers la membrane ou si elle résulte d'un équilibre entre les
deux pools lors d'un éventuel recyclage des récepteurs membranaires.
Cette derniére éventualité, pour étre envisageable, entraine 1l'hypothése
d'une biosynthése continue du récepteur de la lactotransferrine. Si 1l'on
considere maintenant la quantité de lactotransferrine fixée par ug de

protéines de la fraction S2 déposé, on constate que cette valeur est
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quasi-constante au cours du viellissement de la cellule, cela malgré la
migration des récepteurs vers la membrane. Cette dernié&re observation
laisse supposer que la biosynthése du récepteur de la lactotransferrine,
par les cellules HT 29, qui débute avant d'autres manisfestations
visibles de la différenciation des cellules (5éme jour) se poursuit

apres le début de la différenciation.

4 - CONCLUSION

Les études de fixation de la lactotransferrine sur les cellules HT
29 en culture permettaient de ne mettre en évidence que la fixation sur
la bordure en brosse des cellules.

Ces études ont pu étre complétées par les expériences de fixation
sur les extraits cellulaires solubilisés et déposés sur membrane de
nitrocellulose. Ainsi avons:nous pu mettre en évidence l'absence de
fixation de la lactotransferrine sur les membranes baso-latérales des
cellules HT 29 Glc(-) et la présence d'un pool intraceilulaire dans les
souches différenciées et indifférenciées.

Plusieurs éléments nous laissent légitimement conclure que ce pool
intracellulaire de récepteurs aurait pour r8le de migrer vers la
membrane apicale et contribuerait, grdce a une biosynthése continue de
maintenir & un niveau constant la quantité de récepteurs de la bordure
en brosse.

En ce qui concerne 1l'effet du pH sur 1la fixation de 1la
lactotransferrine, nous constatons que nos résultats différent de ceux
obtenus par HU et al. (1988) avec du matériel biologique analogue
(bordure en brosse d'intestin de Souris). Ces auteurs avaient en effet
déterminé une fixation optimale & pH 5,5 alors que pour les cellules HT

29, ce pH semble &tre de 7.
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E - FIXATION DE LA SEROTRANSFERRINE SUR LES EXTRAITS CELLULAIRES

SOLUBILISES

1 - ETUDE DE LA VARIATION DE LA FIXATION DE LA SEROTRANSFERRINE SUR

LA FRACTION P1 EN FONCTION DU pH.

La fixation de la sérotransferrine a été examinée, en fonction du
pH du milieu, sur la fraction Pl solubilisée et déposée sur membrane de
nitrocellulose.

Les résultats (Fig. 18) montrent que pour les pH les plus acides (5
et 6), la fixation de la sérotransferrine non saturée est trés similaire
a celle de la protéine saturée et se situe aux environs de 3 pmol de
sérotransferrine fixée par pg de protéines déposées.

La fixation de la sérotransferrine saturée reste & ce niveau é&levé
aux pH 7 et 8. En revanche, en présence de desferrioxamine (100uM) qui
empéche la protéine de fixer le fer du milieu, la sérotransferrine non
saturée en ferse fixe avec une intensité nettement plus faible. A pH 7,
la fixation de cette protéine est environ 50 % moins importante que
celle de la sérotransferrine saturée. A pH 8, 1la fixation de
l'apo-sérotransferrine n'est plus que de 0,8 pmol/ug de protéines
déposées, c'est a dire quatre fois moins importante que la fixation de

la sérotransferrine saturée.
CONCLUSION

Comme nous l'avions observé lors de 1'étude sur les cellules
entiéres, la fixation de la sérotransferrine non saturée sur son

récepteur membranaire est beaucoup plus faible aux pH neutres que celle
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de la sérotransferrine saturée. Cette propriété du récepteur de 1la
sérotransferrine a déja été observée par d'autres auteurs, notamment par
DAUTRY-VARSAT et al. (1983) pour le récepteur de la cellule d'hépatome
HEP G2 et par KLAUSNER et al. (1983) pour les cellules de la 1lignée

lymphocytaire K562.

2 - VARIATION DE LA FIXATION DE LA SEROTRANSFERRINE EN FONCTION DU

COMPARTIMENT CELLULAIRE POUR DES CELLULES AGEES DE 20 JOURS

Les résultats de fixation de la sérotransferrine saturée sur les
différentes fractions obtenues des cellules HT 29 différenciées et non
différencides (Fig. 19) montrent, d'abord, que cette protéine se fixe
sur la fraction P(+) qui représente la fraction membranaire des cellules
HT 29 Glc(+) & un taux de 3,4 pmol de sérotransferrine fixée par pg de
protéines déposées, ce qui est en accord avec les résultats obtenus lors
de 1'étude sur les cellules entiéres.

Le milieu intracellulaire S(+) peut fixer la sérotransferrine 2a
raison de 40% de la fixation observée dans la fraction P(+). Ce résultat
démontre l'existence d'un pool intracellulaire de récepteurs de la
sérotransferrine.

Les résultats de 1la fixation de 1la sérotransferrine sur les
extraits solubilisés des cellules HT 29 Glc(-) indiquent que,
contrairement & ce qui avait été observé lors de l'étude de la fixation
de cette protéine sur les cellules HT 29 Glc(-) entiéres, certaines
fractions peuvent fixer 1la sérotransferrine : la fraction S2 qui
représente la fraction cytosolique ol la fixation de la sérotransferrine
est de 2,6 pmol par pg de protéines déposées, et surtout la fraction P2
qui représente les membranes baso-latérales, pour cette fraction, le

taux de fixation est de 3,8 pmol de sérotransferrine par ug de protéines
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déposéees, soit un taux légérement supérieur & celui observé dans la

fraction membranaire P(+) des cellules HT 29 Glc(+) indifférenciées

3 - VARIATION DE LA FIXATION DE LA SEROTRANSFERRINE DANS LES
DIFFERENTS COMPARTIMENTS DES CELLULES HT 29 Glc(-) EN FONCTION

DE L'AGE DES CELLULES

La Fig. 20 montre les variations de la fixation de 1la
sérotransferrine saturée en fer sur les fractions P1l, S2 et P2 obtenues
4 partir des cellules HT 29 Glc(-) d'ages différents (5, 12, 19 et 26
jours).

Pour des cellules Jjeunes (5 Jjours), la fixation de la
sérotransferrine se répartit comme suit : 6,7 % dans la fraction P2
"bordure en brosse", 34,5 % dans la fraction S2 "intracellulaire" et
58,8 % dans la fraction Pl "membranes baso-latérales" ; soit 34,5 % dans
la fraction intracellulaire et 65,5 % dans la partie membranaire.

A partir du 12éme jour, la fixation de la sérotransferrine dans la
fraction P2 devient presque nulle et se situe aux alentours de 2% de la
fixation totale, quelque soit 1l'&ge considéré. Si 1l'on considére
maintenant les taux de fixation de la sérotransferrine dans les
fractions P1 et S2, on constate qu'ils sont respectivement de l'ordre de
60 et 40 % et qu'ils n'évoluent pas de fagon sensible pour des cellules
plus &gées.

Contrairement 3 ce qui se passait pour la lactotransferrine lors de
1'étude de la variation de la fixation dans les différentes fractions en
fonction de 1'dge des cellules, il n'y a pas d'évolution entre les taux
de fixation intracellulaire et membranaire. Mais cet équilibre apparent
entre la fixation dans les deux compartiments, atteint dés les premiers

stades de la différenciation des cellules, n'exclut pas pour autant la
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migration des récepteurs de la sérotransferrrine d'un compartiment a
l'autre de la cellule, mais pourrait résulter d'un équilibre entre

1'échange de récepteurs lors du recyclage éventuel de ces derniers.
4 - CONCLUSION

Les études de fixation de la sérotransferrine sur les fractions
subcellulaires solubilisées obtenues & partir des cellules HT 29 nous
apportent,tout d'abord, une confirmation de la présence d'un récepteur
membranaire de la sérotransferrine a la surface des cellules HT 29
Glc(+). En outre, concernant ces cellules indifférenciées, la technique
a permis de révéler la présence d'un pool intracellulaire de récepteurs
de la sérotransferrine.

Quant & 1'étude de 1la fixation de la sérotransferrine sur les
fractions obtenues des <cellules HT 29 Glc(-) différenciées en
entérocytes, de nouveaux résultats apparaissent. Tout d'abord, comme il
avait été observé a l'intérieur des cellules pour le récepteur de la
lactotransferrine, il est & noter ici 1la présence d'un pool
intracellulaire de moyenne importance de récepteurs pour la
sérotransferrine. Par ailleurs, cette étude a permis de montrer que des
récepteurs pour la sérotransferrine étaient présents a la surface des
membranes baso-latérales des cellules HT 29 Glc(-) différenciées en
entérocyte. De méme, elle a montré que ces récepteurs étaient absents de
la partie apicale de la membrane de ces cellules, ce résultat est en
accord avec les résultats de la fixation de la sérotransferrine sur les

cellules entiéres.



RESULTATS : =2 Sme PARTIE

Etude de l1l'internalisation de
la lactotransferrine
humaine par les cellules HT 29

difféerenciées en entérxrocytes



120

A - ETUDE CINETIQUE DE L'INCORPORATION DE LA LACTOTRANSFERRINE PAR

LES CELLULES HT 29 GLC (-) DIFFERENCIEES

1 - ETUDE DE LA LACTOTRANSFERINE MARQUEE MEMBRANAIRE

Aprés l'incubation & 4°C, on considéere que tous les sites de
fixation sont saturés , en effet, pour des cellules &gées de 20 jours,
le Kd de la lactotransferrine pour son récepteur est de l'ordre de 2 x

10.8 M. Les incubations ont été réalisées avec la lactotransferrine 3 la

8 M (100 3 200 nM), soit de 5 & 10 x Kd.

concentration de 10 & 20 x 10

La quantité de lactotransferrine marquée liée aux membranes en fin
de seconde incubation & 36°C est mesurée aprés dissociation de 1la
liaison de la lactotransferrine de ses sites de fixation membranaires
apreés traitement acide.

Les résultats (Fig. 21) montrent que pour les cellules incubées a
4°C, le taux de radiocactivité membranaire chute régquliérement en
fonction du temps. Au bout d'une heure, 40 % de la lactotransferrine
radiocactive initialement 1liée aux membranes, sont reldchés dans le
milieu. A la température de l'expérience, on peut attribuer la chute de
la quantité de radioactivité a la surface des cellules & une libération
de lactotransferrine de ses sites membranaires. Cette libération étant
due au phénoméne physique de retour a l'équilibre, aprés que ce dernier
ait été déplacé lors du changement du milieu de réaction par un autre ne
contenant pas de lactotransferrine.

En ce qui concerne les cellules incubées a 36°C, on constate dans
un premier temps une baisse rapide de la quantité de lactotransferrine
membranaire, par comparaison avec les cellules témoins (4°C), on voit
que la pente est plus rapide, en outre elle est irréguliére et varie au

cours du temps, ce qui laisse présager que le phénomeéne observé est la
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résultante de deux mécanismes : celui décrit plus haut pour les cellules
témoins, c'est & dire le phénoméne de retour & l'équilibre consécutif au
changement de milieu, et un autre, de nature biologique rendu possible

par l'augmentation de la température.

2 - ETUDE DE LA LACTOTRANSFERRINE RADIOACTIVE LIBEREE DANS LE

MILEU D'INCUBATION A 36°C

La comparaison des taux de lactotransferrine radiocactive
libérés dans le milieu d'incubation des cellules témoins et des cellules
incubées a 36°C (Fig. 22) laisse apparaitre trois phases :

-~ de 0 2 10 min, on constate que la quantité de lactotransferrine
marquée relarguée dans le milieu a 36°C est soit identique soit
légérement inférieure (selon les expériences) & celle libérée dans le
milieu a 4°cC;

- de 10 a 30 min, la deuxiéme phase se caractérise par un fort
accroissement du taux de radiocactivité 1libéré par les cellules a 36°C;

- aprés 30 min, on constate que les deux droites sont paralléles,
les cellules incubées & 36°C semblent relarguer la lactotransferrine a
la méme vitesse que les cellules témoins.

La libération de la lactotransferrine fixée a 4°C par les cellules
HT 29 Glc(-) dans le milieu d'incubation se fait donc différemment selon
la température a laquelle sont placées les cellules. C'est surtout entre
15 et 35 min que la différence est sensible, les cellules placées & 36°C

semblent alors libérer la lactotransferrine de fagon plus rapide.

3 - ETUDE DE LA LACTOTRANSFERRINE MARQUEE ASSOCIEE AUX CELLULES

La quantité initiale de lactotransferrine radiocactive associée
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aux cellules (Fig. 23) est relativement importante et représente une
contamination par la lactotransferrine fixée de fagon aspécifique dans
les espaces intersticiels du tapis cellulaire et la lactotransferrine
radioactive non détachée des cellules par le traitement acide.

Pour les cellules laissées a 4°C, on constate que, quelque soit le
temps d'incubation, la valeur de cette radiocactivité reste constante. Il
n'y a ni entrée ni sortie de lactotransferrine des cellules.

Quant aux cellules mises & incuber & 36°C, on remarque une
augmentation de la quantité de radioactivité associée aux cellules de O
2 10 min. Jusqu'ad 30 min, cette quantité augmente légérement jusqu'd un
niveau double de la quantité initiale. La radiocactivité associée aux
cellules décroit ensuite rapidement entre 30 et 40 min pour atteindre un

-~

plateau & une valeur légérement supérieure au niveau initial.

4 - CONCLUSION

L'ensemble des phénoménes observés est regroupé dans les Fig.4A et
4B ol sont reportés, pour chaque temps, les pourcentages des valeurs de
radioactivité associées aux trois compartiments étudiés.

De 1l'observation des figures 24A et 24B, il ressort que 1l'évolution
des troils compartiments radiocactifs étudiés est tres différente selon
que les cellules aient été placées a 4°C ou a 36°C.

L'élévation de température a donc permis au métabolisme cellulaire
de se mettre en oceuvre et les observations suivantes ont été faites :

- d'une part, la lactotransferrine pénétre dans la cellule et
atteint un plateau au bout de 15 min. La quantité de lactotransferrine
radiocactive ayant pénétré dans la cellule représente 30 % de la valeur
initialement fixée & la surface de la cellule. Au bout de 30 min, 1la
radioactivité sort de 1la cellule, toutefois ce phénoméne n'est pas

total. En effet au bout de 60 min, le taux de radicactivité
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intracellulaire est de 25 % alors que le taux initial est de 17 % ;

-

- de 0O & 30 min, pour des cellules incubées & 36°C, la

O,

radiocactivité membranaire chute de 60 % alors que, pour des cellules
incubées & 4°C, la baisse n'est que de 20 %. La différence, soit 40 % de
la lactotransferrine fixée a 4°C sur les cellules HT 29 correspond donc
a3 la quantité de protéine qui a été internalisée par la cellule.

La lactotransferrine aprés s'@tre fixée sur ses récepteurs des
cellules HT 29 Glc(-) & 4°C est capable de pénétrer dans la cellule. Ce
phénoméne ne se produit pas si les cellules sont laissées & basse
température (4°C), il s'agit donc d'un phénoméne de transport actif.

Ayant montré que les cellules HT 29 Glc(—) différenciées portaient
a leur surface des récepteurs de la lactotransferrine et que cette
protéine était internalisée, nous pouvons donc déja proposer, comme

mécanisme d'internalisation de cette protéine, l'endocytose adsorptive

qui aboutira & la formation d'un endosome.

B - ETUDE DE LA LOCALISATION CELLULAIRE DE LA LACTOTRANSFERRINE

INTERNALISEE

1 - LOCALISATION INTRACELLULAIRE DE LA LACTOTRANSFERRINE APRES UNE

INCUBATION DE 30 MINUTES A 36°C

Aprés une incubation d'une heure & 4°C, les cellules sont lavées
trois fois. Puis, du milieu préchauffé & 36°C et ne contenant pas de
lactotransferrine est rajouté. Les cellules sont mises & incuber & 36°C
pendant 30 min, temps au bout duquel les incubations sont arré&tées par
aspiration du milieu et refroidissement des cellules. Aprés traitement

acide et lavage, les cellules sont reprises par 1le tampon de

centrifugation et  homogénéisées. Aprés élimination des débris
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cellulaires insolubles, la centrifugation est réalisée. Parallélement,
un lot de cellules témoins est homogénéisé de la méme facon.

Les résultats (Fig. 25) du dosage des enzymes spécifiques des
lysosomes montrent que les deux activités N-acétyl-B-D-hexosaminidase et
phosphatase se retrouvent dans les mémes fractions (tubes 5 a 13).
L'activité sialyltransférasique, golgienne, est située dans une zone de
densité plus faible du gradient de Percoll. Par ailleurs, un repérage
des fractions protéiques (non reporté sur la figure 25), indique qué
toutes les fractions sont positives avec néanmoins une intensité plus
forte vers les zones de hautes densités (bas du gradient).

Avant la premiére centrifugation (élimination des  débris
insolubles), la radiocactivité présente dans les homogénats obtenus 3
partir des cellules ayant été incubées avec la lactotransferrine marquée
a été mesurée. La radioactivité des culots, qui représentent le matériel
cellulaire insoluble tels que les noyaux et les débris membranaires, a
été mesurée. La valeur mesurée représente 15 & 20 % de la radiocactivité
cellulaire initiale. Cette observation peut &tre rapprochée de celle
faite lors de l'étude cinétique de 1l'internalisation oli il avait é&té
constaté qu'au temps O (sans incubation & 36°C aprés 1'étape de
saturation des sites & 4°C), la radiocactivité associée aux cellules
était de <cet ordre de grandeur. Il s'agit probablement d'une
contamination provenant de la lactotransferrine piégée dans les espaces
intersticiels des cellules et de la lactotransferrine non détachée par
le traitement acide.

La comparaison de la localisation des enzymes marqueurs et celle de
la lactotransferrine marquée (Fig. 25), montre que les fractions ol est
concentrée la majeure partie de la lactotransferrine intracellulaire

totale (88 %) sont celles qui correspondent a la zone d'expression de
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l'hexosaminidase et de la phosphatase acide. Les 12 % résiduels sont

répartis réguliérement dans les autres fractions.

CONCLUSTION

Les premiéres expériences de localisation de la lactotransferrine
30 min apreés son internalisation, montrent que cette protéine est
associée & des fractions de la cellule qui contiennent les activités
N-acétyl~B-D-hexosaminidasique et phosphatasique acide. Ces
compartiments acides de 1la cellule qui contiennent les activités
hydrolasiques acides sont principalement les lysosomes et les

compartiments prélysosomaux (GRIFFITHS et al., 1988).

2 - VARIATION CINETIQUE DE LA LOCALISATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

INTERNALISEE

Les manipulations réalisées pour étudier la localisation

intracellulaire de la lactotransferrine internalisée ont été répétées

[0

té incubées pendant des temps différents a 36°C.

M

sur des cellules ayant
Cette expérience a été réalisée pour voir si la localisation
intracellulaire de la lactotransferrine varie en fonction du temps.

La Fig. 26 montre que, quelque soit le temps d'incubation des
cellules a 36°C, les activités hydrolasiques acides et la
lactotransferrine radicactive sont toujours é&troitement associées et
situées dans la méme zone du gradient de Percoll. Notamment aux temps
10, 30 et 60 min, pour lesquels on constate que 1les fractions
radioactives recoupent exactement les fractions des cellules témoins ol
sont détectées les activités hydrolasiques acides. Quant & la

radioactivité intracellulaire contenue dans les cellules HT 29 Glc(-)
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placées 3 min & 36°C, les résultats sont moins clairs, la tres faible
quantité de radiocactivité détectée est fépartie en deux localisations
distinctes du gradient de Percoll : 60 % de la lactotransferrine est
retrouvée dans la méme zone de densité que les activités
B-hexosaminidasique et phosphatasique acide et 40 % dans la zone de
forte densité.

Les observations faites aux temps 30 et 60 min sont en accord avec
le mécanisme d'endocytose adsorptive proposé pour 1'internalisation de
la lactotransferrine par les cellules HT 29 Glc(-). Il n'en est pas de
méme pour les résultats observés dans les figures 26A et 26B. Par
comparaison avec les descriptions des voies endocytotiques de protéines
telle que 1'EGF, qui aprés son internalisation se retrouve associée avec
les lysosomes au bout de 15 & 20 minutes (PASTAN & WILLINGHAM, 1981,
FITZGERALD et al., 1983), ou telle que 1'a2-macroglobuline dont
l'endocytose par le fibroblaste murin a été é&tudiée (WILLINGHAM &
PASTAN, 1980 ; TYCKO & MAXFIELD, 1982) et pour laquelle il a été montré
que la fusion avec les lysosomes ne se produisait qu'aprés des temps du
méme ordre, il est surprenant de constater que pour des temps de 3 et 10

minutes la radicactivité est associée aux compartiments lysosomaux.

3 - CONCLUSION

I1 n'est pas sﬁrprenant de constater 1'apparition de
lactotransferrine radicactive dans la cellule dés les premiéres minutes
d'incubation a 36°C. En effet, PASTAN & WILLINGHAM (1981) ont montré,
lors de leurs études sur le récepteur de 1'EGF, qu'un puits recouvert,
contenant les complexes EGF-récepteur se formait toutes les 20 sec. Mais

l'association entre la localisation de la lactotransferrine et celle des
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compartiments lysosomaux aprés 3 ou 10 min est plus surprenante et une
telle cobservation n'a jamais été faite.

Les mécanismes d'endocytose adsorptive décrits pour différentes
protéines sont trés similaires voire identiques et concordent sur le
fait que la protéine endocytée est souvent dans le CURL (late endosome)
dans les 15 premiéres minutes de l'internalisation (WILLINGHAM & PASTAN,
1980; PASTAN & WILLINGHAM, 1981; TYCKO & MAXFIELD, 1982).

Par ailleurs il a été clairement montré que ces vésicules
endosomales du CURL ne contenaient pas l'activité phosphatase acide
(TYCKO & MAXFIELD, 1982). Nous ne pouvons donc, pour expliquer
l'association constatée entre la localisation de la lactotransferrine
internalisée depuis 3 min et celle des compartiments lysosomaux, que
supposer que le protocole de centrifugation utilisé est insuffisant pour
séparer les vésicules endosomales périmembranaires et les compartiments
lysosomaux. Cela peut &tre di au fait qu'endosomes et vésicules
lysosomales ont la méme densité, ou alors que le gradient de Percoll que
nous avons utilisé n'est pas assez performant pour les séparer.

Nous ne pensons toutefois pas que cela remette en cause les
observations faites aux temps supérieurs a 10 minutes. En effet il a été
montré que les endosomes précoces se transformaient en endosomes tardifs
avant qu'ils ne fusionnent avec les vésicules des compartiments
lysosomaux (PASTAN & WILLINGHAM, 1985). A des temps supérieurs a 10 min,
ces endosomes tardifs sont dans la zone périnucléaires oll s'opére la
liaison apres 10 & 20 minutes selon les types cellulaires. Nous pouvons
donc postuler que les endosomes périmembranaires qui étaient présents
dans la cellule 3 minutes aprés le début de 1'incubation & 36°C
n'existent plus aprés 30 minutes. L'évolution de 1la gquantité de
lactotransferrine intracellulaire (Fig. 23) vient appuyer cette

hypothese, en effet, la figure 23 montre qu'aprés 30 min, le taux de
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lactotransferrine intracellulaire décroit fortement, il n'y a donc plus
d'internalisation de lactotransferrine et donc plus d'endosomes.
L'absence d'internalisation de la lactotransferrine aprés 30 min
d'incubation a 36°C est confirmée par l'observation de la cinétique de
libération de la radicactivité membranaire. En effet, & partir de 30 min
(Fig. 22) les courbes de libération de la lactotransferrine liée aux
membranes sont identiques et paralléles & 4°C et & 36°C, ce qui confirme
qu'il n'y a plus d'internalisation au bout de 30 min.

Au terme de cette étude sur la localisation intracellulaire de la
lactotransferrine internalisée a 36°C par les cellules HT 29 Glc(-)
différenciées en entérocytes, nous pouvons conclure que la protéine se
retrouve associée aux lysosomes aprés une incubation de 30 minutes. Nqus
n'avons malheureusement pas pu mettre en évidence la localisation de
cette protéine lors des premiéres minutes de son internalisation. PASTAN
& WILLINGHAM (1985) ayant remarqué pour 1l'EGF une relation directe entre
la dégradation de ces protéines et leur arrivée dans les compartiments

lysosomaux, 1'étude de 1l'endocytose de la lactotransferrine a été

poursuivie par 1'étude de sa dégradation.

C - ETUDE DE LA DEGRADATION DE LA LACTOTRANSFERRINE INTERNALISEE

Les trois fractions radioactives recueillies sont concentrées par
lyophilisation et déposées sur la colonne de Sephadex G-75. Une
quinzaine de fractions sont recueillies et leur radiocactivité est
mesurée.

Aprés 3 min d'incubation & 36°C (Fig. 27A) les profils
chromatographiques des radiocactivités membranaire, intracellulaire et
relachée dans le milieu ne montrent que la présence d'un seul pic qui

correspond & une haute masse moléculaire. La colonne ayant été calibrée
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avec la lactotransferrine humaine, nous pouvons conclure que ce pic
correspond & la lactotransferrine non dégradée.

Aprés une incubation de 15 min & 36°C (Fig. 27B) on constate que
les profils chromatographiques des radicactivités présentes dans le
milieu et attachée aux membranes restent inchangés et se caractérisent
par la présence d'un seul pic correspondant aux hautes masses
moléculaires. Quant & la fraction intracellulaire, le méme pic de
lactotransferrine non dégradée existe et un deuxiéme pic de faible masse
moléculaire apparait. Ce second pic représente 5,7 % de la radioactivité
intracellulaire totale. ILa colonne de Sephadex G-75 utilisée a été
calibrée avec les fragments d'hydrolyse trypsique de la
lactotransferrine bovine qui ont le méme comportement chromatographique
sur cette colonne que la lactotransferrine non dégradée, ce pic de
faible masse moléculaire ne peut donc correspondre a ces fragments. En
revanche, préalablement a 1'étude, la lactotransferrine radio-icdée
utilisée a été dJdessalée sur cette méme colonne et la radioactivité
correspondant & l'iode libre non couplé a la protéine sortait de 1la
colonnne au méme niveau que cette radioactivité micromoléculaire qui
apparait aprés 15 min d'incubation & 36°C. C'est pourquoi nous pensons
que ce pic correspondrait a des molécules de petite taille tels que les
acides aminés qui résulteraient de la dégradation dans les lysosomes de
la lactotransferrine marquée internalisée.

Au bout de 30 min (Fig. 27C), les deux pics de radioactivité
intracellulaire sont toujours présents, mais leurs proportions relatives

)

% pour la lactotransferrine non dégradée et 33

o°

sont maintenant de 67
pour la protéine dégradée. Les mémes pics sont observés sur le profil
chromatographique de 1la radicactivité 1libérée dans 1le milieu, les
proportions relatives des deux pics sont respectivement de 93,8 et 6,2%.

En ce qui concerne la radicactivité attachée aux membranes on constate
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une nouvelle fois 1la présence d'un seul pic macromoléculaire
correspondant & la lactotransferrine non dégradée.

Aprés 60 min d'incubation & 36°C (Fig. 27D), on constate que la
radioactivité attachée aux membranes demeure intacte. Les deux pics de
radioactivité macromoléculaire et micromoléculaire sont encore détectés
pour la fraction intracellulaire et la fraction reldchée dans le milieu,
la proportion de radiocactivité micromoléculaire a diminué dans la

cellule alors qu'elle a augrenté dans le milieu par rapport a 30 min.

CONCLUSION

L'ensemble des résultats sont rassemblés dans le tableau VI. La
premiére observation faite est que, quelque soit le temps d'incubation
des cellules HT 29 Glc(-) a 36°C, la lactotransferrine attachée aux
membranes est intacte, 100 % de cette radiocactivité est retrouvée dans
le pic correspondant a la lactotransferrine non dégradée. Seule varie au
cours du temps, la quantité de lactotransferrine attachée aux membranes,
de 46,68 ng pour 107 cellules en début d'incubation a 3,76 ng/lO7
cellules au bout d'une heure & 4°C.

La valeur de la radioactivité intracellulaire associée & la fracion
micromoléculaire, qui correspond a 5,7 % de la radioactivité totale au
temps 15 min, augmente ensuite a 33 % & 30 min puils redescend en fin
d'incubation a 19.5 %.

En ce qui concerne la fraction radiocactive libérée dans le milieu
par les cellules, on contate que, durant les 30 premiéres minutes, la
lactotransferrine est libérée intacte. De la radioactivité associée a la

fraction micromoléculaire apparait au temps 30 minutes pour
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TABEAU VI : DEGRADATION DE LA LACTOTRANSFERRINE INTERNALISEE PAR

LES CELLULES HT 29 Glc(-) DIFFERENCIEES

TEMPS FRACTIONS RADIOACTIVITE| RADIOACTIVITE RADIOCACTIVITE
TOTALE MACROMOLECULAIRE {MICROMOLECULAIRE
(ng/10" cell.) (%) (%)
Membranes 46,08 100 0
3 min Cellules 12,3 100 0
Milieu 4 100 0
Membranes 28,92 100 0
15 min [Cellules 19,1 94,3 5,7
Milieu 14,6 100 0
Membranes 14,72 100 0
30 min JCellules 26,05 67 33
Milieu 39 93,8 6,2
Membranes 3,76 100 0
60 min |Cellules 14,5 80,5 19,5
Milieu 53,2 63,8 30,2
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finalement représenter 30,2 % de la radioactivité totale du milieu au
bout d'une heure d'incubation.

En conclusion, la lactotransferrine internalisée par les cellules
HT 29 Glc(-) différenciées en entérocytes est dégradée. Comme lg montre
1'étude de la fraction marquée membranaire, il est nécessaire que cette
protéine pénétre dans la cellules pour &tre dégradée. Il apparait des
produits de dégradation dans le milieu extérieur avec un décalage par
rapport & l'apparition de ces produits a 1l'intérieur de la cellule.

Lors de 1l'étude de 1la localisation de 1la lactotransferrine
internalisée par les cellules HT 29, 11 avait été observé que la
protéine radiocactive était située dans la méme zone que les enzymes
caractéristiques des compartiments lysosomaux. Nous avions conclu gque
cette localisation était possible pour des temps supérieurs a 10 min
mais peu vraisemblable dans le cas contraire et que, par conséquent la
présence de lactotransferrine marquée dans la méme zone du gradient de
Percoll résultait probablement de la non séparation par 1la
centrifugation des vésicules endosomales renfermant la lactotransferrine
marquée internalisée et des vésicules lysosomales. Une relation directe
entre l'arrivée d'un ligand internalisé dans les compartiments
lysosomaux et la dégradation de ce ligand a été montrée (PASTAN &
WILLINGHAM, 1985) pour des protéines telles que 1'EGF et pour
1l'a2-macroglubuline. Or, il est clair que la lactotransferrine n'est pas
dégradée dans les 15 premiéres minutes de son entrée dans la cellule.
Nous pouvons donc proposer dque la lactotransferrine endocytée est
renfermée dans une vésicule endosomale précoce. Cet endosome migre
ensuite vers le CURL en se transformant progressivement en endosome
tardif ot il fusionne avec des vésicules lysosomales. A 1l'intérieur du

lysosome ainsi formé, la lactotransferrine est dégradée.
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Quant a la taille des produits de dJdégradation formés, la
calibration de la colonne de Séphadex G-75 utilisée montre que ces
produits ne peuvent pas correspondre aux fragments d'hydrolyse de la
lactotransferrine humaine décrits dans la littérature (LINE et al., 1976
BLUARD-DECONNINCK et al., 1978 ; METZ-BOUTIGUE et al., 1981 ; MAZURIER
et al., 1983 ; SPIK et al., 1983 ; LEGRAND et al., 1984). Ces fragments
sont les produits d'hydrolyse de la protéine par des enzymes telles que
la trypsine, la chymotrypsine, la papaine, la pepsine et la protéase V8
de Staphylococcus aureus. Or les endopeptidases lysosomales (ou
cathepsines) (de DUVE et al., 1962 ; BARRETT et al., 1972, 1977) et les
exopeptidases lysosomales (Mc DONALD & SCHWABE, 1977) sont trés
différentes. Ces enzymes peuvent dégrader une protéine totalement et
trés rapidement en résidus d'acides aminés (COFFEY & de DUVE, 1968).
C'est pourquoi, nous concluons que la lactotransferrine internalisée qui
a rejoint le compartiment lysosomal est totalement détruite en acides
aminés. Au terme de cette dégradation, les acides aminés peuvent quitter
le lysosome. Il a été en effet montré que la membrane lysosomale est
imperméable aux peptides de taille supérieure aux dipeptides et aux
acides aminés (EHRENREICH & COHN, 1969 ; LLOYD, 1971). Des transporteurs
d'acides aminés ont été décrits dans la membrane lysosomale (GAHL et
al., 1982, 1983; JONAS, 1986; PISONI et al., 1985, 1987, 1989; BERNAR et
al., 1985, 1986, TIETZE et al., 1989).

Cependant, toute la lactotransferrine internalisée n'est pas

[+

détruite; au temps 30 min, 67 % de la protéine est encore intacte. Ce

oe

taux augmente et passe a 80,5 a 60 min mais comme la lactotransferrine
n'est plus internalisée aprés 30 min cette augmentation du taux de
lactotransferrine non dégradée ne peut &tre due qu'a la sortie des

produits d'hydrolyse de la cellule vers le milieu extérieur. Il faut

noter qu'a 30 min, 6,2% de la radiocactivité relachée dans le milieu est
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constituée par les produits de dégradation de 1la lactotransferrine
rejetés par les celiules et que ce taux est de 30,2% au bout de 60 min.
Ce résultat nous améne a la conclusion que la lactotransferrine continue
& 8tre dégradée aprés 30 min et que les produits de dégradation sont
externalisés.

En conclusion, le c¢ycle intracellulaire de la lactotransferrine
internalisée par les cellules HT 29 Glc(-) différenciées en entérocytes
semble 8tre trés similaire a celuil de 1'EGF (PASTAN & WILLINGHAM, 1981 ;
FITZGERALD et al., 1983 ; WILLINGHAM et al., 1983 ; DICKSON et al.,
1983). Cette protéine, aprés avoir é&té internalisée, rejoint les
compartiments lysosomaux de la cellule ol elle dégradée moins de 20

minutes aprés avoir é&té internalisée, les produits de dégradation étant

rejetés dans le milieu extérieur.

D - EFFETS DES INHIBITEURS SUR L'INTERNALISATION DE LA

LACTOTRANSFERRINE

L'étude de 1'internalisation de 1la lactotransferrine par les
cellules HT 29 Glc(-) différenciées en entérocytes a été poursuivie en
étudiant les effets d'inhibiteurs tel que la colchicine qui empéche les
mouvements membranaires et inhibe ainsi les phénoménes d'endocytose, et
tels que la monensine, la cloroquine ou le CCC (carbonyl cyano-chloro-
phenyl hydrazone) qui inhibent 1le fonctionnement des compartiments

acides de la cellule tels que les endosomes et lysosomes.
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1 - EFFETS DU CARBONYL CYANO-CHLOROPHENYL HYDRAZONE (CCC) ET DE
LA MONENSINE SUR LA CINETIQUE D'INTERNALISATION DE LA

LACTOTRANSFERRINE PAR LES CELLULES HT 29 Glc(-)

a - Effets de la monensine et du CCC sur l'évolution de la

lactotransferrine marquée relachée dans le milieu

La figure 28A montre 1l'influence de la monensine et du CCC sur
1'évolution, en fonction du temps d'incubation & 36°C , de 1la
lactotransferrine radioactive reldchée dans le milieu. Dans un premier
temps (de 0 & 15 min) la libération de lactotransferrine radioactive par
les cellules traitées par les inhibiteurs est identique & la libération
observée pour les cellules témoins. A partir de 15 min, la libération de
lactotransferrine radioactive par les cellules non traitées devient plus
rapide. Au bout de 40 min, pour les cellules témoins, la radioactivité
du milieu représente plus de 60 % de la radiocactivité totale et augmente
ensuite pour atteindre 70 % au temps 60 min. Pour les cellules traitées,
le taux de radiocactivité libérée dans le milieu est inférieur & 50 % au
temps 40 min et n'augmente presque pas par la suite. La monensine et le
CCC ont des effets identiques sur la cinétique de libération de la
lactotransferrine par les cellules HT 29 Glc(-) incubées & 36°C. La
présence de l'un ou l'autre de ces inhibiteurs dans les différents

milieux d'incubation a pour effet de faire descendre de 20 % le taux de

radioactivité libérée par les cellules.
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b - Effets de la monensine et du CCC sur le taux de

lactotransferrine radioactive liée aux membranes

La figure 28B montre que les cinétiques de libération des
membranes de la lactotransferrine marquée sont identiques pour les
cellules témoins et pour les cellules traitées. La wvariation du
pourcentage de lactotransferrine radioactive 1liée aux membranes en
fonction du temps d'incubation, ne semble pas &tre influencée par les

inhibiteurs présents dans le milieu.

c - Effets de la monensine et du CCC sur l'évolution de la

lactotransferrine marquée & 1'inrérieur de la cellule

Les résultats de la figure 28C montrent que, dans un premier
temps, la présence de monensine ou de CCC dans les milieux d'incubation
ne semble pas influer sur l'internalisation de lactotransferrine par les
cellules HT 29 Glc(-). Pendant les 15 premieéres minutes consécutives au
début de 1'incubation a 36°C, le taux intracellulaire de
lactotransferrine passe de 16 & 42 %. Quant aux cellules traitées par la
monensine ou le CCC, elles incorporent, dans un premier temps, la
lactotransferrine de la mé&me fagon que les cellules non traitées, & un
niveau toutefois légérement inférieur (37 % pour les cellules traitées
par le CCC et 33 % pour les cellules traitées par la monensine). Puis,
alors que le taux de lactotransferrine radiocactive présent dans la
fraction intracellulaire des cellules témoins diminue progressivement
jusqu'a 19 %, a un niveau légérement supérieur au niveau initial, la
quantité de radiocactivité reste constante pour les cellules traitées par
la monensine ou le CCC. Ces inhibiteurs semblent provoquer une

accumulation de la lactotransferrine & l'intérieur des cellules.
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d - Conclusion

La premiére conclusion, concernant l'étude de 1l'influence de
la monensine et du CCC sur la cinétique d'endocytose de 1la
lactotransferrine par les cellules HT 29 Glc(-) est que les deux
inhibiteurs ont des effets tout a fait identiques. La figure 14 montre
la récapitulation de tous les phénoménes observés lors de 1l'étude
comparée des cinétiques d4'internalisation de la lactotransferrine par
les cellules HT 29 Glc(-) inhibées (Fig. 29B) ou non (Fig. 29A) par la
monensine.

La monensine, comme le CCC, n'empéche pas la lactotransferrine
d'étre internalisée par les cellules HT 29 Glc(-). En revanche, il a été
constaté que ces inhibiteurs empéchaient 1la lactotransferrine de
ressortir de la cellule alors gque, pour les cellules non traitées le

passage de la lactotransferrine dans la cellule était transitoire.

2 - EFFETS DE LA COLCHICINE SUR LA CINETIQUE D'INTERNALISATION DE

LA LACTOTRANSFERRINE PAR LES CELLULES HT 29 Glc(-)

a - Effets de la colchicine sur le taux de lactotranferrine

marquée fixée aux membranes

La figure 30A montre que la variation du pourcentage de
lactotransferrine radiocactive fixée aux membranes en fonction du temps
d'incubation est trés différente en présence de colchicine. Le taux de
lactotransferrine radioactive 1liée aux membranes passe, pour les
cellules témoins, de 81% a 5% durant les 60 min d'incubation a 36°C.
Pour les cellules traitées par la colchicine, le taux initial de 81 %

0,

chute régulidrement jusqu'a 50 % (40 min) puis reste constant
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jusqu'a la fin de l'incubation. La variation de 1la quantité de
lactotransferrine attachée aux membranes des cellules traitées par la
colchicine est tout & fait similaire a celle observée pour des cellules
incubées & 4°C (Fig. 1) pour lesquelles il avait été conclu que la chute
de la quantité de lactotransferrine liée aux membranes &tait due au

-

phénoméne de retour & l'équilibre lors du changement de milieu.

b - Effets de la colchicine sur 1l'évolution du taux de

lactotransferrine marquée reldchée dans le milieu

La figure 30B montre 1'influence de 1la colchicine sur
1'évolution, en fonction .du temps d'incubation a 36°C, de la
lactotransferrine radiocactive reldchée dans le milieu. Dans un premier
temps (de 0 & 10 min) la libération de lactotransferrine par les
cellules traitées par la colchicine est identique & celle des cellules
témoins. A partir de 10 min, la libération de lactotransferrine
radiocactive par les cellules non traitées devient plus rapide. Au bout
de 40 min, pour les cellules témoins, le pourcentage de radiocactivité du
milieu représente plus de 60 % de la radioactivité totale et augmente
ensuite pour atteindre 70 % au temps 60 min. Pour les cellules traitées,
le taux de radicactivité libérée dans le milieu est de l'ordre de 40 %
de la radiocactivité totale (40 min) et demeure constant. La libération
de radiocactivité par les cellules traitées & la colchicine est identique

a celle observée pour des cellules laissées a 4°C.

c - Effets de la colchicine sur 1'évolution du taux de

lactotransferrine radioactive reldchée dans le milieu

Les résultats de la figure 30C montrent que par rapport aux
cellules témoins il n'y a ni entrée ni sortie de lactotransferrine dans

les cellules HT 29 Glc(-) traitées par la colchicine.



150

d - Conclusion

Les différents effets de 1la colchicine sur 1la cinétique
d'internalisation de la lactotransferrine sont regroupés dans la figure
31. On constate qu'en présence de cet inhibiteur 1la cinétique
d'internalisation est tout & fait identique & celle observée lorsque
1'incubation des cellules HT 29 Glc(-) est réalisée & 4°C. Ce résultat
montre que l'internalisation de la lactotransferrine nécessite le bon
fonctionnement des microfibrilles et des microfilaments de tubuline du

fuseau. En effet lorsque le formation des filaments est inhibée par 1la

colchicine, l'endocytose ne se produit pas.

3 - CONCLUSION

Les inhibiteurs utilisés lors de cette étude peuvent &tre classés
en deux groupes : la c¢olchicine, d'une part qui inhibe
l'internalisation de la lactotransferrine par les cellules HT 29 Glc(-)
et, d'autre part, 1la monensine et 1le CCC, qui n'emp&chent pas
l'endocytose de la lactotransferrine mais provoquent 1'accumulation de
la lactotransferrine dans les endosomes et inhibent ainsi la sortie du
matériel radioactif.

La colchicine par son action sur la tubuline et sur les
microfibrilles est bien connue pour inhiber 1'endocytose. De nombreux
exemples sont connus tels que 1'inhibition de 1'endocytose des

immunoglobulines IgA dimériques (KUHN & KRAEHENBUHL, 1982).



POURCENTAGE DE RADIOACTIVITE

151

g

901

’

e 10 20 30 40 50 60

. TEMPS (min)
* MILIEU @ CELLULES & MEMBRANES

Pig. 31 s EVOLUTION DES POURCENTAGES DE RADIOACTIVITE DANS CHAQUE
FRACTION POUR DES CELLULES TRAITEES A LA COLCHICINE, COMPARAISON
AVEC DES CELLULES NON TRAITEES

A : Cellules témoins

B 3 Cellules traitées par la colchicine (10 uM)



152

La monensine est un ionophore qui favorise la sortie des protons H+
des endosomes et l'entrée des cations Na+ dans ces vésicules. Le blocage
du fonctionnement de la pompe a protons inhibe 1l'acidification des
endosomes et empéche la maturation négessaire a leur migration vers le
CURL et a leur fusion avec les vésicules (BASU et al., 1981 ; MERION &
SLY, 1983). Le CCC (carbonyl cyano-chlorophénylhydrazone) est un
ionophore électrogénique qui génédre un potentiel et bloque
l'acidification de toutes les vésicules acides (MAXFIELD, 1985).

Ces deux derniers inhibiteurs bloquent 1la sortie des produits
radioactifs présents dans la cellule aprés l'internalisation de 1la
lactotransferrine radio-iodée. Les é&tudes de dégradation de la
lactotransferrine internalisée par les cellules HT 29 Glc(-) ont montré
que 33 % de la protéine endocytée étaient détruits dans les 30 premidres
minutes de 1'internalisation et rejetés dans le milieu, le taux de
lactotransferrine non dégradée augmentant par la suite (voir Tableau VI)
dans 1la fraction intracellulaire. On peut supposer due la
lactotransferrine non dégradée peut ne pas sortir de la cellule comme le
font les produits de dégradation. L'inhibition de la sortie de 1la
lactotransferrine internalisée par les cellules HT 29 Glc(-) traitées
par la monensine ou par le CCC est peut-&tre due & une inhibition de la
dégradation de cette protéine par ces inhibiteurs. C'est pour vérifier
cette hypothése que 1l'étude des effets des inhibiteurs a été poursuivie
par 1'étude de l'influence de ces inhibiteurs sur la dégradation de la

lactotransferrine internalisée.
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E - ETUDE DES EFFETS DES INHIBITEURS SUR LA DEGRADATION DE LA
LACTOTRANSFERRINE INTERNALISEE PAR LES CELLULES HT 29 Glc(-)

DIFFERENCIEES

Pour cette étude, nous avons choisi d'examiner, par chromatographie
de gel-filtration sur une colonne de Séphadex G-75, la dégradation de la
lactotransferrine internalisée aprés 30 min d'incubation & 36°C. C'est
en effet a ce temps que le taux intracellulaire de lactotransferrine
dégradée est le plus important. Les trois inhibiteurs (colchicine,
monensine et CCC) wutilisés lors de 1'étude de 1la cinétique
d'internalisation ont été utilisés. Les profils chromatographiques des
fractions intracellulaires ont été comparés a ceux obtenus pour des
cellules témoins non traitées incubées 30 min & 36°C (Fig. 32A).

La colchicine, comme 1l'a montré 1'étude précédente, empéche
1'endocytose de la lactotransferrine dans les cellules HT 29 Glc(-). Il
n'a donc pas été surprenant de constater que la quantité de
lactotransferrine radioactive détectée dans le compartiment
intracellulaire est trés faible. La fraction intracellulaire a néanmoins
été chromatographiée et le profil chromatographique obtenu aprés passage
sur la colonne de Séphadex G-75 (Fig. 32B) montre la présence d'un seul
pic correpondant a de la lactotransferrine non dégradée.

Le profil chromatographique de la fraction intracellulaire, pour
les cellules traitées par la monensine (Fig. 32C), montre la présence
d'un seul pic radioactif dont 1le profil correspond a une masse
moléculaire élevée et pouvant &tre identifié & de la lactotransferrine
non dégradée. Le constituant radioactif micromocléculaire, observé sur le
profil chromatographique de 1la fraction intracellulaire des cellules

témoins n'a pas été observé ici. La monensine semble donc inhiber
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la dégradation de la lactotransferrine internalisée par les cellules HT
29 Glc(-).

Le CCC exerce le méme effet inhibiteur que la monensine sur la
dégradation de la lactotransferrine internalisée par les cellules HT 29
Glc(-). En effet le profil chromatographique observé (Fig. 32D) est

identique & celui observé précédemment pour la monensine.

CONCLUSION

Les inhibiteurs du type de la monensine et du CCC qui bloquent le
fonctionnement des vésicules acides de la cellule, inhibent donc 1la
dégradation de la lactotransferrine par les cellules HT 29 Glc(-)
différenciées en entérocytes. L'hypothése que nous formulions & la fin
du chapitre précédent selon laquelle 1l'inhibition de 1la sortie du
matériel radioactif des cellules était due & la non dégradation de 1la
lactotransferrine internalisée se trouve ainsi confirmée. L'inhibition
de la dégradation lysosomale par les ionophores et les protonophores
tels que la monensine ou le CCC est un phénoméne bien connu des effets
dis a ces inhibiteurs (MAXFIELD, 1985). Il a été observé pour des
ligands variés, tels que la toxine diphtérique (MARNELL et al., 1982)
dont la dégradation en [125-I]monoiodotyrosine est inhibée par les
composés qui augmentent le pH lysosomal (LEPPLA et al., 1980). Nous
pensons donc que la monensine et le CCC ont le méme effet sur 1la

dégradation de la lactotransferrine internalisée par les cellules HT 29

Glc(-) différenciées en entérocytes.
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E - ETUDE DE L'INFLUENCE DES INHIBITEURS SUR LA LOCALISATION DE LA

LACTOTRANSFERRINE INTERNALTSEE PAR LES CELLULES HT 29 Glc(-)

La colchicine inhibant 1l'entrée de la lactotransferrine dans les
cellules HT 29 Glc(-), 1l'étude a été réalisée avec la monensine, le CCC
et la chloroquine qui n'inhibent pas l'entrée de la lactotransferrine
dans la cellule mais inhibent sa dégradation. L'étude de la localisation
de la radicactivité intracellulaire a été faite apreés 30 min
d'incubation & 36°C. Les résultats (Fig. 33) montrent que, quelque soit
1tinhibiteur utilisé, la localisation de la radiocactivité internalisée
est toujours la méme que la localisation de la radioactivité
internalisée en absence d'inhibiteur (Fig. 33A). La radioactivité
internalisée est toujours située dans la zone d'expressién des enzymes

marqueurs des compartiments lysosomaux de la cellule.
CONCLUSION

La monensine, le CCC et la chloroquine semblent donc ne pas influer
sur la localisation intracellulaire de la lactotransferrine
internalisée. La protéine est associées aux compartiments lysosomaux de
la cellule mais n'est pas dégradée par les enzymes de ces vésicules dont
le fonctionnement est inhibé. La lactotransferrine non dégradée est
emmagasinée dans le lysosome d'oll elle ne peut sortir, la membrane de

ces vésicules étant imperméable aux protéines.
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INTRACELLULAIRE DE LA LACTOTRANSFERRINE INTERNALISEE
Les cellules, aprés saturation des sites 4 4°C par de la
lactotransferrine marquée, sont incubées a 36°C pendant 30 min.
La fraction intracellulaire est préparée et centrifugée, puis 15
fractions sont recueillies et mesurée pour leur radiocactivité et
leur activité hexosaminidase et phosphatase acides (voir section
"Matériels et Méthodes").

A 3 Témoin 31 cellules non traitées

B t Cellules traitées par la monensine (1 mM)

C s Cellules traitées par le CCC (100 uM)

D : Cellules traitées par la chloroquine (100 uM)
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IV - CONCLUSION ET DISCUSSION

1 - FIXATION DE LA SEROTRANSFERRINE

Un récepteur membranaire de la sérotransferrine est présent dans

les cellules HT 29 Glc(-) différenciées en entérocytes ; il est
exclusivement localisé & la surface des membranes baso-latérales de ces
cellules. Les expériences de fixation de la sérotransferrine sur les
cellules HT 29 Glc(-) entiéres en culture ne nous avaient pas permis de
détecter la fixation de cette protéine sur son récepteur. Cela n'est
guére surprenant, la monocouche de cellules HT 29 Glc(-) forme un
épithélium et des Jjonctions serrées relient les cellules entr'elles
(ROUSSET, 1986). Dés lors, par la présence méme de ces jonctions, il est
normal que les études de fixation sur les cellules entiéres en culture
n'ajent pas permis de caractériser ces récepteurs.
La présence du récepteur de la sérotransferrine dans les cellules HT 29
Glc(-) différenciées a &té révélée par les expériences de fixation sur
les extraits cellulaires solubilisés et déposés sur membrane de
nitrocellulose. La méme technique a permis de montrer la présence 2
l'intérieur de 1la cellule d'un "pool" de récepteurs de 1la
sérotransferrine qui représente jusqu'a 40 % de la fixation totale.

La présence de récepteurs de la sérotransferrine a également é&té
détectée & la surface des cellules HT 29 Glc(+) non différenciées. Ce
résultat a &été confirmé par le dosage des récepteurs dans les
différentes fractions ©obtenues a partir des <cellules HT 29
indifférenciées, dosage qui a permis également de mettre en é&vidence

1'existence de récepteurs de 1la sérotransferrine dans la fraction

intracellulaire de ces cellules.
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Les cellules HT 29 Glc(+) sont des cellules indifférenciées qui poussent
continuellement (ROUSSET, 1986) méme aprés la confluence, jusqu'a former
des multi-couches cellulaires. Or, le récepteur de la sérotransferrine a
été mis en évidence a la surface de nombfeuses cellules humaines (NEWMAN
et al., 1988) et il a été observé que sa présence & la surface des
cellules est directement liée & la prolifération cellulaire (LARRICK &
CRESSWEEL, 1979 ; SUTHERLAND et al., 198l1). Il est donc normal de
trouver & la surface des cellules HT 29 Glc(+), qui sont des cellules

tumorales prolifératives, des récepteurs de la sérotransferrine.

Propriétés du récepteur de la sérotransferrrine

Les effets du pH et de la saturation en fer sur la fixation de la
sérotransferrine sur son récepteur ont été étudiés. D'abord sur les
cellules HT 29 Glc (+) entiéres en culture, pour lesquelles il a été
montré qu'a pH 7,4 les deux formes de la protéine se fixaient avec des
affinités différentes sur leurs récepteurs, bien que le nombre de sites
de fixation soit identique dans les deux cas. La constante de
dissociation de la sérotransferrine saturée en fer est de 1,29 + 0,135 x
10_9 M ; elle est de 3,7 X 10_7 M pour la sérotransferrine non saturée.
Puis, une étude similaire a été réalisée sur la fraction P1l, fraction
enrichie en membranes baso-latérales des cellules HT 29 Glc(-)
différenciées. Il a été montré que la fixation des deux formes de la
sérotransferrine est identique aux pH 5 et 6. En revanche, lorsque les
études ont été faites a pH 7, et plus encore a pH 8, il a été constaté

que la fixation de la sérotransferrine non saturée en fer est nettement

moins forte que celle de la protéine saturée.
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Conclusions sur le récepteur de la sérotransferrine

Le récepteur de la sérotransferrine des cellules HT 29 Glc(+) et
Glc(-) semble donc posséder les mémes propriétés que celles du récepteur
bien connu trouvé & la surface de nombreuses cellules humaines
(REGOECZI, 1984), particuliérement celui de la lignée cellulaire HEP G2
(DAUTRY-VARSAT et al., 1983) dont les Kd sont, a pH 7,3, de 7 x 10-7 M
et 7 x 10_9 M pour respectivement les sérotransferrines saturées et non
saturées, ou celui de la lignée K 562 (KLAUSNER et al., 1983) dont les
Kd respectifs pour les méme protéines sont, &8 pH 7,2 de 4,8 x 10-8 M et
1,9 x 1070 M.

D'un point de vue plus général, concernant l'utilisation de la
souche HT 29 Glc(-) comme modéle pour 1l'étude du rdle des transferrines
dans les mécanisme d'assimilation du fer alimentaire par 1l'entérocyte,
l'absence du récepteur de la sérotransferrine dans la partie apicale de
cette cellule différenciée est a rapprocher de diverses observations
faites sur différents modeles ol le récepteur de la sérotransferrine
avait été recherché sans pouvoir &tre mis en évidence : dans la bordure
en brosse des entérocytes de Lapin (MAZURIER et al., 1985) ; de Rat
(PARMLEY et al., 1985 ; BANERJEE et al., 1986) ; chez 1l'Homme (OSTERLOH
et al., 1986) ; chez la Souris (HU et al., 1988) et chez le Singe
(DAVIDSON & LONNERDAL, 1988). L'absence de récepteurs de 1la

sérotransferrine a la surface de la bordure en brosse des cellules HT 29

Glc(-) différenciées en entérocytes vient donc confirmer ces données.

2 - FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

Les cellules HT 29 Glc(-) qui ont développé une différenciation de

type entérocytaire, peuvent fixer 1la lactotransferrine d'une facgon
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saturable, réversible et spécifique. La fixation de cette protéine sur
ces cellules a donc toutes les caractéristiques d'une fixation médiée
par un récepteur membranaire.

L'analyse selon SCATCHARD (1949) des résultats de fixation de 1la
lactotransferrine a permis de calculer les constantes de fixation
suivantes : n = 2,91 + 0,06 x 10 sites par cellule et Kd = 3,91 + 0,115

X 10_8 M. Ces résultats ont été obtenus & pH 7,4, avec une

lactotransferrine presque totalement dépourvue de fer (entre 10 et 15 %
de saturation) et pour des cellules &gées de 20 jours. Nos résultats de
dosage de deux enzymes marqueurs de la bordure en brosse (sucrase et
~ aminopeptidase-N) ayant montré qu'a cet &ge les cellules HT 29 Glc(-)
avaient suivi une différenciation avancée. Avec de la lactotransferrine
saturée en fer (taux de saturation supérieur & 85 %), les é&tudes de
fixation au méme pH (7,4) et avec des cellules du méme &ge, ont conduit
la conclusion que les constantes de fixation étaient les suivantes : n

3,8 + 0,7 x 104 sites par cellule et Kd = 3,55 *+ 0,85 x 10—8 M. La

o

conclusion de <cette observation est que les deux formes de
lactotransferrine se fixent sur leurs récepteurs avec la méme affinité,
tout au moins & pH 7,4. Les mémes manipulations, réalisdes avec des
cellules dgées de 16 jours ont conduit aux mémes conclusions, c'est 2a
dire, que pour des cellules de cet &ge é&galement, les deux
Jlactotransferrines (saturée en fer et non saturée) se fixaient de la
méme facon.

Cette propriété du récepteur de la lactotransferrine a déja été
observée (HU et al., 1988) chez la Souris. Ces auteurs, é&tudiant la
fixation des deux lactotransferrines sur des vésicules de bordure en
brosse solubilisées en fonction du pH du milieu, avaient conclu que,
quelque soit le pH, la lactotransferrine non saturée en fer se fixait de

la méme fagon que la lactotransferrine saturée. Ces auteurs avaient
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aussi observé que la fixation optimale des deux protéines était observée
entre les pH 5,5 et 6. Cette méme é&tude a été réalisée avec les
vésicules de bordure en brosse solubilisées préparées a partir de
cellules HT 29 Glc(-) dgées de 20 jours. Les résultats obtenus sont en
partie identiques a ceux décrits plus haut i en ce qui concerne la
comparaison de la fixation des deux formes de la protéine, il a é&té
observé que leur fixation était indentique pour tous les pH étudiés ;
quant au pH optimal de fixation, celui trouvé est situé autour de 7,
sans toutefois qu'il ait été observé de variation sensible de 1la
fixation des lactotransferrines aux différents pH testés.

La différence de comportement des récepteurs de la
lactotransferrine et de la sérotransferrine vis-a-vis dqu pH et de la
saturation de la protéine est trés intéressante pour les futures études
sur l'internalisation de la lactotransferrine par les cellules HT 29
Glc(-). En effet, elle implique des différences dans 1le cycle
intracellulaire des deux transferrines liées & leurs récepteurs.

Les cellules HT 29 Glc(+) non différenciées ne peuvent pas fixer la
lactotransferrine de fagon spécifique comme le font les cellules HT 29
Glc(-). L'apparition de récepteurs de la lactotransferrine, lors de la
différenciation dés cellules laisse supposer que ce récepteur pourrait
étre un nouveau marqueur de la différenciation de ces cellules.
Poursuivant plus loin 1'étude nous avons regardé si le nombre, les
propriétés et la répartition de ce récepteur évoluaient lors de la
différenciation des cellules. D'abord par 1'étude des constantes de
fixation de la lactotransferrine sur des cellules HT 29 Glc(-) d'dges
différents, puis par 1l'étude de la fixation de la lactotransferrine sur
les fractions solubilisées préparées a partir de cellules HT 29 Glc(-)

d'dges différents.
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Evolution de la fixation de la lactotransferrine

Les résultats de 1l'étude de 1l'évolution des constantes de fixation
sur les cellules entidres ont montré que le nombre de sites de fixation
de la lactotransferrine des cellules HT 29 augmente considérablement
lors du processus de différenciation (suivi par la mesure de l'activité
de la sucrase dans la fraction bordure en brosse). Si la présence de
l'activité sucrasique dans la partie apicale est détectée plus
précocement (Séme jour) que la présence de récepteurs (12éme jour), il a
été constaté que du jour 12 au jour 20 le nombre de récepteurs de la
bordure en brosse augmente d'un facteur 27,3 alors que, durant la méme
période, l'activité de la sucrase n'augmente que d'un facteur 3,44.

Les études de fixation de la lactotransferrine sur les fraction S2
"intracellulaire" et P2 "bordure en brosse" solubilisées ont montré que
pour les Jjeunes cellules HT 29 Glc(-) (5 jours) il existait un taux
élevé de fixation intracellulaire de la lactotransferrine, alors
qu'aucune fixation significative n'avait été observée dans la fraction
P2. Ce résultat est trés intéressant et compléte celui obtenu lors de
1'étude avec les cellules entiéres. En effet, l'apparition trés t&t dans
la cellule HT 29 Glc(-) de récepteurs de la lactotransferrine, alors que
ces derniers ne sont pas encore exprimés a la surface membranaire
apicale nous améne a la <conclusion que le récepteur de 1la
lactotransferrine pourrait &tre un nouveau marqueur précoce de la
différenciation entérocytaire des cellules HT 29 Glc(-). Récemment, un
autre marqueur précoce de la différenciation des cellules HT 29 a é&té
mis en évidence (OGIER-DENIS et al., 1988, 1989, 1990); il s'agit des
structures des glycannes des glycoprotéines des cellules HT 29. Ces
auteurs ont montré que les cellules HT 29 Glc(+) accumulaient des

structures glycanniques immatures de type oligomannosidique comprenant
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de 8 a 9 résidus de mannose alors que les cellules HT 29 Glc(-) ne le
faisaient pas. Cette distinction entre les structures des glycannes des
deux types de cellule est mesurable et dosable dés 1la phase de
croissance egponentielle et donc avant que ne soient visibles les

manifestations structurales et enzymatiques de la différenciation.

Conclusion sur le récepteur de la lactotransferrine

La présence d'un récepteur de la lactotransferrine dans la membrane
de la bordure en brosse des cellules HT 29 Glc(-) vient confirmer les
résultats obtenus par d'autres auteurs qui avaient constaté également la
présence d'un tel récepteur & la surface de la bordure en brosse
d'entérocytes humains (COX et al., 1979), de Lapin (MAZURIER et al.,
1985), de Souris (HU et al., 1988) et de Singe (DAVIDSON & LONNERDAL,
1988). L'hypothése de la participation active de la lactotransferrine &
l'assimilation intestinale du fer (MONTREUIL & MULLET, 1960 ; MONTREUIL
et al., 1960) par l'entérocyte est donc plus que jamais confortée par ce
résultat.

Afin de progresser dans la compréhension du r8le de la
lactotransferrine dans le mécanisme d'assimilation du fer alimentaire
par l'entérocyte, <ce travail a été ©poursuivi par 1'étude de
l'internalisation de la lactotransferrine par les cellules HT 29 Glc(-)

différenciées en entérocytes.

3 - ENDOCYTOSE DE LA LACTOTRANSFERRINE

L'étude cinétique de l'internalisation de la lactotransferrine par

les cellules HT 29 Glc(-) différenciées en entérocytes a montré que

cette protéine était endocytée. Aprés 1l'étape de saturation des sites
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membranaires par la lactotransferrine radio-iodée, lorsque les cellules
sont placées a 36°C, 50 % de ia lactotransferrine fixée sur les
membranes  pénétrent dans les cellules. Les  études réalisées
parallélement & 4°C ont montré que 45 % de la lactotransferrine
initialement fixée sur ces récepteurs membranaires étalent 1libérés
consécutivement au changement de milieu. 5 % de la quantité initiale de
lactotransferrine restent fixés aprés une heure d'incubation & 36°C.
Cette quantité de la lactotransferrine encore fixée aux membranes peut
&tre rapprochée de la valeur de la fixation non spécifique (moins de 10
%) observée lors des études de fixation de la lactotransferrine sur les
cellules HT 29 Glc(-). L'entrée de lactotransferrine dans la cellule se
produit trés rapidement. Les expériences de localisation de la protéine
internalisée ont montré que de la lactotransferrine était retrouvée
intracellulairement au bout de 3 min. La courbe exprimant la cinétique
d'internalisation de la lactotransferrine montre que ce phénoméne est
transitoire. En effet, aprés 30 minutes a 36°C, il n'y a plus entrée de
lactotransferrine dans la cellule, on constate au contraire une sortie
de composés radioactifs. Du début & la fin de 1l'incubation a 36°C,
l'augmentation du taux de radioactivité intracellulaire est de 1'ordre
de 5 % alors que 50 % de la lactotransferrine initialement fixée sur les
cellules ont pénétré dans la cellule, ce qui signifie que 90 % de la
lactotransferrine internalisée ressort de la cellule.

L'ensemble des résultats acquis lors de cette étude cinétique de
l'internalisation de la lactotransferrine par les cellules HT 29 Glc(-)
démontrent sans ambiguité que la protéine est endocytée par un mécanisme
actif puisqu'il est inhibé par les basses températures. Les différents
mécanismes d'internalisation des molécules et macromolécules sont bien
connus et, nous reportant a la revue générale de PASTAN & WILLINGHAM

(1983, 1985), ayant montré que les cellules HT 29 Glc{(-) possédaient a
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leur surface des récepteurs pour la lactotransferrine, nous en avons
conclu que le mécanisme d'internalisation de la lactotransferrine par
ces cellules était 1'endocytose en phase adsorptive.

La cinétique d'internalisation de 1la lactotransferrine par les
cellules HT 29 Glc(-) ne nous donne pas de renseignements sur le cycle
intracellulaire de 1la protéine. Les études de fixation de 1la
lactotransferrine saturée et non saturée en fer sur les cellules HT 29
Glc(-), ainsi que les étude de fixation de ces deux protéines sur la
fraction "bordure en brosse" solubilisée en fonction du pH, nous font a
priori exclure que le cycle intracellulaire de la lactotransferrine soit
identique & celui de la sérotransferrine. Des réponses a ces questions
pouvaient &tre données par l'étude de la localisation intracellulaire de
la lactotransferrine et par l'étude de la dégradation de cette protéine.
En effet, la sérotransferrine n'est jamais en contact avec les lysosomes

au cours de son cycle cellulaire et n'est pas dégradée dans la cellule

oll elle est internalisée.

Etude de la lactotransferrine endocytée

L'étude de 1la localisation et de 1la dégradation de 1la
lactotransferrine internalisée par les cellules HT 29 Glc(-) a permis
d'apporter les précisions suivantes

-La lactotransferrine internalisée est localisée dans la méme =zone
cellulaire que les enzymes caractéristiques des compartiments lysosomaux
apres 15 min d'incubation & 36°C. Ce résultat doit cependant &tre nuancé
par le fait que l'association entre la lactotransferrine marquée et les
enzymes lysosomaux a été caractérisée aprés 3 min d'incubation a 36°C.

Or, cette derniére observation ne correspond a aucun schéma décrit dans

les différentes voies endocytiques connues. Nous attribuons ce résultat
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3 une insuffisance de notre protocole de centrifugation des homogénats
cellulaires et & une mauvaise séparation des endosomes, déja formés
durant les trois premiéres minutes, et des lysosomes.

~-La lactotransferrine internalisée par les cellules HT 29 Glc(-)
est dégradée. Comme l'ont montré les études de chromatographie de gel-
filtration des différentes fractions étudiées, la lactotransferrine liée
a4 ses récepteurs membranaires est toujours intacte; la dégradation de la
protéine nécessite donc son internalisation. L'étude cinétique de 1la
dégradation a montré que cette derniére ne débutait que 15 min apreés
l'internalisation. PASTAN & WILLINGHAM (1983, 1985) ont montré que 1la
fusion des endosomes avec les lysosomes et la dégradation des ligands
par les enzymes lysosomaux pouvait se produire entre 10 et 20 minutes
aprés l'entrée des ligands dans la cellule. Cette grande variabilité
étant liée au type de cellule et due au fait que, dans la plupart des
types cellulaires, la migration des vésicules n'est.pas suffisamment
synchrone pour que des cinétiques précises puissent étre é&tablies. Dans
le cas de la lignée cellulaire KB, la cinétique de migration a pu
néanmoins &tre établie et il a é&té montré que 1'EGF arrivait dans le
CURL 10 minutes aprés avoir été internalisé et se retrouvait dans les
lysosomes moins de deux minutes plus tard (WILLINGHAM & PASTAN, 1982).

Les études de dégradation de la lactotransferrine internalisée par
les cellules HT 29 Glc(-) ont permis de lever les ambiguités qui
subsistaient aprés l'analyse des résultats de l'étude de la localisation
cellulaire de la protéine internalisée. La dégradation d'un ligand étant
directement liée & son entrée dans le lysosome (PASTAN & WILLINGHAM,
1983, 1985) nous pouvons donc conclure que la lactotransferrine n'entre
dans le lysosome que 15 min aprés son internalisation.

La destruction d'une protéine par les endopeptidases et

exopeptidases lysosomales est rapide et totale (COFFEY & de DUVE, 1968 ;
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EHRENREICH & COHN, 1969 ; LLOYD, 1971), ce qui explique pourquoi la
destruction de 1la lactotransferrine est totale, 1les produits de
dégradation étant rejetés dans le milieu extérieur. L'hypothése est
d'ailleurs renforcée par l'observation de ces derniers auteurs selon
laquelle la membrane du lysosome n'est pas perméable aux peptides de
taille supérieure aux acides aminés et aux dipeptides.

L'étude de l'infuence des inhibiteurs a permis de confirmer ces
résultats. La colchicine qui est un inhibiteur de la tubuline et des
microfibrilles, empé&che l'internalisation de la lactotransferrine; les
cellules traitées par cet inhibiteur ont exactement le méme comportement
que les cellules incubées & 4°C.

La monensine et le CCC n'empé&chent pas la lactotransferrine de rentrer
dans les cellules HT 29 Glc(-) mais empéchent la sortie de la protéine
de la cellule. Les expériences de localisation ont montré que cette
inhibitién était due au fait que la lactotransferrine est piégée dans
les lysosomes d'ol elle ne peut sortir. L'alcalinidsation du milieu
intralysosomal, due aux inhibiteurs, emp&chant l'action des protéases

lysosomales.
4 - CONCLUSION

Au terme de cette étude, nous pouvons conclure dque la
lactotransferrine, aprés s'@tre fixée spécifiquement sur ces récepteurs
de la bordure en brosse des cellules HT 29 Glc(-) différenciées en
entérocytes, pénétre dans la cellule par un mécanisme d'endocytose en
phase adsorptive. En effet, 1'internalisation de la lactotransferrine a
l'intérieur des cellules posséde les caractéristiques de ce mécanisme; 2
savoir qu'elle nécessite dans un premier temps la fixation de 1la

protéine sur ses récepteurs membranaires, qu'elle est inhibée par les
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basses températures et par la présence d'inhibiteurs tels que 1la
colchicine.
Aprés son endocytose, la lactotransferrine se retrouve rapidement dans
les lysosomes ou elle est dégradée par les hydrolases lysosomales. lLes
produits de dégradation, que nous n'avons pas identifiés avec certitude,
sont ensuite relachés dans le milieu extérieur. L'hydrolyse de la
lactotransferrine est inhibée par la monensine qui empéche le transfert
des endosomes vers les lysosomes et la fusion de ces vésicules. Elle est
également inhibée par le CCC et la chloroquine qui, en blogquant la
baisse du pH intralysosomal, empé&che le fonctionnement des hydrolases
acides du lysosomes. La dégradation de la lactotransferrine dans les
lysosomes, ainsi que 1l'indiquent nos expériences de chromatographie sur
colonne de Sephadex G-75 de la lactotransferrine internalisée, aboutit &
la formation de matériel radioactif de faible masse moléculaire. Nous en
réferrant a la 1littérature, nous avons postulé que ces produits de
dégradation devaient &tre des acides aminés simples ou, au plus, des
dipeptides. Ce dernier point devra &tre é&lucidé par la suite. Si
l'internalisation de la 1lactotransferrine doit aboutir, & terme, & la
libération du fer, l'affinité de cette protéine pour ce métal est telle
qu'il est difficilement concevable qu'il puisse exister dans
1'entérocyte un accepteur du fer qui ait une affinité supérieure a celle
de la lactotransferrine. C'est pourquoi la dégradation totale de 1la
protéine internalisée nous parait &tre l'hypothé&se la plus compatible
avec les propriétés de la lactotransferrine.

L'étude de l'endocytose de la lactotransferrine nous a donc permis
d'arriver & la conclusion que cette protéine, apréds avoir &té
internalisée est dégradée dans les lysosomes. Le cycle intracellulaire

de la lactotransferrine est du type de celui de 1'EGF (DICKSON et al.,

1983) ou de celui des asialoglycoprotéines (TOLLESHAUG, 1981). Pour ces
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deux exemples, la protéine internalisée est détruite dans les lysosomes.
Les cycles différent cependant au niveau du récepteur, celui de 1'EGF
est détruit alors que celui des asialoglycoprotéines est recyclé. Les
expériences menées au cours de cette é&tude n'ont pas apporté de
renseignements sur 1l'eventuel recyclage du récepteur de la

lactotransferrine.
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I CONCLUSTON GENERALE l

Les travaux dont nous rapportons les résultats dans ce mémoire font
suite & ceux réalisés au Laboratoire par MAZURIER et al., (1985) qui
avaient montré que les vésicules membranaires de la bordure en brosse
d'intestin de Lapin pouvailent fixer la lactotransferrine humaine et a
ceux de HU et al., (1988, 1990) qui avaient montré la présence d'un
récepteur de la lactotransferrine humaine et de la lactotransferrine
murine sur des vésicules de la bordure en brosse d'intestin de Souris.

Dans le but d'élargir nos connaissances sur le rdle de la
lactotransferrine et de son récepteur entérocytaire dans 1'absorption
intestinale du fer, nous avons entrepris nos travaux en choisissant les
cellules HT 29 comme modéle. Ces cellules qui développent en culture une
différenciation de type entérocytaire, nous ont permis d'aborder cette
étude en systéme homologue : entérocyte humain et lactotransferrine
humaine. Plus qu'au récepteur, et & ses propriétés physico-chimiques ou
structurales, nous nous sommes intéressés A& l'interaction des
sérotransferrine et lactotransferrine humaiﬁes, puis a l'internalisation
de cette derniére protéine par les cellules. Les conclusions gque nous

pouvons tirer sont les suivantes

1 - La sérotransferrine ne semble pas se fixer sur les cellules HT
29 différenciées en entérocytes alors qu'elle se fixe sur les cellules
indifférenciées.

Les études de fixation sur les fractions cellulaires solubilisées
et déposées sur nitrocellulose ont cependant montré qu'une fixation de

sérotransferrine pouvait &tre mise en évidence sur les membranes
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baso-latérales. De méme, ces &tudes ont montré l'existence d'un pool
intracellulaire de récepteurs de la sérotransferrine.

Par ailleurs, les propriétés de fixation du récepteur vis-a-vis des
deux formes de sérotransferrine (saturée et non saturée en fer) a
différents pH, ont montré que ce récepteur posséde les mémes propriétés
que le récepteur de la sérotransferrine décrit dans de nombreuses autres

souches.

2 - La lactotransferrine, qui ne se fixe pas spécifiquement sur les
cellules HT 29 indifférenciées, peut se fixer sur la souche différenciée
de facon spécifique, saturable et réversible.

Les études de fixation de la protéine sur les fractions cellulaires
solubilisées et déposées sur membrane de nitrocellulose, ont montré que,
pour le partie membranaire, seule la fraction bordure en brosse était
capable de fixer la lactotransferrine, aucune fixation spécifique n'a pu
8tre détectée dans la fraction baso-latérale. En revanche, un pool
relativement important de récepteurs intracellulaires de la
lactotransferrine a été mis en évidence. Les études de variation de la
fixation dans 1les différents compartiments, ont laissé apparaitre
.l'existence dans la cellule au Jjour 5 de récepteurs de 1la
lactotransferrine alors que pour des cellules du méme &ge, la bordure en
brosse n'est pas encore développée et qu'aucune fixation de
lactotransferrine n'a été détectée dans les fractions membranaires. Le
récepteur de la lactotransferrine est donc un marqueur précoce de la
différenciation des cellules HT 29 en entérocyte.

3 - L'endocytose de la lactotransferrine a été étudiée sur les
cellules entérocytaires HT 29 &gées de 20 jours. Par utilisation d'une

lactotransferrine marquée a 1l'iode radiocactif, nous avons mis en
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évidence l'internalisation de la lactotransferrine selon un mécanisme

qui a toutes les caractéristiques de l'endocytose en phase adsorptive.

Nos travaux ont donc contribué a démontrer que la lactotransferrine
jouait un r&le dans l'absorption intestinale du fer. En accord avec les
travaux déja cités de MAZURIER et al. (1985) et de HU et al. (1988,
1990), nous pouvons donc conclure que ce rdle important de la
lactotransferrine dans 1'absorption intestinale se fait par
l'intermédiaire de récepteur spécifique a la surface de la bordure ne
brosse.

Nous avons également montré, ce qui n'avait jusqu'a présent pas pu
étre mis en évidence, que l'entérocyte pouvait internaliser la

lactotransferrine.

Cependant, si nos travaux font avancer la compréhension du rdle
joué par la lactotransferrine dans 1la nutrition martiale, ils ne
permettent pas de répondre & toutes les questions. Le modéle des
cellules HT 29 différenciées en entérocytes permet de poursuivre dans la
compréhension du mécanisme de l'absorption intestinale du fer. Les
prochaines étapes & étudier seront le transfert du " fer de la
lactotransferrine a l'entérocyte, le tranport intracellulaire du métal

et, enfin, 1'étude du passage du fer vers la sérotransferrine sérique

chargée de véhiculer le fer & tous les tissus de l'organisme.
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