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CODE DES ACIDES AMINES

A : Alanine (Ala)
C : Cystéine (Cys)
D : Acide Aspartique (Asp) -
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K : Lysine (Lys)
L : Leucine (Leu)
M : Méthionine (Met)
N : Asparagine (Asn)
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W ! Tryptophane (Trp)
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FRAGMENTS DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE
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INTRODUCTION

La découverte de la lactotransferrine dans le lait de Femme i)ar
Montreuil (Montreuil et al., 1960; Montreuil et Mullet, 1960), a ouvert la
voie, au Laboratoire, & une multitudes d'études structurales et
fonctionnelles sur les fractions glycanniques et protéiques des
transferrines, en particulier, sur les rdles biologiques de ces fractions

et sur leurs mécanismes d'interaction avec des récepteurs spécifiques.

Contrairement au récepteur de la sérotransferrine qui est présent a
la surface de toutes les cellules, le récepteur de la lactotransferrine a
été localisé jusqu'a présent sur un nombre limité de cellules. En effet,
le récepteur de la lactotransferrine a été caractérisé dans des biopsies
intestinales humaines (Cox et al., 1979), sur des cellules entérocytaires
de Lapin (Mazurier et al., 1985) et de Souris (Hu et al. 1988, 1990), a
la surface de lymphocytes humains activés (Mazurier et al., 1989),
ainsi que sur des plaquettes sanguines (Leveugle, 1991). Le récepteur de
la lactotransferrine a été identifié a une glycoprotéine monomérique
dont la masse moléculaire est comprise entre 100 et 130 kDa.

Le fait que la lactotransferrine soit un facteur de croissance pour
de nombreuses cellules (Hashizume et al., 1983; Oria et al., 1988;
'Mazurier et al., 1989; Nichols et al., 1987, 1990), nous améne & penser
que la lactotransferrine, en association avec son récepteur, pourrait
bien avoir un réle-clé dans la multiplication cellulaire et, en
conséquence, dans les mécanismes de défense immunitaire.

Des études récentes ont démontré que la lactotransferrine se fixe
également sur des cellules cancéreuses telles que les lignées issues d'un
adénocarcinome du colon humain HT29 et HT29-D4 (Roiron-Lagroux et

al., 1989; Derisbourg, 1990), les cellules leucémiques (Birgens et al.,




1984) et également sur des biopsies de carcinomes de l'intestin (Tuccari
et al., 1989) et du sein (Charpin et al., 1985). Dans les cas
particuliers de la glande mammaire et de l'utérus, la biosynthése de la
lactotransferrine peut étre stimulée par des hormones qui interviennent
dans le développement du tissu (Green et Pastewka, 1978; Pentecost et
Teng, 1987). Cependant, la signification biologique de la présence de la
lactotransferrine dans les tissus cancéreux n'est pas encore élucidée.

Dans le cadre d'un contrat avec I'A.R.C., nous avons donc
recherché la présence du récepteur de la Ilactotransferrine sur
différentes cellules cancéreuses de glande mammaire humaine, afin
d'établir si, comme dans le cas de la sérotransferrine, le récepteur de
la lactotransferrine pouvait é&tre utilisé comme un margueur potentiel de
la cancérisation des cellules et comme cible cellulaire dans le cadre
d'une thérapie anticancéreuse.

Notre travail a consisté dans un premier temps, & mettre en
évidence le récepteur de la lactotransferrine sur la lignée cancéreuse
T47D de glande mammaire humaine et a définir les principaux parametres
de fixation de la lactotransferrine sur ces cellules.

Dans un second temps, nous avons recherché la présence du
récepteur sur d'autres lignées cancéreuses établies a partir de
métastases ou de tumeurs solides du sein, ainsi que sur des cellules
issues de tissus sains et de mastopathies, représentatives d'un état
précancéreux, de maniére & préciser 1'évolution quantitative du
récepteur et les modifications éventuelles de ses propriétés.

La connaissance du mécanisme de l'interaction de la lactotransferrine
avec son récepteur est indispensable si 1l'on veut utiliser la
lactotransferrine comme vecteur de drogues antitumorales dans le cadre
d'une thérapie anticancéreuse. Or, jusqu'a ce jour, aucune étude n'a

été réalisée sur ce sujet. Par conséquent, dans une troisiéme étape,




nous avons cherché & Ilocaliser le site d'interaction de 1Ia
lactotransferrine, d'une part, avec les lymphocytes activés et d'autre
part, avec les cellules T47D et a identifier précisement la région de la
lactotransferrine impliquée dans la reconnaissance.

Aprés avoir ainsi défini la nature de linteraction de 1la
lactotransferrine avec les cellules T47D, nous avons étudié la destinée
intracellulaire de la lactotransferrine dans ces cellules. Cette étude
permettra de mieux comprendre le rdle joué par la lactotransferrine dans
la multiplication cellulaire et de savoir également si la lactotransferrine
est capable de véhiculer des drogues a l'intérieur de cellules cibles par
un mécanisme d'endocytose.

Les résultats que nous avons obtenus ont fait 1'objet des

publications et communications suivantes:

PUBLICATIONS

- Rochard E., Legrand D., Mazurier J., Montreuil J. and Spik G.
The N-terminal domain I of human lactotransferrin binds specifically
to PHA-stimulated peripheral blood human lymphocyte receptor.

FEBS Lett. 255 (1989) 201-204.

- Legrand D., Mazurier J., Maes P., Rochard E., Montreuil J. and
Spik G.
Inhibition of the specific binding of human lactotransferrin to human
peripheral blood PHA-stimulated lymphocytes by fluorescein labeling
and location of the binding site.

Biochem. J. 276 (1991) 733-738.




- Legrand D., Mazurier J., Elass A., Rochard E., Maes P., Vergoten
G., Montreuil J. and Spik G.
Molecular interaction between human lactotransferrin and the PHA-
activated lymphocyte receptor is located between residues 4 to 52
of human lactotransferrin.

Biochemistry (soumis a publication).

- Rochard E., Legrand D., Delplace F., Mazurier J., Montreuil J. and
Spik G.
Specific binding of lactotransferrin to the T47D human breast cancer
cell line and analysis of the iron release from lactotransferrin.

Jd. Cell Biol. (soumis a publication).

COMMUNICATIONS

- Rochard E., Legrand D., Mazurier J., Montreuil J. and Spik G.
Localisation du site d'interaction de la lactotransferrine humaine avec
le récepteur présent a la surface des lymphocytes humains activés.
XVIIéme Forum des Jeunes Chercheurs en Biochimie et Biologie

Moléculaire, Villeneuve d'Ascq, 3-6 juillet 1990.

- Legrand D., Mazurier J., Elass A., Rochard E., Maes P., Vergoten
G., Montreuil J. and Spik G.
Localization and characterisation of the binding site of human
lactotransferrin to PHA-activated lymphocyte receptor.

th

X" International Conference on Iron and Iron Proteins, Oxford,

27-31 juillet 1991.




- Legrand D., Mazurier J., Elass A., Rochard E., Maes P., Vergoten
G., Montreuil J. and Spik G.
Localization and characterisation of the binding site of human
lactotransferrin to PHA-activated lymphocyte receptor.

éme

XVII Forum des Jeunes Chercheurs en Biochimie et Biologie

Moléculaire, Tours, 1-7 septembre 1991.
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STRUCTURE ET FONCTIONS DES TRANSFERRINES

I- INTRODUCTION

Les transferrines forment une famille de glycoprotéines dont le réle
est de transporter le fer chez les Vertébrés et les Invertébrés.

Cette famille comprend:

- la_sérotransferrine, protéine sérique (Schade et Caroline, 1946;

Laurell et Ingleman, 1947).

- la lactotransferrine, appelée aussi lactoferrine (Montreuil et

Mullet, 1960; Montreuil et al., 1960), isolée pour la premiére fois du lait
de Femme par Montreuil et par Johansson (1960) et du lait de vache par
Groves (1960). Ultérieurement, sa présence fut reconnue dans la
plupart des laits de différents Mammiféres ainsi que dans de nombreux
milieux biologiques et liquides de sécrétions (Revue générale de Masson
et al., 1970) tels que les sécrétions bronchiques (Biserte et al., 1963;
Masson et Heremans, 1966 a et b), le mucus gastrointestinal (Masson et
Heremans, 1966 b), la salive (Masson et al., 1966), le liquide synovial
(Bennett et al., 1973) et a faible concentration dans le sang (Rumke et
al., 1971).

Outre l'existence de la lactotransferrine dans les cellules épithéliales
de glande mammaire et de l'intestin (Mason et Taylor, 1978), la
lactotransferrine est également présente a I'intérieur des granules
secondaires des leucocytes neutrophiles (Masson et al., 1969; Masson,

1970) et a l'état de traces dans les monocytes (Bennett et Kokocinski,

1978).




- l'ovotransferrine, isolée du blanc d'oeuf de Poule par Schade et

Caroline (1944) et trouvée par la suite, dans la plupart des oeufs des

Oiseaux.

- la mélanotransferrine (p97), protéine membranaire isolée de

mélanomes humains (Brown et al., 1982; Rose et al., 1986).

Outre leur propriété de fixer le fer, les transferrines possédent de
nombreuses propriétés structurales communes:
- ce sont des glycoprotéines monocaténaires de masse moléculaire

voisine de 80 000 Da.;

3+) en

- elles fixent réversiblement deux ions ferriques (Fe
développant une couleur rose saumon dont le maximun d'absorption est
centré a 465 nm;

- elles présentent de nombreuses homologies dans leur structure
primaire et sont constituées de deux lobes structuraux, portant chacun
un site de fixation du fer;

- elles assurent le transport du fer dans différents tissus, en
reconnaissant des réceptéurs spécifiques situés a la surface des
cellules, et jouent un rdle extrémement important dans le métabolisme du
fer.

Dans ce chapitre, nous étudierons plus particuliérement la structure
et le rdle biologique de la lactotfansferrine humaine et de la
sérotransferrine dans le métabolisme du fer, en insistant sur les
homologies structurales et fonctionnelles entre ces deux protéines.

La connaissance de la structure et de la conformation des protéines
est indispensable 4 la compréhension des rodles biologiques joués par

celles-ci, notamment dans les mécanismes d'interaction

protéine-récepteur.




II- STRUCTURE ET CONFORMATION DE LA LACTOTRANSFERRINE ET
DE LA SEROTRANSFERRINE

- A- LA STRUCTURE PRIMAIRE

L'étude de la séquence primaire de la lactotransferrine humaine
isolée du lait a été réalisée au Laboratoire en collaboration avec le
groupe du Professeur Jolles, a partir de fragments obtenus par
hydrolyse enzymatique ou chimique de la lactotransferrine
(Metz-Boutigue et al., 1984). Cette structure a été confirmée par
sequencage du cDNA partiel de la lactotransferrine leucocytaire (Rado
et al., 1987) dont la séquence entiére est publiée par Anderson et al.
(1989) et par séquengage du cDNA total de la lactotransferrine de la
glande mammaire humaine (Powell et Ogden, 1990; Rey et al., 1990).

La lactotransferrine humaine est constituée d'une seule chaine
polypeptidique de 692 résidus d'acides aminés (Rey et al., 1990; Powell
et Ogden, 1990) et posséde une masse moléculaire de 80.600 Da.

Récemment, la structure primaire de la lactotransferrine bovine a
été déterminée par séquengage du cDNa isolé a partir de glandes
submaxilliaires (Pierce et al., 1991) et de glandes mammaires bovines
(Mead et Tweedie, 1990). La séquence peptidique de la lactotransferrine
humaine est identique a 69% avec celle de la lactotransferrine bovine et
a 70% avec celle de la lactotransferrine murine utérine, produite apreés
stimulation hormonale, dont la séquence a été établie par clonage.". du
cDNA (Pentecost et Teng, 1987). |

La séquence peptidique de la sérotransferrine humaine a été
déterminée par Mac Gillivray et al. (1982, 1983) puis confirmée par les
études de séquencages du c¢cDNA du foie humain codant pour la

sérotransferrine (Yang et al., 1984; Uzan et al., 1984). Elle comporte

679 résidus d'acides aminés et posséde une masse moléculaire de 79.650 Da.
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Ainsi que nous pouvons le constater dans la figure 1 (p.10),
I'étude comparative de la séquence peptidique de la lactotransferrine et
de la sérotransferrine met en évidence 59 % d'identité entre les deux
transferrines (Mazurier et al., 1983; Metz-Boutigue et al., 1984;

Legrand et al., 1984).

B- CONFORMATION DE LA LACTOTRANSFERRINE ET DE LA

SEROTRANSFERRINE

1) Les lobes N- et C-terminaux

Dés 1975, Mac Gillivray et Brew, d'une part, et Willilams (1975),
d'autre part, remarquérent une grande homologie interne dans la
séquence de la chaine peptidique de la sérotransferrine humaine et de
I'ovotransferrine de Poule. Ces auteurs suggérérent alors que chacune
de ces transferrines est organisée en deux lobes, possédant chacun un
site de fixation du fer. L'existence de la mnature bilobée des
transferrines fut confirmée par l'obtention des moitiés N- et C-terminales
aprés protéolyse partielle de la sérotransferrine humaine (Evans et
Williams, 1978; Lineback-Zincs et al., 1980) et bovine (Brock et Azarbe,
1976; Brock et al., 1978), de l'ovotransferrine de Poule (Williams, 1975;
Keung et Azari, 1982) ainsi que de la lactotransferrine humaine
(Bluard-Deconinck et al., 1978; Line et al., 1976; Legrand et al., 1984)
et bovine (Brock et al., 1976).

Tout comme pour la sérotransferrine, les homologies de séquence
entre les moitiés N- et C-terminales de la lactotransferrine sont
importantes. On obtient ainsi pour la lactotransferrine humaine 37%
d'identité ‘entre les lobes N~ et C-terminaux (Mazurier et al., 1983;

Metz-Boutigue et al., 1984). Ces observations sont en faveur de




10 -

idiques

ept
1990) et de 1la

ines p

-

ires des cha

vray, et al., 1983).

equences prima

1

humaine (LTF) (Rey et al.,

humaine (STF) (Mac Gill

re [0 ] | > _PP__AA_ oo _v.v._ovn w m _TT_ % m.AA e oo > . w =z H L] nF...-.__LL_ ]
' a O < < < 5w _ou wwu [T X o o > o _!B w1 " K wul == z= <% %A % % < <
© - .h‘bub', >0 > LI ) > > _DD- L3 —ss [ ] [wm] |veo 0= > a oA ~aa oo | [(ww]®ax < LX)
mvv_ g >0 3 x = > < LX) © <<| on © m o m %=z Soo w = TEREY 3o ™ oo nhLL aa
= v o ) v o _cc—%lr N a | G~ v > L x o v z o X3 Qo %vv > > —’QQ w o = »d
L3 > > TT_ < < v ol _AA_ > > ER vo ] > - “ - x = _cc_ L] STTI_ f n T o 6!v [
EXRRER gxo ) < © a t (X < & —QQ Aal  >a A L X N e ke » = _NN_SVQ " X we [Fe] [ww
zxT ao B o (=] @ »n mw | o=z = om b [2> | oex < =< Laliad Taa 0z B ax LA _LL_ 20 @b
® o < < oa &0 XY o1 Qqu« v un % EE] v o - - =z v a e [vo] [xx]oxe > Esss
ox < » < - NAa o o w =z _LL_ o f B o x x X CCC L [ WQK o E- SGG (=3 Z o v o
xn [(zz] wx oo « x w 3 az Ll=>> v n < > @®aa < « o < 4_NN_ - ¢ -~ %) xS . "z
on W < o [ _AA [ EHRK x| [aa] > 'EY 2 [ww] &= an < ol 2a wa | =
[ _AA @ =z | a>> P < < ao R = > B> o w a g wcc_ > vo | “xo A a3 a
2mcc Q =~ Vo L= =< v > Slal P Sl LA < a Ll B o~ K wa | V= on Bt " < zZ 0 u
o K < < > ke ©w ©n < ¥ o™ XY Tz DO o o LR ] > > > > (L] oo X5 o a >m Tuw Rt
2 o x w . x ENN_ w o ool | ea o o x) _AA—_LL > rx Iw,nx < m ] T ew >
< < ]akk O x o w1 - = aa = 1>> < m v n o > I << & o <% “zwm e ~DD Ky o<
L [S¢] < > GG__PP~_GG_ORK g w W HRK (-] s v o CVV o [33K7) o > _DD_ x x n n MAK
e oG 55> | o= r*y] BO_ x> > oo ) "t @ » x < < z =z ~LL_ <t fax [ex] oa %5
ow - a PP-UMM_ s [oo] r'ﬂ W < < we | e ew oo aw Sxax z n aa]"aw n & ww ] [ ]
W w B > % wo [ma] «<a < < MDD oo VO | Tca ] >~ < < *>]1Joe EXERERY = _vv e o w
>> | [(mw] 52 zz ] om ) >>1z>> =z xS m ax o H < « C) wa | [Wa]cs>> vo a W
< < A< .xz X v A aan e _LL < < W e @ovv W < Y mp.x [ oz | <« ) )
cvuf{oax > Z = ] © ] aa nw "o m> Q>>
Tax | 1=x] PP‘E =z _CW_ AN T aa x> _ss_dw.r M” MR o o P xl2ne .
g [ } ] ) oo < « zx |{mao >0 >
o ~> P w o IULL vo & 6 _HH_ " x w o g = ) G > > Vo | Ake ® =z aa|Can % %
EEWLL v n ~ 0 z o aa == el B ALY % m W > oo mDD < < PP I e < o < v o Y]
« w Imu = o > SRR & ) " g aa x® KT} E = x ) [V I < < R
« a & w wo oxk|[aa] oe vu X 0w on z=z| “ow w0 zZ1 Buu X 22 | TZ=] [an o > =z ]
~ a EI > > Lol © e e MLL ol xw|no= 2=a xx a1 JTuan on % © EX zx | [(z=z] ®m oaam
o> > > > XY ® © LI RO wo o a4 < < a % %ss_rszq—ch_%cc © o oa Tuw]
) =) o < | _DD_ <a || W z o @ AA_ K j|oa a L) z K oo "a= _Gcﬁ_ﬂﬂ_ 0t
o - - - “ “ . - - - P - . -
& BB BE OEE EE EE  RE RE KE  EE  EE  EE  BE  EE  EE OEE OBEE BEE  EE B ER
n 9 R REY a9 a0 o0 an 8e 54

1ine

transferr

P

Figure 1 : Comparaison des s
séro

de la lactotransferrine




- 11 -

I'hypothése de la duplication d'un géne ancestral codant pour les
transferrines (Mac Gillivray et al., 1977; Jeltsch et Chambon, 1982;
Metz-Boutigue et al., 1984).

Par hydrolyse trypsique de la lactotransferrine humaine, Legrand et
al. (1984) ont obtenu le fragment N-trypsique (N-t) de 30 kDa (résidus
d'acides aminés de 4 a 283) (Fig.2A, p.12) et le fragment C-trypsique
(C-t) de 50 kDa (résidus d'acides aminés 284 a 692) (Fig.2B, p.12).
Ces deux fragments glycosylés possédent des pHi inférieurs a celui de
la lactotransferrine native et un degré d'organisation moins élevé que la
protéine native, marqué en particulier par une baisse du taux d'hélicité
a (Legrand et al., 1986). Ces deux fragments, en proportions
équimolaires, peuvent se réassocier en un complexe non covalent
N-t/C-t qui possédent des  propriétés électrophorétiques et
spectroscopiques voisines de celles de la lactotransferrine intacte
(Legrand et_al., 1986).

L'analyse par diffraction des rayons X, de la structure de la
sérotransferrine de lapin (Gorinsky et al., 1979; Bailey et al., 1988) et
de la lactotransferrine humaine (Anderson et al., 1987, 1989; Baker et
Rumball, 1977; Baker et al., 1987) confirme la nature bilobée des
transferrines. kLa lactotransferrine est constituée d'un lobe N-terminal
comprenant les résidus d'acides aminés de 1 & 334 et d'un Iobe
C-terminal (résidus d'acides aminés 348 a 692) (Fig.2A, p.12)). Les
deux lobes sont reliés par une hélice a de trois tours (résidus d'acides
aminés 335 a 347) (Anderson et al., 1989). Chaque lobe porte un
glycanne et un site de fixation du fer.

L'alignement des lobes N- et C-terminal de la lactotransferrine, basé
sur la superposition de leur structure tridimensionnelle (Anderson et

al., 1989), révele une conformation trés voisine pour les deux lobes.

Cependant, le lobe C-terminal est plus compact que le lobe N-terminal
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Figure 2 : Conformation de la lactotransferrine (Anderson et al., 1987)

et de ses fragments trypsiques (Legrand et al., 1984).
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en raison de la présence de ponts disulfure supplémentaires dans la
région C-terminale de la lactotransferrine (Metz-Boutigue et al., 1981).
Cependant, la zone charniére qui joint d'une fagon covalente les
deux lobes de la lactotransferrine, n'est pas conservée dans toutes les
transferrines. Dans la lactotransferrine humaine, le peptide de liaison
forme une hélice a de trois tours de dix résidus d'acides aminés
(résidus de 335 a 347). Dans la sérotransferrine humaine, ce peptide
est plus long que celui de la lactotransferrine et renferme trois résidus
de Pro et deux ponts disulfure supplémentaires. Selon Anderson et al.
(1989), ces différences pourraient affecter les orientations relatives des
deux lobes dans les transferrines et expliquer l'incapacité de la

lactotransferrine a4 se fixer au récepteur de la sérotransferrine.

2) Les domaines structuraux

Chaque lobe des transferrines est divisé en deux domaines dont
l'organisation structurale est identique et basée sur l'alternance de
structure en feuillets plissés B et de structure en hélice a (Anderson et
al., 1987, 1989; Baker et al., 1987). Le fer est situé a l'interface entre
les deux domaines. Le premier domaine est appelé N-I (résidus d'acides
aminés de 1 a 90 et de 254 a 322, numérotés d'aprés la séquence de Rey
et al., 1991) pour le lobe N-terminal et C-I (résidus d'acides aminés 347
a 433 et de 578 a 661) pour le lobe C-terminal. Le second domaine
appelé N-II (résidus d'acides aminés 91 & 253) et C-II (résidus d'acides
aminés 434 a 577) est constitué de la partie médiane de la chaine
peptidique de la lactotransferrine (Fig.3A, p.14) (Anderson et _al.,
1987, 1989).

L'hydrolyse trypsique ménagée du lobe N-terminal a permis d'isoler

un glycopeptide de 18 kDa (résidus d'acides aminés de 91 a 259)
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Figure 3 : Domaines structuraux et hydrolyse trypsique du lobe N-

terminal de la lactotransferrine humaine (Legrand et al., 1984).
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correspondant au domaine N-II de la lactotransferrine (Legrand et al.,
1984) (Fig.3B, p.l14). Ce fragment appelé glycopeptide N2 est le plus

petit peptide isolé d'une transferrine, capable de fixer encore le fer.

I11- LES SITES DE FIXATION DU FER

Les transferrines peuvent fixer, de maniére réversible, deux ions
ferriques, en développant une coloration rose saumon dont le maximum
d'absorption est centré a 465 nm (Laurell et Ingleman, 1947). La
fixation de chaque ion ferrique nécessite celle d'un ion (bi) carbonate
et la libération de trois protons selon la réaction:

9Fe3t + apoTf + 2HCO

- 3+ - +
g (Fe )2--Tf-(HCO3 )2 + 6H

Les transferrines possédent une forte affinité pour le fer ferrique
et une faible affinité pour le fer ferreux. A pH 6,4, la constante
24 -1

d'association pour le complexe (Fe3+)2-Tf est de l'ordre de 10 M

mais diminue avec le pH (Aisen et Leibman, 1968, 1971). La
lactotransferrine a une affinité pour le fer ferrique 260 fois plus forte
que celle de la sérotransferrine (Aisen et Leibman, 1971).

De nombreuses études ont contribué & la détermination des résidus
d'acides aminés inclus dans la fixation du fer, notamment par
spectroscopie et par modifications chimiques des transferrines (Aisen et
al., 1978; Chasteen, 1983; Brock, 1985; Legrand et al., 1988, 1991)
ainsi que par méthodes de prédiction en tenant compte de 1'évolution
conservative des transferrines (Williams et al., 1982; Mazurier et al.,
1981, 1983; Metz~Boutigue et al., 1984). Récemment, les études par
diffraction des rayons X de la lactotransferrine humaine a 3,2 A
(Anderson et _al., 1987; Baker et al., 1987), et & 2,8 A (Anderson et
al., 1989) ont montré que chaque ion ferrique est coordinné & deux

résidus de Tyr, d'His, & un Asp et & un ion (bi) carbonate. Les
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résidus d'acides aminés impliqués dans la fixation du ligand sont
identiques dans chacun des deux lobes (Fig.4A, p.18):
- Asp 61, Tyr 93, Tyr 193, His 254 dans le lobe N-terminal;
- Asp 396, Tyr 436, Tyr 509, His 578 dans le lobe C-terminal
(numérotés d'aprés la séquence de Rey et al., 1990).

Les sites de fixation du fer sont positionnés de fagon similaire
dans chaque lobe, a l'interface entre les deux domaines structuraux des
" lobes N- et C—terminaux. IIs sont fortement anioniques ce qui
expliqueraient la forte affinité des transferrines pour les ions
cationiques.

L'ion (bi) carbonate se fixe au sein d'une poche, entre le fer et
les groupements cationiques de la protéine. Selon Anderson et al.
(1989), le role de 1'anion est de neutraliser, d'une part, la charge de
ces groupements cationiques pour permettre la fixation du fer et,
d'autre part, de compléter la coordination du fer et empécher ainsi
I'attraction de 1'eau.

Les études cristallographiques de la sérotransferrine de lapin par
diffraction des rayons X a 2,3 A par Bailey et al. (1988), montrent que
les résidus d'acides aminés impliqués dans la fixation du fer sont
conservés et que la géométrie des deux sites de fixation est similaire a
celle de la lactotransferrine humaine.

Les deux sites de fixation du fer dans les transferrines peuvent
étre différenciés en un site "acido-labile" situé dans le lobe N-terminal
qui libére le fer par protonation, & pH 5,8 et un site "acido~ stable"
situé dans le lobe C-terminal qui libére le fer a pH 4,8, dans le cas de
la sérotransferrine (Princiotto et Zapolski, 1975). Des résultats
similaires ont été obtenus pour la lactotransferrine humaine par Mazurier
et Spik (1980) qui démontrent, que durant la resaturation en fer de la

lactotransferrine & un pH compris entre 6,2 et 4,8 seul le site "acido




labile" (le lobe N-terminal) fixe le fer. Cette différence de stabilité peut
s'expliquer par la présence d'un plus grand nombre de ponts disulfure
dans le lobe C-terminal conférant ainsi une structure plus compacte que
celle du lobe N-terminal. Dans le lobe C-terminai, la présence d'un pont
disulfure supplémentaire qui relie les deux domaines C-I et C-II
pourrait réduire les mdufzements de ces deux domaines et limiter ainsi
l'ouverture et la fermeture du site de fixation du fer localisé dans le
lobe C-terminal (Baker et al., 1987; Anderson et al., 1989). L'asymétrie
de la molécule de lactotransferrine peut également expliquer que les
deux sites ne soient pas accessibles de la méme facon. Les études \de
diffraction des rayons X montrent, en effet, que l'entrée du fer dans le
lobe C-terminal de 1la lactotransferrine est proche de la zone
d'interaction entre les lobes N- et C-terminaux et est par conséquent
moins accessible que celui du N-terminal (Anderson et al., 1987; Norris
et al., 1989). Par ailleurs, l'analyse récente cristallographique -de
'apolactotransferrine & une résolution de 2,8 A (Norris et al., 1989;
Anderson et _al., 1990) démontre que la fixation du fer induit des
changements conformationnels dans la molécule (Fig.4B, p.18). Dans
l'apolactotransferrine, le site de fixation du lobe N-terminal est
largement ouvert et se referme lors de la fixation du fer ferrique grace
a la flexibilité des chaines polypeptidiques reliant les deux domaines
(Anderson et al., 1990; Baker et al., 1991). La protéine devient plus
compacte et moins sensible & la dégradation protéolytique. Le méme
mécanisme n'a pas été démontré pour le site de fixation du lobe
C-terminal.

Par ailleurs, les glycannes de la lactotransferrine semblent
intervenir dans la stabilité des sites de fixation du fer. En effet, les
expériences de déglycosylation des fragments N-trypsiques et du

glycopeptide N2 des lactotransferrines humaine et bovine, correspondant
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lactotransferrine (A) (Anderson et al., 1989) et modification
conformationnelle du lobe N- terminal lors de la fixation du fer (B)

(Anderson et al., 1990).
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respectivement au lobe N-terminal et au domaine N2 de la protéine,
démontrent que la libération du glycanne conduit & la ﬁbéfation
simultanée du fer de la protéine (Legrand et al., 1990). |

Bien que les sites de fixation du fer Ilocalisés dans la
lactotransferrine et dans la sérotransferrine soient siinilaires, la
lactotransferrine posséde une affinité pour le fer ferrique plus élevée
que celle de la sérotransferrine. Contrairement a la sérotransferrine
humaine qui libére son fer a pH 5,5, la lactotransferriﬁe conserve
particuliérement bien son fer a pH acide (Montreuil et al., 1960). Il est
nécessaire de descendre a un pH de 3 pour désaturer complétement la
lactotransferrine humaine. La meilleure rétention du fer de la
lactotransferrine & pH acide, comparée & la sérotransferrine est
attribuée aux différences structurales qui existent entre ces deux
transferrines. Selon Anderson et al. (1989), des interactions spécifiques
telles que des liaisons de type Van der Waals, ou l'établissement de
ponts hydrogéne, existent entre les domaines structuraux de chaque
transferrine. Ces interactions qui contrdlent la rétention du fer par les
transferrines, sont différentes entre la lactotransferrine et Ila
sérotransferrine. Ces différences pourraient expliquer une plus grande
stabilité des sites anioniques de fixation du fer de la lactotransferrine,
comparée a celle des sites de la sérotransferrine.

Les transferrines fixent également de nombreux ions de métaux de

cps . . . + 2+
transition ainsi que plusieurs lanthanides tels que: Cu2+, Zn2 , Vo2 ,

2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

Mn“", Co®", Ga”° ', Hb"', Er°', Tb" , Eu® , Nd" ,Pr° ', Gd" , a raison

. +
de deux ions par molécule de transferrine & l'exception de Nd3+ et Pr3

dont un seul ion est fixé (Luk, 1971).
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IV - LES GLYCANNES
A- STRUCTURE

L'étude comparative de la partie glycannique des transferrines:
montre que les transferrines se différencient par le nombre, la nature
et la localisation de leurs glycannes (Spik, 1968; Spik et al., 1985a;
Spik et al., 1988). La sérotransferrine humaine posséde deux glycannes
de type N-acétyllactosaminique, biantenné ou triantenné (Fig.5, p.22)
La structure du glycanne biantenné a été établie définitivement par Spik
et al. (1974, 1975) puis confirmée par analyse des spectres en
résonance magnétique nucléaire par Dorland et al. (1977). Les
glycannes de type triantennés possédent deux structures différentes
déterminées par Spik et al. (1985 b). La répartition des glycannes bi-
et triantennés de la sérotransferrine humaine est soumise a des grandes
variations dans des cas pathologiques comme les affections hépatiques
(Debruyne et al., 1984) et des conditions particuliéres comme Ila
gestation (Léger et al., 1989) ou le nombre de glycannes triantennés

augmente.

La présence d'un glycanne de structure tétraantenné a également
été envisagée (Mirz et al., 1982; Spik et al., 1985 b). De plus, les
cellules HepG2 d'hépatome humain sécrétent une sérotransferrine ayant
des glycannes fucosylés, tétra et pentaantennés (Campion et al., 1989).

La recherche de la séquence Asn-X-Thr/Ser codant pour la N-
glycosylation des protéines a permis de positionner les glycannes de la
sérotransferrine dans le lobe C-terminal de la molécule (Mazurier et al.,
1983; Mac Gillivray et al., 1983).

Les glycannes de la lactotransferrine présentent une grande

microhétérogénéité liée, en particulier, a l'existence de résidus de

fucose en nombre variable. La lactotransferrine contient deux glycannes
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de type N- acétyllactosaminique fucosylé (Fig.6, p.23) (Spik et al.,
1974, 1982a). Ces structures glycanniques sont mono- ou disialylées et
renferment un ou deux résidus de fucose liés en a-1,6 sur Ila
N-acétylglucosamine du point d'attache ou en a-1,3 sur Ia
N-acétylglucosamine 5' de l'antenne. D'autres structures plus complexes
polyfucosylées sont trouvées en trés faible quantité (Matsumoto et al.,
1982; Spik et al., 1982 a). Les sites de glycosylation de 1la
lactotransferrine sont localisés dans le domaine NII pour le lobe
N-terminal et le domaine CII dans le cas du lobe C-terminal.

L' absence de fucose a-1,3 dans les glycannes de la
lactotransferrine leucocytaire humaine la distingue de Ila structure

glycannique de la lactotransferrine humaine isolée du lait (Derisbourg et

al., 1990). Contrairement a la lactotransferrine humaine, la

lactotransferrine bovine renferme outre des glycannes de type N-
acétyllactosaminique, des - glycannes de type oligomannosidique
(Coddeville et al., 1991). La proportion de glycannes de types N-

acétyllactosaminique et oligomannosidique varie au cours de la lactation.
2) CONFORMATION

Sur la base de la construction de modéles moléculaires, accompagnée
des‘ données acquises par les méthodes de résonance magnétique
nucléaire et de diffusion de neutrons, trois conformations principales
ont été proposées pour les glycannes de la lactotransferrine et de la
sérotransferrine: une conformation en "Y", en "T", "en oiseau" et en"”
aile brisée" (Fig.7, p.24) (Montreuil et al., 1978; Warin et al., 1979;
Montreuil, 1980, 1982, 1983, 1984; Bock et al., 1982; Sutton et Phillips,
1983). La conformation en "oiseau" est énergétiquement la plus stable.
Ces trois conformations sont interconvertibles et ne doivent pas étre

considérées comme fixes ou rigides. Sur la base de la conformation "en
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Figure 5 : Structure des glycannes de la sérotransferrine humaine
: bi-antenné (Spik et al., 1974, 1975; Dorland et al., 1977)
: tri-antenné (Spik et al., 1985)

tri'-antenné (Spik et al., 1985)

b a w >

: tétra-antenné (Mirz et al., 1982; Spik et al., 1985).
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NeuAc(a2-6)6al (Bl-ﬂ)GlcNAc(Bl-Z)Mun(al-G)\

Man(B1-4)G1cNAC(B1-4)G1CNAC(B1-N)Asn

Ftllc(al'ﬁ)
NeuAc(a2-6)6al(B1-4)61cNAC(B1-2)Mon(al-3)

601 (B1-4)61cNAC(B1-2)Man(al-6)

Man(B81-4)G1cNAc(B1-4)G1CNAC(B1-N) Asn

[
NeuAc(a2-6)6Gal (81~4)G1cNAC(B1-2)Man(al-3) Fuc(al-6) |

Flfc(al-3)
601 (B81-4)G1cNAC(B1-2)Man(al-6)

AN

NeuAc(a2-6)Gal (81-4)G1cNAC(B1-2)Man(al-3)

Han(Bl-l&)GlcNAc(Bl-ll)GllcNAc(Bl-N) Asn
Fuc(al-6)

Figure 6 : Structure des glycannes de la lactotransferrine humaine

(Spik et al., 1982a).
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Figure 7 : Modéles moléculaires des glycannes de type
N-acétyllactosaminiques (Montreuil et al., 1978; Montreuil , 1982r, 1983,
1984, 1986).

A : conformation en "Y" - D : conformation en "aile brisée"

conformation en "parapluie"

.

B : conformation en "T"

C : conformation en "oiseau"
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oiseau", Montreuil (1982, 1983) propose également une conformation en
"parapluie" pour les glycannes portant une branche supplémentaire sur
les résidus de mannoses (al-6) et (al-3).

Récemment, en collaboration avec le Professeur Vergoten, l'analyse
conformationnelle des glycannes de type N- acétyllactosaminique, par
I'application de calculs empiriques en utilisant le champ de force
"Tripos", a permis de montrer qu'en absence d'interaction avec la
protéine, le glycanne biantenné peut adopter une quarantaine de
conformations. Ces différentes conformations peuvent étre classées en
cinqg conformations principales: quatre d'entre elles correspondent aux
conformations en "Y", en "T", en "oiseau" et en "aile brisée",
précédemment annoncées, la cinquiéme est non décrite et est appelée
"ajle retournée" (Mazurier et al., 1991 a). Dans le cas de la
sérotransferrine de Lapin, lorsque le glycanne est conjugué a la
protéine, une seule conformation est mise en évidence: la conformation
en "aile brisée". En effet, le glycanne contribue vraisemblablement a
maintenir la protéine dans une conformation biologiquement active en
formant un pont entre les deux lobes de la chaine peptidique (Mazurier
et al., 1991 b). Dans le cas de la lactotransferrine humaine, les deux
glycannes sont plutdt dans une position "libre" et peuvent jouer un rdle

de signaux de reconnaissance.

V- LES ROLES BIOLOGIQUES DES TRANSFERRINES

De part leurs propriétés de fixer le fer, la lactotransferrine et la
sérotransferrine interviennent dans le métabolisme du fer. Néanmoins,
bien que ces deux protéines possédent de nombreuses homologies
structurales, leurs fonctions sont différentes.

Le roéle principal de la sérotransferrine comme transporteur de fer

pour l'ensemble des cellules de l'organisme est clairement établi. La
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lactotransferrine intervient dans des mécanismes variés, en particulier
dans la défense immunitaire. Certains de ces rdles sont parfaitement

définis alors que d'autres restent l'objet de contreverses.

A- LES ROLES BIOLOGIQUES DE LA SEROTRANSFERRINE

Le ro6le de la sérotransferrine a fait l'objet de plusieurs revues
générales: Aisen et Brown (1975), Aisen et Listowsky (1980), Brock

(1985), De Jong et al. (1990).

1) Réle dans le transport du fer

Le role de la sérotransferrine dans le métabolisme du fer est
clairement établi. La principale fonction attribuée & la sérotransferrine
est le transport du fer des sites d'absorption et de réserve aux sites
d'utilisation. En effet, la sérotransferrine préléve le fer au niveau des
muqueuses intestinales, du parenchyme hépatique et du site de
catabolisme des érythrocytes (les celluies du systéme réticulo-
endothélial, c'est a dire les cellules de Kiipffer et les macrophages) et
le délivre jusqu'aux sites d'utilisation comme la moélle osseuse ou le fer
participe a la synthése de I'hémoglobine ainsi qu'a toutes les autres
cellules de l'organisme (Jandl et Katz, 1963; Rymer, 1981) . Le cycle
du fer est décrit dans la figure 8 (p.28). Ainsi, au terme de leur vie
les globules rouges sont phagocytés par les macrophages et le fer libéré
de 1'hémoglobine est capté par la sérotransferrine. Le fer est soit
réutilisé immédiatement par la cellule, soit stocké dans de la ferritine

des cellules du sytéme réticulo-endothélial ou des cellules du foie, les

hépatocytes.
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2) Role dans l'absorption intestinale du fer

Le réle de la sérotransferrine dans l'absorption intestinale reste
encore trés contreversé. Aprés son absorption par l'intestin, le fer est
stocké dans la ferritine de I'entérocyte avant d'étre livré a 1la
sérotransferrine. Le mécanisme par lequel le fer pénétre dans
I'entérocyte n'est pas connu.

Huebers et al. (1976, 1983) sont en faveur de l'intervention de la
sérotransferrine comme intermédiaire dans l'absorption intestinale du fer
chez le Rat. Cependant, Mérz et al. (1984), Mazurier et al. (1985)
rendeht compte de 1'absence de récepteurs de la sérotransferrine a la
surface des microvillosités des entérocytes humains et de Lapin.
Plusieurs auteurs mettent alors en évidence la participation de la
lactotransferrine dans 1'absorption intestinale du fer par l'intermédiaire
de récepteurs spécifiques chez 1'Homme (Cox et _al., 1979), chez le
Lapin (Mazurier et _al., 1985), chez le Singe (Davidson et Lonnerdal,

1988) et chez la Souris (Hu_et al., -1988, 1990).

3) Roéle dans l'activité bactériostatique

L'activité bactériostatique de la sérotransferrine a été mise en
évidence in vitro par Schade et Caroline en 1944 et 1946. En complexant
le fer du milieu, la sérotransferrine empéche la multiplication d'agents
infectieux par un mécanisme de ferriprivation (Bullen e_t_;él_. , 1972;
Weinberg, 1974; Bullen, 1981; Crosa, 1984; Bullen et Griffiths, 1987).

Lors d'une infection bactérienne ou virale, la sidérémie et
I'absorption intestinale du fer baissent brutalement au profit d'ﬁne
augmentation du fer de réserve dans le foie et dans les macrophages,

ce qui a pour but de diminuer par ferriprivation la croissance
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Figure 8 : Le cycle du fer dans l'organisme (Rymer, 1981).
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bactérienne. Selon van Snick (van Snick et al., 1974, 1977, van Snick
et Masson, 1976), l'apolactofransferrine libérée des leucocytes capterait
le fer de la sérotransferrine plasmatique et 1le livrerait aux
macrophages. Par ce mécanisme, la sérotransferrine désaturée priverait
la bactérie de fer. Récemment, Berger (1987) a démontré que la
sérotransferrine se fixait aux endotoxines bactériennes inhibant ainsi

I'action pathogéne de ces substances.

4) Réle dans la prolifération cellulaire

La croissance de la plupart des cellules normales et cancéreuses
est arrétée lorsque les cellules sont cultivées dans un milieu dépourvu
de sérum de veau foetal (Barnes et Sato, 1980). L'addition de
sérotransferrine saturée en fer dans le milieu de culture stimule la
prolifération et la transformation cellulaire (Tormey et Mueller, 1972;
Hutchings et Sato, 1978; Brock, 1981; Brock et Mainou-Fowler, 1983;
Seligman, 1983).

‘La fixation préalable de la sérotransferrine a son récepteur est une
étape indispensable pour que la sérotransferrine exerce une activité de
facteur de croissance. En effet, des anticorps dirigés contre le
récepteur de la sérotransferrine inhibent la prolifération cellulaire en
bloquant la fixation de la sérotransferrine sur la cellule (Trowbridge et
Omary, 1981; Trowbridge et Lopez, 1982; Mendelsohn et al., 1983;
Neckers et Crossman,1983; Brock et al., 1986).

I1 est maintenant clairement établi que l'activité facteur de
croissance de la sérotransferrine est due principalement & ses propriétés
de livrer le fer aux cellules (Brock et Rankin, 1981; Bomford gg__gl; ,
1983). Le taux de saturation en fer de la sérotransferrine ainsi que le

nombre de récepteurs spécifiques présents a la surface cellulaire
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régﬁlent cette activité (Testa, 1985). La sérotransferrine, avec un taux
de saturation en fer variant de 30 a 70% et a des concentrations
comprises entre 10 et 50 ug/ml, stimule la transformation des
lymphocytes activés par un mitogéne (Phillips et Azari, 1975; Brock
1981; Taylor et al. 1988). L'aposérotransferrine est incapable d'activer
la croissance cellulaire (Brock et Mainou-Fowler, 1983).

Le fer est un cofacteur de nombreuses protéines et enzymes
impliquées dans les réactions métaboliques vitales pour la vie cellulaire
comme 1'hémoglobine qui assure le transport et le stockage de l'oxygéne,
la ribonucléotide réductase qui intervient dans la synthése de 1'ADN
(Hoffbrand et al., 1976; Kay et Benzie, 1986) et I'ARN polymérase
(Shoji et al., 1985). De méme, l'activité de la protéine kinase C
augmente en présence de sérotransferrine, chez les lymphocytes activés
et les cellules leucémiques CCRF-CEM (Phillips et al., 1987; Alcantera
et al., 1991). Cet effet a été attribué essentiellement au fer apporté par
la protéine étant donné que l'aposérotransferrine n'a aucune action.
Ainsi, pour assurer leur besoin au cours de leur croissance, les cellules
cancéreuses et les cellules en voie de division exigent un apport de fer
plus important que les cellules au repos, ce qui se traduit par une
augmentation du nombre de récepteur de la sérotransferrine a la surface
cellulaire (Sutherland et al., 1981).

Actuellement, plusieurs observations tendent & prouver que Ila
sérotransferrine pourrait jouer différent de celui lié & sa capacité de
livrer directement son fer a la cellule. La participation de 1la
sérotransferrine, comme accepteur d'électrons au niveau de la membrane
plasmique, a été démontrée par la mise en évidence de la réduction du
fer ferrique en fer ferreux par des cellules HeLa et par les hépatocytes
de foie de Rat (Morley et al., 1983; Crane et al., 1985; Low et al.,

1986, 1987; Thortensen 1988; Thortensen et Romslo, 1988; Crane et al.,
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1990). A partir de membranes plasmiques isolées de foie de Rat, la

NADH oxydoréductase plasmique a été identifiée comme étant l'enzyme
responsable de la réduction du fer ferrique fixé a la sérotransferrine.
Cette réacti;m s'accompagne simultanément d'une oxydation du NADH
cytosolique en NAD' et d'une libération de protons dans le milieu
externe (Siin et al., 1985, 1987a; Thorstensen et Romslo, 1990; Crane
et al., 1990). La sécrétion de protons provoque une alcalinisation du
cytoplasme et une entrée d'ions sodium & travers un systéme antiport
Na+/H+ (Garcia-Canero, 1988; Fuhrmann et al., 1989-). La capture
dtions Na© par la cellule déclénche le pompage d'ions Na' vers
l'extérieur de la cellule par un mécanisme ATPase Na+/ K' dépendant.
Cette cascade de réactions entraine une augmentation du potentiel
membranaire des cellules (Crane et al., 1990; Tooles-Simms et al.,
1991). Ces différents phénoménes, tels que 1'alcalinisation du
cytoplasme, les changements intracellulaires du taux de NADd"/NADH+ et
le maintien de composés rédox dans la membrane plasmique dans un état
oxydé sont directement ou indirectement impliqués dans la croissance
cellulaire et peuvent étre ciblés par la NADH oxydoréductase
(Thorstensen et Rosmlo, 1990). La figure 9 (p.32) résume l'ensemble de
ces réactions.

Certains anticorps monoclonaux dirigés contre le récepteur de la
sérotransferrine inhibent la réaction d'oxydoréduction et la croissance
de certaines lignées cellulaires, sans empécher la fixation de la protéine
a son récepteur (Crane et al., 1985; Navas et al. 1986; Low et al.,
1986; Taetle et _al., 1987). Le fait que cette inhibition ne puisse étre
levée par l'addition de fer démontre que le récepteur est directement
impliqué dans le mécanisme d'activité de la NADH oxydoréductase.

La sérotransferrine peut également stimuler la réduction du fer

exterieur, introduit dans le milieu sous forme de citrate ferrique. Ce
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Figure 9: Modéle du mécanisme d'oxydoréduction de la sérotransferrine

au niveau de la membrane plasmique (Crane et al., 1990).
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résultat suggeére que la fixation de la sérotransferrine a son récepteur
active directement le transport d'électrons, probablement en stimulant la
NADH oxydoréductase. L'activité oxydoréductasique de la membrane

diminue quand la croissance s'arréte (Crane et al., 1990).
B- LES ROLES BIOLOGIQUES DE LA LACTOTRANSFERRINE

La lactotransferrine intervient plus particuliérement dans
l'absorption intestinale du fer, dans les mécanismes anti-infectieux et
dans l'immunité a médiation cellulaire (Spik et Montreuil, 1983, 1986;
Montreuil et _al., 1985; Crichton et Charloteau-Wauters, 1987; Gentile et

Broxmeyer, 1987).

1) Réle de la lactotransferrine dans l'absorption intestinale du fer

Le mécanisme d'absorption intestinale du fer qui implique Ile
passage du fer de la lumiére intestinale & travers la membrane de
I'enterocyte est encore mal connu. L'hypothése la moins contreversée
fait intervenir la lactotransferrine comme étant la source principale de
fer, en particulier pour le nourrisson (Montreuil et al., 1960; Spik,
1988). Chez le nouveau né, l'absorption du fer est en général plus
efficace que chez l'adulte (Spik, 1971). En effet, chez l'adulte, le fer
apporté par l'alimentation est libéré dans l'estomac sous l'effet du pH et
l'action de la pepsine. Dans le cas du nourrisson, un pH voisin de 4 et
une protéolyse trés faible de la lactotransferrine, permettent & celle-ci
de conserver son fer (Spik, 1971). La lactotransferrine partiellement
dégradée a été retrouvée intacte dans les selles de nourrisson alimentés
au lait maternel (Spik et al.,1982 b; D_avidson et Lonnerdal, 1987). Cette

coprolactotransferrine a gardé son activité antibactérienne et sa capacité
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de fixer son fer. Les travaux de Siimes et al. (1979), montrent

-

également que, lorsque le fer est lié 4 la lactotransferrine, sa vitesse
d'absorption est supérieure a celle des sels de fer.

L'hypothése du transport de fer a travers la muqueuse intestinale,
par l'intermédiaire de la lactotransferrine, a été renforcée dans un
premier temps par la mise en évidence d'une fixation spécifique de la
lactotransferrine au niveau des biopsies provenant du duodénum humain
(Cox et al., 1979). D'autre part, la présence du récepteur de la
lactotransferrine a été démontrée a la surface de la bordure en brosse
des cellules de jéjunum de Lapin (Mazurier et al., 1985), du duodénum

de Souris (Hu et al., 1988, 1990) et des enterocytes de Singe

(Davidson et Lonnerdal 1986, 1989).

2) Réle dans les mécanismes de la défense anti~infectieuse

Dans les mécanismes de défense immunitaires, la lactotransferrine
intervient, d'une part, comme agent bactériostatique et, d'autre part,

comme agent dans l'immunité & médiation cellulaire.
a) Réle dans l'immunité humorale

La lacfotransferrine humaine posséde une activité bactériostatique in
vitro pour des souches entéropathogénes (Reiter et al., 1975; Arnold et
al., 1977, Spik et al., 1978). L'activité bactériostatique de Ila
lactotransferrine repose sur un mécanisme de ferriprivation ol la
lactotransferrine entre en compétition avec les sidérophores bactériens
pour la capture du fer (Bullen et Griffiths, 1987). Arnold et al. (1981,
1982) et Kalmar et Arnold (1988) démontrent également un effet

bactéricide de la lactotransferrine. Un contact direct de Ila
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lactotransferrine avec la paroi bactérienne est exigé pour que cet effet
bactéricide s'exerce, suggérant un mécanisme plus complexe qu'une
simple ferriprivation. En effet, la lactotransferrine est présente dans la
plupart des sécrétions ainsi que le lysozyme et les immunoglobulines.
Ces trois constituants agissent en synergie d'action lors d'une attaque
microbienne (Bullen et Armstrong, 1979). In vitro, le lysozyme associe
son activité lytique pour les parois des bactéries Gram + a l'action
bactériostatique de la lactotransferrine (Perraudin et Prieels, 1982).
L'activité bactériostatique de la lactotransferrine augmente en présence
d'IgAs ou d'IgG spécifiques des bactéries pathogénes (Biillen et al.,
1974; Spik et al., 1978) et s'exerce uniquement sur des bactéries
pathogénes; Selon Bullen et al. (1974), les immunoglobulines spécifiques
inhiberaient le passage du complexe fer-entérochiline a l'intérieur de la
bactérie en se fixant sur le récepteur membranaire de l'entérochiline.
Un autre mécanisme a été proposé par Izhar et al. (1982), selon lequel
l'inhibition de I'adhésion des bactéries sur les muqueuses pourrait étre
liée 4 la partie glycannique de la lactotransferrine et des IgAs et plus
particuliérement, aux résidus de L-fucose présents dans ces molécules.
Par ailleurs, de récents travaux montrent que l'apolactotransferrine
peut provoquer une libération des lipopolysaccharides de la paroi des
bactéries Gram- qui deviennent alors plus sensible a l'action
d'antibiotiques hydrophobes (Ellison et al., 1988). L'apolactotransferrine

2

agirait en fixant les ions Ca T et Mg2+ nécessaires a la stabilisation des

lipopolysaccharides dans la paroie bactérienne (Ellison et al., 1990).
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b) Réle dans l'immunité & médiation cellulaire

a) Régulation de la myélopoiése

La lactotransferrine, libérée par les granules des leucocytes/ a été
identifiée comme wun inhibiteur de la production des colonies de
granulocytes et de macrophages. Deux._mécanismes d'action de 1la
lactotransferrine ont été proposés. Selon BroXmeyer et al. (1978, 1983,
1990), elle agirait directement en diminuant la libération des "colony
stimulating factors" ou "CSF", synthétisés par les lymphocytes et les
macrophages et en inhibant la libération de prostaglandine de type E.
Bagby et al. (1981, 1983) ont proposé un mécanisme indirect plus
complexe, selon lequel la lactotransferrine agirait en bloquant la
libération de monokines par les macrophages qui régule la production
des "CSF" par les lymphocytes T, par les cellules endothéliales et par
les fibroblastes. L'interleukine 1 a été identifiée comme une de ces

monokines (Zucali et al., 1989).

) Role dans l'activité bactéricide des leucocytes polymorphonucléaires

et dans l'hyposidérémie inflammatoire

Sélon van Snick et al. (1974, 1976), lors d'une inflammation, les
leucocytes activés libérent dans le sang un "leukocytic endogenous
mediator" ou LEM (Kampschmidt et al., 1975) qui a été identifié a
l'interleukine 1 (Heylar et al., 1987). Ce facteur stimule Ila
dégranulation des leucocytes et provoque la libération d'une partie de
I'apolactotransferrine leucocytaire, le reste étant déversé dans les
phagolysosomes (Leffell et Spitznagel, 1975). A ce niveau, la
lactotransferrine a un double effet bactéricide qui se traduit par la
capté.tion du fer du milieu ambiant et par la régulation de la production

de radicaux hydroxyles libres & partir de l'oxygéne. En effet, au.cours
2-

de la phagocytose, des ions superoxydes 0° et le peroxyde d'oxygéne
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H2O2 sont produits par les neutrophiles. L'association de ces deux
composés conduit 4 la formation de radicaux libres qui constituent de
puissants agents oxydants capables d'endommager les molécules et
d'induire une péroxydatioﬁ’ des lipides. Le fer apporté par Ila
lactotransferrine interviendrait comme cafalyseur de cette réaction
(Ambruso et Johnston, 1981).

D'autre part, selon van Snick ( van Snick et al., 1974; van Snick
et Masson, 1976), l'apolactotransferrine libérée des leucocytes capterait
le fer de la sérotransferrine et le livrerait aux macrophages par
I'intermédiaire d'un récepteur membranaire. Dans le macrophage, ce fer
serait ensuite cédé a la ferritine. La Ilibération du fer de Ila
sérotransferrine serait favorisée par un pH acide existant au lieu de
I'inflammation, causée par la libération d'acide lactique et d'autres
produits métaboliques par les polymorphonucléaires. Selon van Snick et
al. (1977) et Campbell (1982), la présence de récepteurs membranaires

de la lactotransferrine sur les macrophages serait en faveur de ce

mécanisme.

§) Réle dans la migration et l'activité des cellules

immunocompétentes sur le lieu de l'inflammation

Les leucocytes polymorphonucléaires sont les premiéres cellules a
arriver sur le lieu de l'inflammation. Selon De Souza (1978), la
lactotransferrine provenant de la dégranulation des leucocytes ¥y
attirerait les macrophages et les lymphocytes par l'intermédiaire de
récepteurs membranaires.

De plus, la lactotransferrine leucocytaire, en se fixant aux
leucocytes neutrophiles (Bennett et Davis, 1981), pourrait ainsi affecter

leur migration, en les rendant adhérents aux cellules de petits
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vaisseaux (Oseas et al., 1981). La lactotransferrine agirait en abolissant
la répulsion électrostatique des membranes qui permettait aux leucocytes
de rester en suspension. L'immobilisation des leucocytes serait renforcée
par l'effet de la lactotransferrine sur la production d'un facteur
inhibiteur de la migration leucocytaire (Kiljstra, 1984).

Par ailleurs, Nishiya et Horwitz (1982) ont démontré une
augmentation de l'activité cytotoxique des monocytes, sur le lieu de
I'infection, en présence d'apolactotransferrine ou de lactotransferrine
saturée.

Des études récentes réalisées chez la Souris démontrent également
que la lactotransferrine, a des concentrations comprises entre 1 et
10ug/ml, stimule la réponse immunitaire par un processus qui implique

I'activation de la différenciation des cellules T (Zimecki et al., 1991).

3) Effet antithrombique d'un peptide de la lactotransferrine

L'implication des plaquettes dans la thrombogénése artérielle a
conduit & 1la recherche de nouveaux agents antiplaquettaires.
L'agrégation plaquettaire met en jeu la fixation du fibrinogéne sur le
complexe glycoprotéinique GPIIb-GPlIla de la membrane plaquettaire
(Plow et al., 1985). Deux séquences peptidiques différentes de la
molécule de fibrinogéne sont impliquées dans sa liaison avec le récepteur
GPIIa-GPIIIa: un dodécapeptide qui se fixe sur la sous-unité GPIIb et
deux séquences tétrapeptidiques RGDF et RGDS reconnus par GPIIIa
(D'Zousa et al., 1988). In vitro, l'adhésion et Il'aggrégation des
plaquettes sont inhibées par des peptides contenant la séquence RGDX
du fibrinogéne (Gartner et Bennett , 1985). In vivo ce peptide prévient

la thrombose artérielle (Cadroy et al., 1989). Néanmoins comme la
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séquence RGDS induit le détachement des cellules endhothéliales, une
toxicité générale in vivo peut avoir lieu.

La coagulation du sang présente de nombreuses homologies avec
celle du lait : une homologie fonctionnelle entre le mécanisme de clivage
de la kappa-caséine du lait par la chymotrypsine et celui du fibrinogéne
par la thrombine et une homologie structurale entre la séquence de la
kappa-caséine et le dodécapeptide du fibrinogéne (Jollés et al., 1978,
1986). Par conséquent, une séquence n'ayant pas les effets néfastes de
RGDX a été recherchée dans les protéines du lait. L'étude systématique
des homologies de séquence a permis de découvrir une séquence qui
s'apparente 4 RGDX, la séquence KRDS (résidus d'acides aminés de 39
a 42) qui forme un coude B dans la lactotransferrine humaine. In vitro,
KRDS inhibe l'aggrégation plaquettaire induite par 1'ADP et inhibe la
fixation du fibrinogéne aux plaquettes de fagon moins importante que
RGDS (Raha et al., 1988; Mazoyer et al., 1990; Drouet et al., 1990).
Néanmoins, KRDS semble avoir un mode d'action différent de RGDS.
Contrairement a RGDS, KRDS ne s'oppose pas a la fixation d'un
anticorps monoclonal (PAC1) dirigé contre un épitope de configuration
du complexe glycoprotéinique GPIIb/GPIIla de la membrane plaquettaire
(Mazoyer et al., 1990). De plus, KRDS est un inhibiteur de la sécrétion
de ) la sérotonine induite par la thrombine, par un mécanisme
indépendant de la phosphorylation protéique (Mazoyer et al., 1990),
alors que RGDS n'a aucun effet. Cette inhibition s'exerce sur des
plaquettes de patients déficients en GPIIb-GPIIla excluant donc que
l'activité de KRDS soit due a la fixation du peptide sur le complexe
GPIIb-GPIIla. Selon Mazoyer et al. 1990, KRDS et RGDS agiraient sur
des sites différents. In vivo, KRDS a également une action
antithrombique (Sollier et al., 1990). Un effet potentialisateur de

I'association KRDS plus RGDS a pu étre mis en évidence in vivo mais
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pas in vitro (Sollier et al., 1990; Drouet et al., 1990), confirmant une

différence dans le mode d'action entre ces deux peptides.

4) Activité de facteur de croissance de la lactotransferrine

La lactotransferrine, tout comme Ila sérotransferrine, exerce une
activité de facteur de croissance sur différentes cellules dans un milieu
dépourvu de sérum de veau foetal. En effet, la lactotransferrine stimule
l'incorporation de thymidine tritiée dans le DNA de cellules
entérocytaires de Rat (Nichols et al., 1987), de cellules fibroblastiques
de Souris BALB/L3T (Azuma et al., 1989), de lignées macrophagiques
murines P388D1 (Oria et al., 1988) et de lymphocytes humains activés
(Mazurier et al., 1989). L'effet facteur de croissance de la
lactotransferrine sur les lymphocytes T activés est maximal a des
concentrations comprises entre 1 et 56 ug/ml et pour un taux de
saturation en fer de 30%. La lactotransferrine exerce également un effet
mitogéne en augmentant la prolifération de certaines cellules de type
myoblasfiques (Byatt et al., 1990), de cellules d'adénocarcinome du
colon humain HT29 (Amouric et al., 1984) ainsi que de cellules de type
lymphoide (Hashizume et al., 1983). Selon Hashizume et al. (1983), la
prolifération des lignées lymphocytaires B et T est plus importante en
présence de lactotraﬁsferrine qu'en présence de sérotransferrine. De
plus, la lactotransferrine bovine pourrait se substituer a la
lactotransferrine humaine comme facteur de croissance.

Le role du fer dans Il'activité de facteur de croissance de Ila
lactotransferrine reste encore a élucider. Il semblerait que le réle de la
lactotransferrine dans la prolifération cellulaire ne soit pas lié a son
fer. En effet, l'apolactotransferrine mis en présence de desferrioxamine

pour éviter une resaturation en fer de la protéine, peut se substituer a
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la lactotransferrine saturée comme facteur de croissance (Nichols et al.,
1990). Par ailleurs, Oria et _al. (1988) ont démontré que le fer n'était
pas capturé par la lignée macrophagique P388D1. L'absence
d'internalisation de la lactotransferrine dans les cellules HT29D4, un
sous-cléone de cellules HT29, montre que les cellules ne capturent pas le
fer par un mécanisme d'endocytose du complexe ligand-récepteur comme -
c'est le cas pour la sérotransferrine (Roiron-Lagroux et Figarella, 1990).

L'ensemble de ces résultats suggérant que la capture du fer fixé a
la lactotransferrine n'est pas le mécanisme responsable de l'activité de
facteur de croissance de cette protéine.

Récemment, Siin et al. (1991) ont observé une réduction du fer
ferrique de la lactotransferrine fixée & la surface des cellules
leucémiques K562 .et des cellules HeLa. L'introduction dans le milieu
extérieur de puissants chélateurs, tels que la bathophénantroline, qui
forment un complexe avec le fer ferreux libéré de la lactotransferrine,
permet de mesurer la vitesse de cette réaction. La vitesse de réduction
du fer rde la lactotransferrine est plus rapide que celle observée pour la
sérotransferrine. Ces  auteurs observent  également que la
lactotransferrine saturée en fer est capable de stimuler, en présence
des cellules Hela ou K562, la réduétion de fer externe apporté par le
citrate d'ammonium ferrique introduit dans le milieu. En travaillant sur
des membranes de foie de Rat isolées, Siin et al. 1991 ont démontré que
la NADH oxydoréductase' était l'enzyme membranaire impliquée dans la
réduction du fer fixé a la iéctotransferrine. Cette réaction s'accompagne
simultanément d'une oxydation du NADH' cytosolique en NAD' et d'une
libération d'ions H® dans le milieu extérieur par l'intermédiaire de
I'antiport Na+/ H'. Ce mécanisme semble étre identique a celui rapporté

pour la sérotransferrine dans la prolifération cellulaire.
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5) Activité ribonucléasique de la lactotransferrine

Récemment, Furmanski (Furmanski et al., 1989; Furmanski et Li,
1990) ont mis en évidence 1la présence de deux formes de
lactotransferrine dans le lait et dans les leucocytes qui possédent des
activités différentes:

- une forme majeure conventionnelle, fixant le fer nommée LTFa,

- deux formes mineures LTFB8 et LTF 6, incapables de fixer le fer

mais possédant une activité ribonucléasique.

Ces trois lactotransferrines ont des propriétés physicochimiques et
antigéniques identiques. Ces auteurs suggérent que l'activité
ribonucléasique de la lactotransferrine pourrait jouer un réle dans la

dégradation des débris cellulaires.

VI- CONCLUSION

La lactotransferrine et la sérotransferrine présentent de nombreuses
homologies conformationnelles et structurales. La connaissance de la
structure et de la conformation des protéines est indispensable a la
compréhension des roéles biologiques joués par celles-ci, notamment,
dans les mécanismes d'interaction cellulaire. Le rdle de Ila
sérotransferrine comme transporteur du fer jusqu'aux cellule.;;
utilisatrices est clairement établi. La lactotransferrine semble intervenir
plus particuliérement dans les mécanismes de défense immunitaire, mais
également dans la prolifération cellulaire. Ces deux glycoprotéines
exercent leurs activités par l'intermédiaire de récepteurs présents sur
différentes cellules, particuliérement sur les cellules en voie de

division.
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LES RECEPTEURS DES TRANSFERRINES

I- INTRODUCTION

La sérotransferrine assure son réle de transporteur du fer par des
récepteurs spécifiques présents a la surface des cellules.
Le récepteur de la sérotransferrine a été mis en évidence sur un grand
nombre de cellules eucaryotes, a la fois sur les cellules normales et
cancéreuses. La structure, la fonction et la régulation de 1'expression
du récepteur de la sérotransferrine sont & présent bien connues et font
I'objet de plusieurs revues générales (Goding, 1983; Bomford et Munro,
1985; Huebers et Finch, 1985, 1987; Ward, 1987; De Jong et al., 1990).

La fixation spécifique de la lactotransferrine n'a été démontrée que
sur certaines cellules, en particulier sur les entérocytes et sur les
lymphocytes humains activés (Cox et al., 1979; Hu et al., 1988, 1990;
Mazurier et al., 1989). Cependant, trés peu d'études ont été, jusqu'a
ce jour, réalisées sur la structure, la fonction et la régulation de
l'activité et de l'expression du récepteur de la lactotransferrine.

II- LE RECEPTEUR DE LA SEROTRANSFERRINE

A- LOCALISATION DU RECEPTEUR DE LA SEROTRANSFERRINE

Dés 1959, Jandl et al. ont mis en évidence la fixation de la
sérotransferrine sur les réticulocytes humains. Différents auteurs ont
confirmé ces résultats et démontré que les réticulocytes perdaient

progressivement le récepteur de la sérotransferrine au cours de leur




_44_

maturation en érythrocytes (Ecarot-Charier et al. 1980; Iacopetta et al.,
1982; Lebman et al., 1982; Pan et al., 1983).

Au niveau de !'hépatocyte, le fer est amené par l'intermédiaire de
récepteurs spécifiques de la sérotransferrine dont 1'existence a été
démontré par Gardiner et Morgan (1974) et Grohlich et al. (1979), puis
confirmée par Dautry-Varsat et al. (1983) sur une lignée cellulaire
humaine provenant d'un hépatome (HepG2). Néanmoins, Soda et

Tavassoli (1984), Soda et al. (1989) suggérent que le récepteur de la

sérotransferrine est situé sur les cellules endothéliales de foie et non

sur les hépatocytes.
Durant la gestation, les besoins en fer du foetus sont pourvus grace
a l'apport du métal lié a la sérotransferrine maternelle. La

sérotransferrine se fixe sur un récepteur localisé sur les microvillosités

du syncytium trophoblastique, tissu directement en contact avec le sang

" maternel (Fletcher et Suter, 1969; Wada et al., 1979). Le récepteur de

la sérotransferrine a été localisé également dans certains tissus du
cerveau de Rat, riches en récepteurs des neuropeptides (Hill et al.,
1985) et dans les myocytes (Fava et al., 1981).

A l'aide d'un anticorps dirigé contre le récepteur placentaire de la
sérotransferrine, le récepteur a été mis en évidence a la surface des
cellules normales en voie de prolifération (Larrick et Cresswell, 1979 a
et b; Ward, 1987) ainsi que sur des cellules néobléstiques bénignes et -
malignes (Hamilton et al., 1979; Newman et al., 1982; Schulman et al.,

1981; Ward et al., 1982; Trowbridge et al., 1984).
B~ STRUCTURE ET PROPRIETES DU RECEPTEUR

L'utilisation d'anticorps monoclonaux B3/25 et OKT9 dirigés contre

le récepteur de la sérotransferrine, isolés respectivement a partir de la
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lignée érythroleucémique K562 et de lymphocytes T humains, a permis
l'isolement et 1'étude structurale du récepteur de la sérotransferrine
(Sutherland et al., 1981; Goding et Burns, 1981).

Le récepteur de la sérotransferrine a été identifié comme une
glycoprotéine de 180 kDa, composée de deux sous-unités de 90 kDa
reliées par un pont disulfure (Seligman et al, 1979; Enns et Sussman,
1981; Schneider et al., 1982) (Fig.10, p.47). Chacune de ces
sous-unités fixe une molécule de sérotransferrine et porte un glycanne
de type N-acétyllactosaminique et deux glycannes de type
oligomannosidique (Schneider et al., 1982). Récemment, des glycannes
liés O- glycosidiquement vont été mis en évidence sur le récepteur de la
sérotransferrine isolé a partir de lignées cellulaires humaines de
carcinomes d'épidermes (A431) et de cellules erythroleucémiques (K562)
(Do et al., 1991).

Le récepteur est transmembranaire et phosphorylé (Schneider et
al., 1982; Rothenberger et al., 1987). Chaque sous-unité est liée & un
acide palmitique qui permet l'ancrage du récepteur dans la membrane
(Omary et Trowbridge, 1981).

L'hydrolyse trypsique du récepteur membranaire de la
sérotransferrine libére deux fragments de 70 kDa capables de fixer la
sérotransferrine. Le temps de demi-vie du récepteur a été estimé entre
10 et 60 heures (Ward et al. 1982).

Le géne contrdlant la biosynthése de ce récepteur a été localisé sur
le chromosome 3, tout comme celui de la sérotransferrine (Enns et al.,
1982; Goodfellow et al., 1982). La séquence peptidique du récepteur de
la sérotransferrine humaine a été déduite de la séquence du mRNA par
Schneider et al. 1984 et du cDNA par Mac Clelland et al. (1984).
Chaque sous-unité polypeptidique est composée de 760 résidus d'acides

aminés. La partie N-terminale (62 résidus d'acides aminés) est orientée
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vers le cytoplasme et ce domaine semble étre indispensable a
I'internalisation du récepteur (Rothenberg et ai. , 1987). La partie
transmembranaire (26 résidus d'acides aminés), hydrophobe, sert
d'ancrage et de signal de translocation dans la membrane (Zerial et al.,
1986). Bien que de nombreux auteurs soient en faveur de 1'hypothése
de l'universalité du récepteur de la sérotransferrine (Hamilton et al.,
1979; Enns et Sussman, 1981; Stein et Sussman, 1983), des différences
structurales et immunologiques du récepteur ont été mises en évidence
entre les différentes espéces animales et sur des cellules issue d'une
méme espéce, en utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre des
épitopes variés du récepteur (Bartek et al., 1985; Panaccio et_ al.,
1987; Cotner et al., 1989). Les récepteurs humain et murin de la
sérotransferrine se distinguent par des différences de masse
moléculaire et de taux de glycosylation (Van Agthoven et al., 1984).
Par ailleurs, Van Driel et Goding (1985), en étudiant le récepteur de
la sérotransferrine murine, distinguent deux récepteurs de

sérotransferrine dont le nombre de sites de glycosylation est différent.
C- REGULATION DU NOMBRE DE RECEPTEURS

Les changements concernant le nombre de récepteurs de la

sérotransferrine présent a la surface des cellules peuvent étre dus, soit

a une modification dans Il'expression du récepteur, soit a une

modification de la répartition du nombre de récepteurs entre la surface
cellulaire et les vésicules intracellulaires (Bomford et Munro, 1985).

La synthése de I'ARNm et la transcription en protéine du récepteur
de la sérotransferrine sont régulées par la quantité de fer présent dans
le milieu et par 1'état physiologique de la cellule. Ainsi, en présence de

chélateurs de fer, le nombre total de récepteurs a la surface de la
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cellule augmente suite & une biosynthése de nouveaux récepteurs (Mattia

et al., 1984; Bridges et Cudkowicz, 1984). A l'inverse de ce mécanisme,
en présence d'un excés de fer, la synthése de I'ARNm du récepteur de
la sérotransferrine diminue (Louache et al., 1984; Rao et al., 1985).
L'héme intracellulaire est également un signal de régulation de la
synthése du récepteur (Pelicci et al., 1982; Ward et al., 1984; Theil,
1990). Des éléments de séquences spécifiques, responsables de la
régulation par le fer de l'expression du récepteur de la sérotransferrine
et de la ferritine, ont été localisés dans I'ARNm de ces deux protéines
(Hentze et _al., 1987; Casey et al., 1988; Theil 1990). Une proteine
cytosolique IRE-BP (Iron Regulated RNA Binding Protein) interagit
spécifiquement avec ces séquences d'ARNm. Cette interaction conduit,
d'une part, a& une inhibition de la traduction de I'ARNm de la ferritine
et, d'autre part, a la stabilisation de la traduction de 1'ARNm du
récepteur de la sérotransferrine (Rouault et al., 1988, 1991).
L'apparition du récepteur est régulée par les besoins nutritionnels
nécessaires a la croissance des cellules (Neckers, 1991). La présence
d'un nombre plus important de récepteurs de la sérotransferrine dans
les tissus néoblastiques comparés a des lésions bénignes est due
principalement & une augmentation des besoins en fer (Trowbridge et
Omary, 1981; Sutherland et al., 1981, Chitambar et al., 1983). Les
lymphocytes au repos expriment peu de récepteurs de la
sérotransferrine 'qui n'apparaissent qu'aprés stimulation par des
mitogénes (Larrick et Cresswell, 1979 a; Galbraith et al., 1980). Ce
phénoméne précéde 1la synthése d'ADN (Neckers et al., 1983).
L'utilisation d'inhibiteurs de la synthése protéique bloque l'apparition
des récepteurs, suggérant que ces derniers sont nouvellement
synthétisés et non pas dérivés d'un compartiment intracellulaire

(Galbraith et al., 1981). Durant la mitose, le nombre de récepteur en
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surface diminue eh raison d'une inhibition du recyclage du récepteur a
la surface cellulaire (Warren et al., 1988).

Certains facteurs 1libérés par les cellules peuvent réguler
I'expression du récepteur de la; sérotransferrine. Ainsi, l'apparition du
récepteur de l'interleukine 2 sur les lymphocytes activés précéde celle
du récépteur de la sérotransferrine et régule l'expression de ce dernier
(Brock et »Mainou-Fowler 1983; Neckers et al., 1983). Au contraire,
I'interféron a conduit 4 une diminution du récepteur a la surface des
lymphocytes (Besangon et al., 1985).

Le stade de différenciation cellulaire déterrﬂine également la
régulation du nombre de récepteur de la sérotransferrine (Chitambar et
al., 1983). Ainsi, le nombre de récepteurs est élevé sur Iles
précurseurs des cellules érythrocytaires, puis diminue graduellement
lors de la maturation des cellules (lacopetta et al., 1982; Sieffs et al.,
1982; Seligman, 1983).

L'expression du récepteur de la sérotransferrine a la surface
cellulaire peut étre régulé par un mécanisme indépendant de 1Ia
biosynthése du récepteur, causé par une redistribution des récepteurs
entre le pool externe et interne de la cellule. Ainsi, les esters de
phorbols (Buys et al. 1984) et certains facteurs de croissance, comme
I'EGF (Wiley et Kaplan, 1984) et l'insuline (Davis et al., 1986),
provoquent une augmentation des récepteurs a la surface de certaines
lignées cellulaires causée par une redistribution des récepteurs

intracellulaires localisés dans des endosomes (Ward et Kaplan, 1986).

D- INTERACTION DE LA SEROTRANSFERRINE AVEC SON

RECEPTEUR

Chaque récepteur fixe deux molécules de transferrine (Schneider et

al., 1982).
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La  sérotransferrine  bovine se fixe sur les cellules
érythroleucémiques humaines K562 avec une affinité 2000 fois plus faible
que celle de la sérotransferrine humaine (Tsavaler et al., 19886).

A un pH physiologique, l'affinité du récepteur pour Ila
sérotransférrine varie en fonction du taux de saturation en fer de cette
derniére. Ainsi, selon Young et al. (1984), Wada et al., 1979), é"pH
neutre, les constantes de dissociation sont de l'ordre:

- de 1x10"8 M pour la sérotransferrine diferrique

- de 5x10_8 M pour la sérotransferrine monoferrique

- de 2x10-7 M pour l'aposérotransferrine

Néanmoins, l'affinité du récepteur pour la sérotransferrine
monoferrique ne varie pas, suivant que le fer est fixé sur le site N- ou
C-terminal de la sérotransferrine (Huebers et al., 1981).

La fixation de la sérotransferrine est pH dépendante. Elle est
optimale & pH compris entre 7 et 8. L'affinité de l'aposérotransferrine
pour le récepteur est 10 fois plus faible & pH 7 qu'a pH 5 (Dautry-
Varsat et al., 1983; Klausner et al., 1983).

Le nombre de récepteurs de la sérotransferrine varie de 6x104 a
2,8}{105 sites par cellule, en fonction de la nature de la cellule, de la
croissance cellulaire et du stade de différenciation (Tableau I, p.51).

Le site d'interaction de la sérotransferrine avec son récepteur n'est
pas encore déterminé. Dekker M (1985), en travaillant en systéme

hétérologue sérotransferrine humaine-réticulocytes de Rat, concluent

que les structures glycanniques de la sérotransferrine ne sont pas

impliquées dans la reconnaissance de la sérotransferrine par son
récepteur. Seul, l'asialosérotransferrine se fixe au récepteur lectinique

d'Ashwell, présent sur les cellules de Kiippfer et sur Iles
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Tableau I : Paramétres de fixation de la sérotransferrine humaine (STF)

sur différentes cellules.

Cellules

par cellule (x 103)

Nombre de récepteurs

pour la STF saturée (M_

Constante d'affinité

Réf.

1

Lymphoblastoides T

Lymphoblastoides B

K562 (leucémie)

Choriocarcinomes

HeLa

HepG2 (hépatome)

MCF7 (carcinome

du sein)

60

30

150

370

278

60

210

5,3

1'4

10

10

10

10

10

10

10

Larrick et

Cresswell (1979b)

Klausner

et al. (1983)

Hamilton
et al. (1979)

Ward
et al. (1982)

Dautry-Varsat

et al. (1983)

Vandewalle

et al. (1985)
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hépatocytes,qui reconnait les résidus galactose/N-acétylgalactosamine en
position terminale (Debanne et al., 1981).

De méme, la déglycosylation enzymatique de la sérotransferrine de
Lapin n'influence pas la fixation de la protéine sur les réticulocytes de
de l'animal (Léger et al., 1987).

Quelques études ont été réalisées pour préciser la région de la
sérotransferrine reconnue par le récepteur en utilisant les fragments N-
et C-terminaux obtenus par hydrolyse enzymatique de la
sérotransferrine. En milieu hétérologue, Esparza et Brock (1980)
montrent que les fragments N- et C-terminaux correspondant
respectivement aux lobes N- et C-terminaux de la sérotransferrine
bovine se fixent sur les réticulocytes de Lapin. La fixation du fragment
N-t est supérieure a celle du fragment C-t mais plus faible que la
fixation de la sérotransferrine intacte. Néanmoins contrairement au
fragment N-terminal, le fragment C-terminal garde sa capacité de livrer
le fer a la cellule. Ces auteurs émettent l'hypothése que le segment
N-terminal interviendrait plus particuliérement dans la premiére phase
de l'interaction transferrine-récepteur. Le lobe C-terminal stabiliserait
cette interation et conduirait & l'internalisation du complexe
sérotransferrine-récepteur.

Récemment, Bali et al. (1990) ont démontré que l'interaction de la
sérotral;lsferrine avec son récepteur isolé augmentait, a pH acide, la
libération du fer de la sérotransferrine.

De plus, selon Brock et Rankin (1981), la libération du fer & partir
des fragments monoferriques de la sérotransferrine bovine est plus lente
qu'a partir de la protéine intacte. Ceci expliquerait que, contrairement
ala sérotransferrine native, les fragments N- et C-terminaux sont

incapables de stimuler la prolifération cellulaire de lymphocytes activés

(Brock et Rankin, 1981).




Afin de mieux comprendre les interactions tranéferrine-récepteur,
différentes études ont été réalisées sur l'interaction de l'ovotransferrine
avec son récepteur. Ainsi, Oratore et al. (1989), Brown-Mason et
Woodworth (1984) montrent que les lobes N- et C-terminaux isolés,
obtenus par hydrolyse trypsique de l'ovotransferrine, ne sont pas
reconnus par le récepteur de la sérotransferrine présent sur les
réticulocytes embryonnaires de Poulet. Cependant, quand les deux
lobes, réassociés ou non en un complexe non covalent N-t/C-t, sont
présents, la fixation des fragments a lieu (Brown-Mason et al., 1984,
1987; Oratore et al., 1989). Ces auteurs concluent que le récepteur de
I'ovotransferrine doit posséder des sites de fixation pour le récepteur,
4 la fois dans les lobes N- et C-terminaux. De plus, par des
expériences d'iodination des fragments N- et C-terminaux, Mason et
Brown (1987) soulignent l'importance d'un résidu tyrosyl dans le lobe
C-terminal de l'ovotransferrine qui interviendrait dans la reconnaissance
de la protéine avec son récepteur.

Des modifications structurales du récepteur peuvent également
engendrer des changements dans la reconnaissance de la protéine.
Ainsi, le récepteur de la sérotransferrine synthétisé par les cellules
K562 cultivées en présence de tunicamycine est dépourvu de N-
glycannes. Ce récepteur déglycosylé fixe toujours la sérotransferrine,
mais avec une affinité plus faible que le récepteur glycosylé (Hunt et
al., 1989a). Enns et Williams (1991) démontrent, par mutagéenése
dirigée au niveau des sites de glycosylation du récepteur de la
sérotransferrine, qu'une simple ou une double mutation sur Asn 251
et/ou Asn 317 qui induit l'absence de glycosylation, n'affecte pas le
transport du récepteur dans la cellule ou sa capacité a fixer la

sérotransferrine. Cependant, si la mutation a lieu sur le troisiéme site
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de glycosylation (Asn 727), la mobilité du récepfeur est diminuée et la
capacité de fixation est réduite.

La déphosphorylation et l'acylation du récepteur n'ont aucun effet
apparent sur l'interaction du récepteur avec la sérotransferrine (Hunt
et al., 1989 b; Jing et Trowbridge, 1990). Cependant, 1'hyperphospho-
rylation du récepteur induite par les esters de phorbol entraine une
rapide internalisation de ce récepteur (Kllausner et al., 1984; May et

al., 1985).
III- LES RECEPTEURS DE LA LACTOTRANSFERRINE

Tenant compte des rdles biologiques joués par la lactotransferrine,
la fixation de la lactotransferrine humaine a été étudiée, en particulier,
sur les cellules intervenant dans la défense immunitaire (macrophages,
lymphocytes activés) et sur les cellules impliquées dans l'absorption

intestinale du fer (entérocytes).

A- INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC LES
CELLULES DU SYSTEME RETICULO-ENDOTHELIAL

De nombreux auteurs ont déja étudié in vitro le nombre et 1l'affinité
des sites de fixation de la lactotransferrine & la surface des
macrophages péritonéaux et alvéolaires de différentes espéces animales
(Tableau II, p.55). Dans l'ensemble, ces résultats montrent que la
capacité de fixation de la lactotransferrine sur ces cellules est élevée
(comprise entre 2 et 50x106 sites par cellule). En revanche, l'affinité
est faible et les constantes de dissociation sont comprises entre 10-6 et

10"'M (Birgens, 1991).
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Tableau II s Paramétres de fixation de la lactotransferrine humaine sur

les macrophages et les monocytes humains et murins.

Réf. Type cellulaire Sites/cellule K,

(x 10%) (M)

Markowetz et al. Macrophages alvéolaires 2 -
1979 murins

van Snick et Macrophages péritonéaux 22 1500
et Masson 1976 murins

Imber et Pizzo Macrophages péritonéaux - 28
1983 murins

Campbell 1982 Macrophages alvéolaires 54 1700
humains

Goavec et al. Macrophages alvéolaires 12 500
1985 humains

Bennett et Davis Monocytes sanguins. 33 1800
1981 humains

Birgens et al. Monocytes sanguins 1,6 4,5
1983 humains

Monocytes sanguins 10 430

Moguilevski et al.

1985

humains
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Selon van Snick et Masson (1978), Markowetz et al. (1979), la
fixation de la lactotransferrine sur les macrophages alvéolaires et
péritonéaux de Souris dépendrait de son taux de saturation en fer, le
macrophage ayant une plus forte affinité pour la lactotransferrine
saturée que pour l'apolactotransferrine. Néanmoins, Goavec et al. (1985)
n'ont observé aucune différence de fixation entre ces deux protéines.

Les résultats concernant le réle respectif des parties glycannique et
protéique de la lactotransferrine restent encore trés controversés.
Plusieurs études ont été réalisées afin de déterminer l'importance de la
partie glycannique, en particulier celle du fucose dans la reconnaissance
de la lactotransferrine par les macrophages et les cellules de Kt’ippfér.
Goavec et al. (1985) observent une inhibition de la fixation de 1la
lactotransferrine sur les macrophages alvéolaires humains par les
néoglycoprotéines & fucose et a mannose. Ces auteurs concluent & la
possibilité d'une reconnaissance de la lactotransferrine par le récepteur
4 mannose/fucose/N-acétylglucosamine du macrophage. Cependant Imber
et Pizzo (1983) et Moguilevski et al. (1987) n'observent aucune
différénce, in vivo, entre la clairance par les cellules de Kiipffer de la
lactotransferrine native et celle de la lactotransferrine défucosylée. Ces
auteurs concluent que le fucose n'intervient pas dans la reconnaissance
de la lactotransferrine. Toutefois, il convient de préciser que, lors de
ces études,‘la lactotransferrine n'était défucosylée qu'aux deux tiers.

Au Laboratoire, Leclercq (1987) a démontré une fixation de Ia
lactotransferrine sur deux types de récepteurs présents a la surface
des macrophages péritonéaux de Souris: un récepteur lectinique & haute

8 M) qui reconnait le fucose lié¢ en a-1,3 sur le

affinité (K4= 10
glycanne de la lactotransferrine et un récepteur a faible affinité (K a4

10“6 M) qui reconnait la partie protéique de la lactotransferrine.




La faible affinité des macrophages pour la lactotransferrine et le
nombre de sites élevés ont conduit certains auteurs a suspecter une
interaction non-spécifique de la lactotransferrine avec les cellules. La
lactotransferrine est une glycoprotéine possédant un pHi trés basique et
elle pourrait de ce fait interagir avec des groupements anioniques
présents a la surface membranaire. Des modifications chimiques de 1la
partie protéique de la lactotransferrine par succinylation ou par
carbamylation qui abaisse le pHi de la protéine, provoquent une
diminution de l'affinité de la lactotransferrine pour le macrophage (van
Snick et Masson, 1976; Moguilevski, 1987). Bennett et al. (1983) et
Moguilevski et al. (1987) ont montré que I'ADN membranaire était
capable de fixer la lactotransferrine par interaction de type ionique.
Aprés traitement des cellules par des endonucléases, la fixation de la
lactotransferrine sur ces cellules est réduite de 50 %. Des protéine‘s trés
basiques, telles que le lysozyme dimérique, inhibent la fixation de la
lactotransferrine sur le macrophage (Moguilevski, 1987). De plus, selon
Campbell (1982), 1l'élastase et la cathepsine G se fixeraient sur le méme
récepteur macrophagique que celui de la lactotransferrine.

Plus récemment, Mizyazawa et al. (1991) ont démontré également que
la lactotransferrine pouvait se fixer sur les macrophages par
I'intermédiaire de Hpopglysaccharides bactériens accrochés a la surface
cellulaire de ces cellules.

Le mécanisme de reconnaissance de la lactotransferrine par le

macrophage semble donc encore trés controversé. L'ensemble de ces

résultats tendent a prouver que la nature de cette interaction pourrait

varier en fonction de la localisation tissulaire des macrophages .

(monocytes circulants, macrophages alvéolaires et péritonéaux).
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B- INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC LES

HEPATOCYTES

Bien qu'il soit clairement établi que la lactotransferrine injectée par
voie intraveineuse soit captée par le foie, la nature des cellules
impliquées dans la clairance in vivo de la protéine reste controversée.

Prieels et al. (1978) et Pizzo et al. (1981) ont montré que les
hépatocytes possédaient a leur surface un récepteur lectinique capable
de reconnaitre la lactotransferrine humaine par l'intermédiaire du fucose
lié en al-3 sur la N-acétylglucosamine terminale. Labprésence de résidus
de galactose en ©position terminale sur les glycannes de la
lactotransferrine a conduit d'autres auteurs a 1'hypothése d'une
reconnajssance de la protéine par le récepteur des asialoglycoprotéines
(Lehrman et al., 1986).

In vivo, van Snick et _al. (1974) et Moguilevski (1987) démontrérent
que le blocage préalable du systéme réticulo-endothélial par injection de
sulfate de dextran diminuait 1la clairance hépatique de 1la
lactotfansferrine humaine. Ce résultat tend a prouver que la
lactotransferrine est éliminée de la circulation sanguine par les cellules

de Kiipffer et non les hépatocytes.

C- INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC

LES ENTEROCYTES

Dés 1979, Cox et al. ont démontré in vitro que la lactotransferrine
humaine et bovine se fixent sur des biopsies intestinales humaines, mais
pas la sérotransferrine humaine. Ces auteurs suggérérent alors la
présence de récepteurs spécifiques de la lactotransferrine a la surface
de ces cellules (Tableau III, p.59). Le récepteur de la lactotransferrine

a été mis en évidence sur les vésicules de la bordure en brosse de
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Tableau III : Caractérisation du récepteur de la lactotransferrine
présent 3 la surface des entérocytes [(1) Mazurier et al., 1985; (2) Hu
et al. 1988, 1990; (3) Davidson et Ldnnerdal, 1988), de la lignée HT29
[(4) Derisbourg, 1990; (5) Roiron-Lagroux et al., 1989], des lymphocytes
activés. [(6) Bennett et Davis, 1981; (7) Birgens et al., 1984; (8)
Mazurier et al., 1989] et des plaquettes [(9) Leveugle, 1991].

Cellules Espéce Masse moléculaire Kd n Réf.
du récepteur (kDa) {nM) nombre de sites
. 14
ENTEROCYTE Lapin 100 830 0,15x10 1

par mg de protéines

Souris 130 . 380 5,3x1014 2
(monomére glycosylé) par mg de protéines
Singe - 9000 - 3
5
HT29 Homme - 39 0,29x10 4

par cellule

HT29-D4
- 408 ax10° 5
par cellule
6
LIGNEE Homme - 43 1,6x10 6
LYMPHOCYTAIRE - par cellule et 7
5
LYMPHOCYTES Homme 110 83 4x10 8
ACTIVES {monomére glycosylé) par cellule
PLAQUETTES  Homme 105 - - 9

(monomére glycosylé)
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jéjunum de Lapin par Mazurier et al. (1985). Le récepteur fixe Ila

lactotransferrine humaine avec une constante de dissociation de 830 nM

et posséde une masse moléculaire voisine de 100 kDa. Chez la Souris, le

récepteur entérocytaire de la lactotransferrine a été isolé et caractérisé
(Hu et _al., 1988, 1990). Il reconnait les lactotransferrines isolées du
lait de différents Mammiféres avec des affinités semblables et un nombre
de sites de 5,3 1014/mg de protéines.

L'interaction ligand-récepteur dépend de la présence de cations

2+ et Mg2+) et du pHi du milieu, avec un maximum de

bivalents (Ca
fixation a pH 5,5 (Hu et al., 1988). La partie glycannique de la
lactotransferrine n'est pas responsable de la reconnaissance de Ila
lactotransferrine par le récepteur entérocytaire. De plus, des protéines
basiques, telles que le lysozyme, n'inhibent pas la fixation de Ila
lactotransferrine au récepteur ce qui suggeére une interaction de nature
spécifique.

Le récepteur entérocytaire murin a été identifié comme une
glycoprotéine monomérique de 130 kDa, de pHi 5,8, possédant 12
glycannes bi- et triantennés de type N-acétyllactosaminique (Hu et al.,
1990).

Le récepteur de la lactotransferrine a également été mis en évidence
sur les entérocytes de Singe, mais, contrairement au récepteur murin,
ce récepteur est de nature lectinique et reconnait en particulier le
fucose lié sur le glycanne de la lactotransferrine humaine (Davidson et
Lonnerdal, 1988). La lactotransferrine humaine et de Singe sont
reconnues avec la méme affinité et l'affinité du récepteur est plus forte
pour la lactotransferrine humaine diferrique que pour la protéine
partiellement saturée.

Ces résultats tendent a démontrer que des différences peuvent

exister suivant les espéces étudiées.
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Quelques études ont également été réalisées sur des lignées
entérocytaires‘ en culture telles que les cellules HT29, dérivées d'un
adénocarcinome humain du colon, capables de se différencier en
entérocytes. La lactotransferrine humaine apo et saturée se fixent avec
la méme constante de dissociation (K qa = 39x10-9 M) sur les cellules
HT29 différenciées, dgées de 20 jours avec un nombre de sites de
29.000 sites par cellule. Contrairement au ©récepteur de Ila
sérotransferrine, le récepteur de la lactotransferrine est absent des
cellules HT29 indifférenciées (Derisbourg et al., 1990). Roiron-Lagroux
et al. (1989), observe une fixation de la lactotransferrine sur une
sous-lignée HT29-D4 avec une constante plus faible que la lignée souche

HT29, de l'ordre de 408x10-9 M et un nombre de sites de 4x106 sites

par cellule.

D- INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC

LES LYMPHOCYTES

La fixation de la lactotransferrine a été observée a la surface de
sous-populations de lymphocytes B isolés du sang humain, avec une
constante de dissociation qui varie selon les auteurs de 0,76x10“6 M
(Bennett et Davis, 1981; Bennett et al., 1983) a 4,3x10°° M (Birgens et
al., 1984) et un nombre de sites élevé, variant de 1,9x106"z‘a 2,5x106
sites par cellule. Selon Birgens et al.(1984), ces différences concernant
l'affinité de la lactotransferrine pour ces cellules peuvent s'expliquer,
d'une part, par 1'hétérogénéité des préparations cellulaires et, d'autre
part, par les concentrations en lactotransferrine. En effet, Birgens et
al. (1984) utilisent des concentrations en lactotransferrine humaine

9

comprises entre 10-'7 et 10 M, alors que Bennett et al. (1983)
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7

travaillent & des concentrations élevées de 10 ' M et n'observent qu'une °

fixation de faible affinité.

Par immunofluorescence et par cytofluorimétrie, Butler et al. (1990)
mirent en évidence la présence de lactotransferrine a la surface de
différentes préparations lymphocytaires de type B, issues de différents
types de leucémies représentatives des stades de la maturation
cellulaire. Ces auteurs constatérent que le taux de lactotransferrine
détecté a la surface des lymphocytes B immatures était élevé, puis
diminuait chez les pré~plasmocytes. Ces résultats suggerent que
I'expression de la lactotransferrine a la surface des lymphocytes B est
fonction de la maturation cellulaire. Néanmoins, aucun récepteur de la
lactotransferrine n'a, jusqu'a présent, été identifié sur ces cellules.

Le récepteur de la lactotransferrine a été plus particuliérement
étudié sur les lymphocytes T. En 1984, Gnezditskaya et al. démontrent
par immunofluorescence qu'une sous-population de Ilymphocytes du
thymus humain fixe spécifiquement la lactotransferrine. La préincubation
des lymphocytes T avec l'adénosine et la théophylline qui augmentent la
concentration intracellulaire d'AMPc, provoque également une
augmentation de la fixation de la lactotransferrine. Birgens et al. (1984)
observent une fixation plus importante de la lactotransferrine sur les
lignées lymphoblastiques et myéloblastiques que sur 1é<s lymphocytes T
au repos isolés du sang. Néanmoins, l'affinité de ces cellules pour la
lactotransferrine est identique. Yamada et al. (1987) montrent également
que les cellules leucémiques K562 fixent de fagon spécifique Ila
lactotransferrine humaine. Contrairement au Trécepteur de la
sérotransferrine, le récepteur de la lactotransferrine des cellules K562
n'est pas régulé par le taux de fer intracellulaire mais est fonction de

la prolifération cellulaire.
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Au Laboratoire, Mazurier et _al. (1989) ne détectent aucune fixation
spécifique de la lactotransferrine sur les lymphocytes T non activés. En
effet, le récepteur de la lactotransferrine n'apparait a la surface des
lymphocytes T humains qu'aprés stimulation par un mitogéne comme la
phytohémagglutinine qui induit une biosynthése de récepteurs de la
lactotransferrine. L' apolactotransferrine et la lactotransferrine saturée
sont reconnues par le récepteur avec la méme affinité (K a 80x1()“9 M)

5 et 4x1 O5

et un nombre de sites élevé compris entre 2x10 sites par
cellule (Tableau III‘, p-59). La fixation (ie la iactotransferrine sur les
membranes de lymphocytes solubilisées montre que 60% des récepteurs
sont intracellulaires. Le récepteur lymphocytaire de la lactotransferrine

a été visualisé par immuno-électrotransfert du lysat membranaire et

125

reconnaisance par de la lactotransferrine marquée a 1" ™I dans des

conditions non dénaturantes. Le récepteur associé a la lactotransferrine
a été isolé par chromatographie d'affinité sur colonne d'anticorps
anti-lactotransferrine et présente, en électrophorése sous la forme de
deux bandes protéiques de 100 et 110 kDa (Mazurier et al., 1989). La
présence de deux bandes peut étre la conséquence de la méturation du
récepteur au cours de sa biosynthése. Cependant, la sensibilité du
récepteur de la lactotransferrine aux enzymes protéolytiques ne peut
pas étre exclue, méme en présence d'inhibiteurs de protéases.
Récemment, le récepteur de la lactotransferrine a également été mis
en évidence dans le milieu de culture de lymphocytes humains activés
pendant trois jours. Aprés une préincubation du lysat en présence de
lactotransferrine, le complexe récepteur-lactotransferrine a été isolé par
chromatographie d'affinité sur colonne d'anticorps anti-lactotransferrine.
Le récepteur est, sous sa forme soluble, une glycoprotéine
monocaténaire de masse moléculaire apparente de 100 kDa. La différence

de masse moléculaire (5 kDa) entre les récepteurs membranaires et
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solubles correspondrait a la zone intracytoplasmique du récepteur
(Leveugle, 1991). Le récepteur est N-glycosylé, les glycannes sont de
type N-acétylactosaminique et sont liés au domaine extracellulaire du
récepteur.

A partir du récepteur soluble lymphocytaire isolé, un anticorps a
été préparé au Laboratoire par B Leveugle (1991). Cet anticorps
permettra de mettre en évidence des récepteurs de la lactotransferrine
sur différentes cellules normales et cancéreuses. Cet anticorps sera
utilisé par la suite dans notre travail.

La séquence en acides aminés de courts peptides a été déterminee
au Laboratoire en collaboration avec le Laboratoire d'Ingénierie des
Protéines de Saclay et devrait permettre d'obtenir des sondes
nucléotidiques qui serviront a cloner 1'ADNc du récepteur de la
lactotransferrine. Ces travaux sont actuellement en cours au

Laboratoire.

E- INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC LES

PLAQUETTES SANGUINES

Un récepteur spécifique de la lactotransferrine a été identifié a la
surface des plaquettes sanguines humaines (Leveugle, 1991). Il possede
les mémes caractéristiques structurales et immunologiques que le
récepteur lymphocytaire. Il s'agit d'une protéine N-glycosylée d'une

masse moléculaire de 105 kDa.
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F- INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC LES

BACTERIES ET LES PARASITES

Le fer est un nutriment essentiel pour les bactéries et les
parasites. La plupart des bactéries pathogénes peuvent synthétiser et
sécréter des sidérophores, capables de capturer le fer fixé aux
transferrines. Récemment, de nombreuses études ont démontré que les
bactéries et les parasites possédaient également le récepteur de la
lactotransferrine. La lactotransferrine humaine se fixe sur toutes les
souches de Neisseria (Schryvers et al., 1988, Schryvers et Lee, 1989;
Lee ét Schryvers, 1988). L'addition de FeCl3 dans le milieu de culture
inhibe la capacité de fixation de la lactotransferrine, suggérant ainsi
que l'expression du récepteur est régulée par la quantité de fer
disponible dans le milieu de culture. Le ©récepteur de la
lactotransferrine humaine présent sur les souches de Neisseria a été
identifié & une protéine de 105 kDa (Schryvers, 1989; Griffiths et al.,
1990). Deux protéines membranaires de 105 et 106 kDa capables de fixer
spécifiquement la lactotransferrine humaine ont également été isolées a
partir de lysats membranaires d' Haemophilus influenzae (Schryvers,
1989).

Par ailleurs, la fixation de la lactotransferrine a également été
observée a la surface membranaire de bactéries pathogénes telles que

Bordetella pertussié (Redhead et Hill, 1989) et de Staphylocoques

(Naidu et al., 1990).

Le récepteur a été identifié sur le parasite Trichomonas vaginalis

sous la forme de deux protéines membranaires de 178 et 75 kDa

(Kenneth et Alderete, 1984).

Un second rodle a été attribué a l'interaction de la lactotransferrine
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avec les parasites. Selon Lima et Kierszenbaun (1985), l'interaction de

la lactotransferrine avec Trypanozoma cruzi facilite la phagocytose de

ces parasites par les monocytes. La lactotransferrine jouerait le réle de

pontage entre les différents élements cellulaires.

IV- CONCLUSION

Le récepteur de la sérotransferrine a été identifié sur un grand
nombre de cellules normales et cancéreuses. La structure, la régulation
de l'expression et la signification biologique de ce récepteur sont
parfaitement connues.

Le récepteur de la lactotransferrine a été partiellement caractérise
sur les lymphocytes humains activés, les entérocytes et les plaquettes.
La fixation de la lactotransferrine sur les macrophages semble étre de
nature non-spécifique.

Le role principal de la sérotransferrine est de livrer son fer a la
cellule par un mécanisme d'endocytose, celui de la lactotransferrine

reste encore obscur.
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MECANISME DE CAPTURE DU FER PAR LES CELLULES

Le rdle principal de la sérotransferrine est de livrer le fer aux
cellules. Actuellement deux mécanismes de capture du fer fixé a Ila
sérotransferrine, ont été mis en évidence:

- Le premier repose sur l'internalisation du fer par l'endocytose du
complexe sérotransferrine-récepteur;

- Le second consiste en la libération du fer de la sérotransferrine a
la surface cellulaire, suivi de sa capture par la cellule.

Contrairement a la sérotransferrine, les études concernant
l'internalisation de la lactotransferrine et de son fer restent limitées et
n'ont porté que sur deux types cellulaires: les macrophages et les
cellules entérocytaires.

Dans ce chapitre, nous rappellerons dans un premier temps les

différents mécanismes d'endocytose de molécules.

I- LES MECANISMES DE L'ENDOCYTOSE

A- DEFINITION DE L'ENDOCYTOSE

Les macromolécules et les particules biologiques pénétrent dans la
cellule par un mécanisme appelé endocytose. On distingue trois types
d'endocytose (Fig.11, p.69) décrites dans de nombreuses revues
générales (Pastan et Willingham, 1983, 1985; Geisow, 1980; Mellman,
1984; Dautry-Varsat et Lodish, 1984):

- La phagocytose ou l'internalisation de particules de grandes

tailles, comme les bactéries, qui se fixent a la surface cellulaire et
induisent la formation de vésicules formées par l'invagination de la

membrane plasmique.
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- La pinocytose ou endocytose en phase fluide qui est un processus

non-specifique par lequel la cellule préleve du liquide extracellulaire
dans lequeldes molécules sont dissoutes.

- L'endocytose par l'intermédiaire d'un récepteur ou endocytose en

phase adsorptive, mécanisme spécifique qui implique l'interaction
spécifique d'un ligand avec son récepteur. La fixation du ligand
déclencher l'invagination de la membrane, puis la formation d'une
vésicule dans laquelle est inclu le ligand qui pénétre ainsi dans la

cellule.
B- LA DESTINEE DU COMPLEXE LIGAND-RECEPTEUR

De nombreux ligands tels que les hormones, les facteurs de
croissance, les lectines, les toxines, les anticorps et les particules
virales pénétrent dans la cellule par l'intermédiaire de récepteurs
spécifiques.

De nombreux travaux ont permis de mieux connaitre les différents
mécanismes d'internalisation du complexe ligand-récepteur et sa destinée
dans la cellule (Dautry-Varsat et Lodish, 1984; Wileman et al., 1985;
Warren et al., 1988; Shepherd, 1989; Dunn et Maxfield, 1990).

Aprés fixation des ligands aux récepteurs, les complexes sont
regroupés au niveau de zones particuliéres de la membrane plasmique,
appelées "puits recouverts” et entourées d'un réseau de clathrine
(coated-pits) (Pastan et Willigham, 1981; Willigham et Pastan, 1984). Le
puits recouvert est alors transporté dans la cellule et perd son
revétement de clathrine pour former un endosome ou réceptosome
(Helenius et al., 1983; Pastan et Willigham et al., 1983, 1985; Robinson,
1987). La formation de 1'endosome est bloquée par les basses

températures ou par des inhibiteurs du cystosquelette tels que la
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colchicine ou par des inhibiteurs de la production d'énergie cellulaire
tels que l'azide (Anderson et al., 1977; Wall et al., 1980). Aprés
dépolymérisation de la clathrine, une pompe & protons ATP-dépendante
provoque l'acidification de l'endosome (Tycko et Maxfield, 1982; Helenius
et al., 1983; Xie et Stone, 1986).

Le complexe ligand-récepteur, une fois dans l'endosome, peut suivre
plusieurs destinées, suivant la nature de la molécule fixée. On distingue
essentiellement 4 voies (Fig.12, p.71):

- Dans la premiére voie (Fig.12 a), le ligand se dissocie du

récepteur sous l'effet du pH acide de l'endosome, puis est dirigé vers
les lysosomes ou il est dégradé. Les récepteurs, restés fixés a la
membrane de la vésicule, sont rassemblés dans la partie tubulaire de
I'endosome, puis recyclés & la surface cellulaire. Ce mécanisme a été
décrit dans le cas des LDL et des asialoglycoprotéines (Goldstein et
Brown, 1984; Goldstein et al., 1985; Geuze et al., 1983).

- Dané la_seconde voie (Fig.12 b), le récepteur et le ligand sont

tous deux recyclés au niveau de la membrane. C'est le cas de la
sérotransferrine qui perd son fer & pH acide, mais reste fixée a son
récepteur (Dautry-Varsat et al., 1983; Dautry-Varsat et Lodish, 1983;
Dautry-Varsat, 1986).

- La troisidme voie possible est illustrée par la figure 12 c¢. Aprés

fusion de l'endosome avec les lysosomes, le récepteur et son ligand sont
dégradés, comme pour I'EGF (Carpenter et Cohené, 1979; Hanover et
al., 1984; Pastan et Willingham 1985).

- Enfin, la quatriéme voie (Fig. 12 d) est spécifique des cellules

polarisées telles que les cellules endothéliales et épithéliales. Le
complexe ligand-récepteur peut étre transporté d'un pdle a l'autre de la
cellule (transcytose). Ce mécanisme a été démontré en particulier pour
les immunoglobulines (Mostov et Blobel, 1983) et l'insuline (King et

Johnston, 1985).
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II- CAPTURE DU FER DE LA SEROTRANSFERRINE PAR LES
CELLULES

A- ENDOCYTOSE DU COMPLEXE SEROTRANSFERRINE-RECEPTEUR

L'hypothése de l'endocytose de la sérotransferrine a été proposée
dés 1969 par Morgan et Appleton, puis confirmée en 1977 par
Hemmaplardh et Morgan. De nombreuses études ont été réalisées sur des
cellules animales (Octave et _al., 1983) et sur des cellules humaines en
culture, notamment HepG2 et K562 (Ciechanover et al., 1983;
Dautry-Varsat et al., 1983; Klausner et al., 1983; Dickson et al.,
1983). Plusieurs revues générales ont été consacrées a 1'étude du
mécanisme de 1'endocytose sérotransferrine-récepteur: Dautry-Varsat et
Lodish (1984), Pastan et Willingham (1985), Wileman et al. (1985),
Dautry-Varsat (1986), Crichton et Charloteau~Wauters (1987).

Contrairement a d'autres ligands, la sérotransferrine n'est ni
dégradée, ni stockée dans la cellule. Le cycle intracellulaire de la
sérotransferrine est représenté dans la figure 13 (p.73).

A pH neutre, la sérotransferrine diferrique se fixe avec une forte
affinité a4 son récepteur et le complexe ligand-récepteur est endocyté
dans un puits recouvert. Dans l'endosome, sous l'effet du pH acide, le
fer est libéré de la sérotransferrine, puis transporté jusqu'a la ferritine
cytoplasmique par un mécanisme inconnu. En outre, a4 pH acide,
l'aposérotransferrine reste fixée & son récepteur et le complexe est
recyclé a la surface cellulaire. A pH neutre, pH du milieu
extracellulaire, l'affinité du récepteur pour l'aposérotransferrine est
faible et le complexe ligand-récepteur se dissocie. L'aposérotransferrine,
libérée dans le milieu peut fixer & nouveau deux ions ferriques et le

récepteur membranaire peut étre réutilisé.
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Le cycle de la sérotransferrine est trés rapide et ne dure que 15 a 20
min. Il peut étre repété au moins 300 fois avant la dégradation du
récepteur. La cellule est capable de capter, en fonction du nombre de
récepteurs présent a la surface cellulairé",’ environ 19.000 ions

ferreux/min en quelques heures.

B- LIBERATION DU FER DE LA SEROTRANSFERRINE A LA
SURFACE CELLULAIRE

Le second modéle proposé repose sur la libération du fer de Ia
sérotransferrine au niveau de la membrane plasmique, suivi de son
transfert dans la cellule (Fig.14, p.75). Ce mécanisme a été mis en
évidence chez les hépatocytes (Batey et al., 1980; Morley et al., 1983;
Morley et Bezkorovainy, 1985; Cole et Glass, 1983; Thorstensen, 1988
Thorstensen et Romslo 1988), les cellules Hela (Low et al., 1986; Sin
et al., 1987b) et les réticulocytes (Glass et al., 1980; Nunez et al.,
1985).

Aprés interaction de la sérotransferrine avec son récepteur, le fer
ferrique de la sérotransferrine est réduit en fer ferreux, puis dissocié
de la protéine. L'introduction dans le milieu extérieur de chélateurs de
fer, tels que le sulfonate de bathophénantroline, permet d'étudier la
libération du fer fixé a la sérotransferrine (Navas et al., 1986; Low et
al., 1986; Siin et al., 1987).

La NADH oxydoréductase, enzyme présente dans la membrane
plasmique, est responsable de la réduction du fer ferrique (Siin et al.,
1987a,b; Thorstensen, 1988; Thorstensen et Romslo, 1990; Low et al.,
1986; Crane et al., 1990.). Cette réaction s'accompagne d'une oxydation
en NAD' du NADH cytosolique qui joue le rdle d'accepteur d'électrons
et d'une libération d'ions H' dans le milieu extérieur par l'intermédiaire

de I'antiport Na+/H+ (Siin et al., 1987a; Crane et al., 1990).
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Le fer réduit, dissocié de la sérotransferrine, peut traverser la
membrane plasmique des hépatocytes par un mécanisme inconnu, puis
est transporté jusqu'a la ferritine par un chélateur cytoplasmique
(Morley et Bezkorovainy, 1985; Thorstensen et Romslo 1988;
Thorstensen, 1988). Selon ces auteurs, dans les hépatocytes, la majeure
partie du fer de la sérotransferrine serait captée par ce mécanisme
d'oxydoréduction et une fraction mineure par la voie de l'endocytose.
Au contraire, dans les réticulocytes, l'endocytose est le mécanisme
principal de capture du fer.

Par ailleurs, De Jong et al. (1990) suggérent qu'une partie du fer
libéré pourrait étre réoxydée dans le milieu extérieur en présence
d'oxygéne, puis recaptée par la sérotransferrine circulante. Le réle
majeur de ce mécanisme ne serait plus de livrer le fer a la cellule mais
| de réguler, d'une part, la distribution du fer entre les molécules de
sérotransferrine circulantes et, d'autre part, la prolifération cellulaire

en intervenant dans les réactions d'oxydoréductions membranaires.
I1I- L'ENDOCYTOSE DE LA LACTOTRANSFERRINE

Les études concernant l'endocytose de la lactotransferrine et de son
fer sont limitées a de;ux types cellulaires: les cellules entérocytaires
d'adénocarcinome humain HT29 (Derisbourg, 1990; Roiron-'Lag'roux et
Figarella, 1990) et les macrophages alvéolaires et péritonéaux (van
Snick et Masson, 1976; van Snick et al., 1977; Markowetz et al., 1979).

La lactotransferrine, aprés s'étre fixée spécifiquement sur les
récepteurs de la bordure en brosse des cellules HT29 différenciées,
pénétre dans la cellule par un mécanisme d'endocytose en phase

adsorptive (Derisbourg, 1990). Néanmoins, contrairement, a Ila

sérotransferrine qui est recyclée, la lactotransferrine est dégradée dans
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les lysosomes et les produits de dégradation sont retrouvés dans le
milieu extérieur. L'hydrolyse de la lactotransferrine est inhibée par la
monensine, ionophore carboxylique, qui neutralise la pompe ATP-H+
dépendante. La chloroquine inhibe également la fonction des hydrolases
acides des lysosomes en neutralisant le pH intralysosomique, empéchant
ainsi la dégradation de la lactotransferrine.

Cependant, Roiron-Lagroux et Figarella (1990), sur un sous-clone
de HT29 appelé HT29-D4, n'observent aucune internalisation ‘de la
lactotransferriné dans ces cellules. La lactotransferrine reste fixée a la
surface cellulaire.

Aucune étude n'a été réalisée sur le devenir du fer fixé a la
lactotransferrine dans ces lignées cellulaires.

Par marquage au 59Fe, van Snick et al. (1977), Markowetz et al.
(1979) et Moguilevski (1987) démontrent que les macrophages alvéolaires
et péritonéaux de Souris capturent préférentiellement le fer de 1la
lactotransferrine plutét que celui de la sérotransferrine. Les cellules
fixent et internalisent de la méme facon la lactotransferrine saturée ou
l'apolactotr_'ansferrine. Le fer est accumulé par la cellule & un taux
constant de 0,19 109 atomes/cellule/heure, puis stocké dans la ferritine
intracellulaire. L'apolactotransferrine, plus sensible a la protéolyse que
la lactotransferrine saturée, est dégradée rapidement (t1 /2= 5a 8 h).
Selon, Moguilevski (1987), la dégradatibn de la lactotransferrine dans
les lysosomes est la condition nécessaire au relarguage du fer, le pH
acide de l'endosome étant insuffisant pour provoquer sa libération. Un
modéle de capture du fer de la lactotransferrine par le macrophage a
été proposé par Moguilevski en 1987 (Fig.15, p.78).

Récemment, par microscopie électronique et en utilisant des
anticorps anti-lactotransferrine couplés a des grains d'or, Sato et al.

(1990) ont démontré que les lymphocytes B circulants, cultivés en
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présence de lactotransferrine humaine, capturaient, puis sécrétaient la
lactotransferrine dans le milieu extérieur. Néanmoins, aucune étude
quantitative sur l'internalisation de la lactotransferrine n'a été réalisée
sur ces cellules. Ces auteurs ne précisent pas si la lactotransferrine

libérée est encore intacte et si elle a conservé son fer.

IV- CONCLUSION

Toutes les études sur l'endocytose de la sérotransferrine démontrent
clairement que le rdle majeur de cette protéine est de livrer le fer a la
cellule. Deux mécanismes ont pu étre mis en évidence : l'endocytose du
complexe récepteur-ligand et la réduction du fer a la surface cellulaire.
Suivant la cellule, 'un ou l'autre de ces mécanismes est privilégié.

Les résultats concernant l'étude du mécanisme d'internalisation de la
lactotransferrine et de son fer restent encore trés hétérogénes suivant
la nature des cellules impliquées. De part son rdéle dans l'absorption
intestinale du fer, il est possible que la lactotransferrine soit
internalisée dans les cellules entérocytaires. Concernant les
macrophages, le mécanisme n'est pas clair, mais l'endocytose de la
lactotransferrine semble se faire plutét par 1'intermédiaire d'un
récepteur lectinique ou par un mécanisme non spécifique tel que
I'endocytose en phase fluide ou la phagocytose.

Les travaux récents de Siin_et al. (1991) sur l'intervention de la
lactotransferrine dans les mécanismes d'oxydoréduction membranaires
peuvent expliquer le rdle de la lactotransferrine dans la prolifération
cellulaire et ouvrent de nouvelles perspectives d'étude du mécanisme

a

d'action de la lactotransferrine fixée & son récepteur.
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LES TRANSFERRINES DANS LE DIAGNOSTIC ET LA THERAPIE
ANTICANCEREUSE

Le fer gouverne le métabolisme cellulaire en participant, comme
cofacteur de nombreux systémes enzymatiques, aux réactions
biochimiques vitales pour la vie cellulaire. In vitro, les lignées
cellulaires cancéreuses exigent un apport de fer plus important que les
cellules normales (Trowbridge et Omary, 1981; Weinberg (1984). Stevens
et al. (1988) et Mitjavila (1990) constatent également que, in vivo, des
individus dont l'organisme est surchargé en fer, sont plus favorables a
I'expression d'une tumeur maligne que des individus déficients en fer.
Les données les plus récentes concernant les relations entre les
transferrines et la croissance des cellules tumorales sont résumées dans
le livre de De Souza et Brock (1989). Les connaissances acquises
concernant le réle de la sérotransferrine et de son récepteur dans la
prolifération des cellules tumorales sont nombreuses, celles qui
concernent la lactotransferrine restent encore trés fragmentaires.

De part sa présence en nombre important dans les cellules et tissus
cancéreux, le récepteur de la sérotransferrine a été considéré comme un
marqueur potentiel de la cancérisation. La sérotransferrine couplée &
des radiocisotopes et l'anticorps anti-récepteur vecteur de drogues
antitumorales ont été utilisés dans le dépistage du cancer et dans le

cadre d'une thérapie anticancéreuse .
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I- DETECTION DU RECEPTEUR DE LA SEROTRANSFERRINE DANS
LES CELLULES CANCEREUSES

A- LOCALISATION DU RECEPTEUR DANS LES TISSUS CANCEREUX

Différentes techniques ont été utilisées pour détecter la présence du
récepteur de la sérotransferrine a la surface de différents tissus
(Tableau IV, p.82). ‘

Ainsi, par immunofluorescence & l'aide d'anticorps anti-récepteur et
d'anticorps anti-sérotransferrine, Faulk et al. (1980) décrivent pour la
premiére fois l'existence du récepteur de la sérotransferrine dans des
carcinomes du sein et des fibroadénomes mais n'observent aucune
fixation de l'anticorps anti-récepteur sur les tissus sains. Shindelman et
al. (1981) démontrent, en étudiant la fixation de la sérotransferrine

1251 sur des préparations microsomales de tissus de

marquée a 1’
carcinomes et de sarcomes du sein, la présence de 10 & 20 fois plus de
récepteurs de la sérotransferrine sur ces tissus malins park comparaison
a des tissus sains. Ces résultats ont été confirmés par la suite par
Walker et Camplejohn (1986).

Par immunocytochimie et en utilisant des anticorps monoclonaux
anti~récepteur marqués a la peroxydase, Gatter et al. (1983) et Khogo
et al. (1985) observent une répartition du récepteur de Ila
sérotransferrine sur un nombre limité de tissus normaux tels que
'épiderme basal, le pancréas et les hépatocytes. Cependant, Ile
récepteur est présent en quantités importantes dans de nombreux
carcinomes et sarcomes, en particulier de l'estomac, du sein, du colon,
de la prostate et dans les lymphomes. Des résultats similaires ont eté

décrits a propos de lymphomes (Kvaloy et al., 1984; Habeshaw et al.,

1983) et dans le cas du cancer de l'estomac (Sciot et al., 1990) et de la
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Tableau IV : Détection de la sérotransferrine (STF) et de son récepteur

dans les tissus cancéreux humains

Tissus Méthodes de détection Réf.
cancéreux

Ac anti-STF Faulk et al. 1980

Ac anti-STF Walker et Camplejohn, 1986
Sein 125I—STF Shindelman et al. 1981

Estomac, colon

Prostate

Leucémie

Lymphomes

Ac anti-récepteur
Ac anti-récepteur

Ac anti-récepteur

Ac anti-STF

12SI—STF

Ac anti-récepteur

Ac anti-récepteur

12SI—STF

Ac anti-récepteur

Ac anti-récepteur

Tonik et al. 1986
Vandewalle et al. 1985
Khogo et al. 1985

Gatter et al. 1983
Niitsu et al. 1984

Khogo et al. 1985

Lebman et al. 1982
Larrick et Logue 1980

Kvaloy et al. 1984
Habeshaw et al. 1983

Ac : anticorps
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vessie (Loyd et al., 1984; Seymour et al., 1987).

Le nonib_re important de récepteurs de la sérotransferrine chez ces
différentes tumeurs refléte les besoins accrus en fer de ces tissus pour
la prolifération tumorale. Le taux en fer (en poids sec) s'est révélé 3
fois plus grand dans les tissus cancéreux du sein que dans les tissus
normaux (Santoliquido et al., 1976). Larson et al. (1980) démontrent
que le taux de 59Fe accumulé dans les sarcomes mammaires de Souris
BALB/C est corrélé avec la fixation de la 59Fe-sérotransferrine sur
son récepteur. L'utilisation d'une quantité importante de fer par Iles
tissus peut expliquer le fait que certains patients cancéreux présentent
une énémie avancée, en raison d'une diminution de la sérotransferrine
saturée dans le sérum. Hugues (1972) montrent que l'anémie chez ces
patients est causée par une diminution de la sérotransferrine circulante
qui est capturée par les tumeurs. Ainsi, les tissus cancéreux entrent
en compétition avec la moé&lle osseuse, lieu de l'hématopoiése, pour
capturer le fer (Hughes, 1972).

Certains auteurs ont mis en évidence une relation entre le nombre
de récepteurs de la sérotransferrine, d'une part, et la masse et le
stade pathologique de la tumeur, d'autre part. Ainsi, Kvaloy et al.
(1984) sur des lymphomes humains et Seymour et al. (1987) sur des
tissus urothéliaux malins, observent une augmentation du nombre de
récepteurs de la sérotransferrine corrélée avec l'augmentation du stade
pathologique de la 'tumeur. Cependant, ces 'résultats sont contestés par
Faulk et al. (1980), Walker et Camplejohn (1986) ainsi. que par Gatter et
al. (1983) qui n'ont observé aucune relation entre ces deux paramétres
en travaillant sur des tissus cancéreux de la glande mammaire.

Plus récemment, des études ont été réalisées afin de déterminer les
relations possibles qui pourraient exister entre 1la présence de

récepteurs de la sérotransferrine sur des tissus de la glande mammaire
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et celle de vrécepteurs spécifiques de différentes hormones qui
interviennent dans le développement de la glande mammaire. Ainsi,
Tonik et al. (1986) démontrent que le nombre de récepteurs de la
sérotransferrine présents dans des carcinomes du sein de type
"canalaire invasif" est inversement proportionnel & celui des récepteurs
aux oestrogénes. Chez les patientes atteintes de tumeurs du sein au
stade préménopause, le nombre de récepteurs de la sérotransferrine est
élevé et celui des récepteurs des oestrogénes est faible. Cependant,
aucune relation similaire n'a pu étre établi entre les récepteurs de la
progestérone et le récepteur de la sérotransferrine (Tonik et al.,

1986).

Une glycoprotéine membranaire , la mélanotransferrine ou p97,
présentant une forte homologie de séquence avec. la lactotransferrine et
la sérotransferrine, a été découverte spécifiquement dans la membrane
plasmique de mélanomes (Brown et al., 1982; Rose et al., 1986). Le rdle
de cette protéine dans la capture du fer par les cellules de mélanomes
et la prolifération cellulaire n'est pas clair. Cependant, le géne codant
pour P97 est localisé sur le méme chromosome 3 que celui de la
sérotransferrine et de son récepteur (Goodfellow et al., 1982; Plowman
et al., 1983).

De méme, un géne transformant ou oncogéne appelé "Blym 1", isolé
et séquencé a partir de DNA de lymphomes de Burkitt, code pour un
court peptide de 56 résidus d'acides aminés ayant une forte homologie
avec la séquence N-terminale de la sérotransferrine humaine (Goubin et

al., 1983; Diamond et al., 1984), mais sa fonction n'est pas connue.
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B- LOCALISATION DU RECEPTEUR DANS LES CELLULES

CANCEREUSES

Les contraintes techniques, en particulier, dues a l'emploi de
biopsies tumorales, la conservation et 1'homogénéité des tumeurs, ainsi
que le nombre limité de cellules viables obtenues, ont conduit les
chercheurs a s'intéresser aux différentes lignées cellulaires transformées
maintenues en culture et etablies a partir de différentes tumeurs.

De nombreuses études portant sur l'augmentation du nombre de
récepteurs de la sérotransferrine a la surface d'une grande variété de
cellules malignes (Newman et al., 1982; Hamilton et al., 1979) ont éte
réalisées, en particulier sur des lignées de type lymphoblastiques issues
de patients atteints de .leucémies (Larrick et Cresswell, 1979 b; Larrick
et Logue, 1980; Galbraith et al., 1980; Sutherland et al., 1981;
Trowbridge et Omary, 1981), sur des lignées de mélanomes et de
choriocarcinomes (Lebman et al., 1982), sur des lignées fibroblastiques
(Octave et _al., 1981) et, plus récemment, sur des lignées cellulaires
épithéliales du cancer du sein telles que MCF7 (Vandewalle _é_g_a_a_l_. , 1985,
1988) et T47D (Reddel et al., 1985).

Larrick et Cresswell (1979 b) observent 40 a 120 fois plus de
récepteurs de la sérotransferrine sur les lignées lymphoblastiques que
sur les cellules périphériques mononucléaires sanguines de patients
sains. Par ailleurs, l'augmentation de l'incorporation de thymidine tritiée
dans I'ADN de cellules cancéreuses de glande mammaire MCF7, est
corrélée avec l'apparition d'un nombre important de récepteurs de la
sérotransferrine a la surface de ces cellules (Vandewalle et al., 1985).
L'importance du fer dans la croissance cellulaire liée & la présence d'un
nombre élevé de récepteurs de la sérotransferrine a été particuliérement

étudiée en relation avec le cycle cellulaire, notamment dans les cellules
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lymphomyéloides malignes et les cellulés épithéliales cancéreuses. Dans.
les lignées leucémiques, Trowbridge et Lopez (1982) montrent que le fer
apporté par la sérotransferrine est exigé par les cellules pour permettre
a celles-ci de progresser dans la phase S du cycle/ cellulaire. Le fer,
est en effet, un cofacteur de la ribonucléotide réductasé qui est une
enzyme intervenant dans la synthése de 1'ADN.

Reddel et al. (1985) obser'vent également qu'une déficience en fer
provoque un ralentissement de la prolifération des cellules épithéliales
cancéreuses de glande mammaire T47D et une accumulation des cellules
en phase G2 du cycle cellulaire. Simultanément, la quantité de cellules
polyploides et le nombre de récepteurs de la sérotransferrine a 1la
surface cellulaire augmentent. L'addition de transferrine ou de citrate
ferrique rétablit la prolifération cellulaire, ce qui suggére que le fer
fixé a la sérotransferrine joue un réle majeur dans la croissance des
cellules. Dans cette étude, le fer n'est pas un facteur limitant pour la
synthése du ADN, puisque les cellules s'arrétent en phase G2 et non en
phase S et que les cellules de type diploide augmentent. Néanmoins, ce
résultat peut s'expliquer par le fait qu'il n'y a pas suffisamment de fer
disponible pour approvisionner les cellules filles en division. Ce fer est
nécessaire au fonctionnement des enzymes qui interviennent dans les
mécanismes de respiration et d'oxydoréduction cellulaire, ainsi que dans
la formation des protéines du cytosquelette des cellules qui doivent se
diviser (Sussman, 1989).

Quelques études ont été réalisées concernant l'effet de certains
facteurs de croissance sur la prolifération de différentes lignées
cellulaires, en relation avec 1le taux de récepteurs de la
sérotransferrine. Ainsi, Castagnola et al. (1987) observent, en présence
d'EGF, une augmentation rapide et réversible du nombre de récepteurs
de la sérotransferrine a la surface des cellules épithéliales normales et

cancéreuses. De méme, la phosphorylation du récepteur est augmentée. -
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Par ailleurs, l'addition du facteur PDGF ou de l'insuline dans les
milieux de culture provoque une redistribution des récepteurs de la
sérotran‘sferrine/ entre la surface et l'intérieur des cellules
fibroblastiques BALB3T3 et des cellules de carcinome d'épiderme humain
(Taetle et al., 1987; Wiley et Képlan, 1984).

Certaines hormones telles que l'oestradiol E2, peuvent stimuler,
dans un milieu supplémenté en sérum de veau foetal et dépourvu de
rouge de phénol, l'apparition du récepteur de la sérotransferrine a la
surface des cellules de glande mammaire MCF7 (Vandewalle et al.,
1988). Ce résultat suggére que le récepteur peut étre utilisé comme un
marqueur de l'action des oestrogénes et présente un intérét certain
dans les études de croissance et de différenciation des cellules

cancéreuses (Vandewalle et al., 1991).

C- DETECTION DU RECEPTEUR DE LA SEROTRANSFERRINE DANS

LE SERUM DE PATIENTS CANCEREUX’

Khogo et al. (1985, 1986, 1988) et Flowers et al. (1989) ont
démontré que le récepteur circulant de la sérotransferrine augmente de
maniére significative chez les sujets atteints de lymphome, de leucémie,
de cancers de l'estomac, du colon, de l'oesophage. Dans le cas d'une
leucémie aigiie, la quantité de récepteur libérée dans le sérum refléte le
nombre de cellules leucémiques présentes dans la moélle osseuse et dans
le sang. Le récepteur circulant de la sérotransferrine pourrait ainsi
&étre un marqueur de la prolifération tumorale. Pour confirmer ces
résultats, Khogo et al. (1985) inoculérent des cellules cancéreuses du
colon & des Souris nudes et mesurérent l'apparition du récepteur de la
sérotransferrine dans le sérum de ces Souris. Ils observérent une
augmentation du taux de récepteurs circulants proportionnelle & la taille

de la tumeur inoculée, suggérant que le récepteur- de 1la
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sérotransferrine libéré dans le sang provenait de la tumeur. De méme,
sur des lignées cellulaires établies, ces auteurs constatent, in vitro,
une libération importante du récepteur de la sérotransferrine non
dégradé dans le milieu de culture. Le phénoméne est réduit lorsque les
cellules sont placées a 4°C au lieu de 37°C ou incubées sans
sérotransferrine. Ces résultats tendent a démontrer que l'interaction
ligand-récepteur est nécessaire pour que l'expulsion du récepteur dans
le milieu ait lieu. |
Depuis une quinzaine d'années, la présence d'un nombre important
de récepteurs de la sérotransferrine dans les tissus malins a incité les
chercheurs a s'intéresser a l'utilisation de la sérotransferrihe et de son
récepteur dans le diagnostic et dans la thérapie anticancéreuse. En
effet, le récepteur constitue une cible potentielle pour les agents

.anti-tumoraux couplés a la lactotransferrine ou la sérotransferrine.

II- UTILISATION DE LA SEROTRANSFERRINE ET DE SON
RECEPTEUR DANS LE DIAGNOSTIC ET LA THERAPIE
ANTICANCEREUSE

A- LE COMPLEXE SEROTRANSFERRINE-%"Ga

En médecine nucléaire, plusieurs radioisotopes ont été utilisés comme
agents potentiels dans le dépistage des tumeurs, en particulier 52Fc-:',

67Ga:-)., 6SGa et 111In. La demie-vie trop courte du 52Fe, estimée a
environ 8,5 h, limite son utilisation en médecine. Le radioisotope le plus

couramment employé pour le diagnostic du cancer et l'identification de-

67

processus inflammatoires en relation avec les transferrines est le = Ga

(Hoffer et al., 1978; Larson, 1981; Beckerman et al., 1984). Dés 1969,

67

la capture sélective du ~'Ga par des tumeurs est mise en évidence par
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Edwards et Hayes (1969), puis confirmée par plusieurs auteurs (Seratini
et al., 1971; Saha et Boyd, 1983; Anghileri et al., 1983).

Dans les applications cliniques, le citrate-67Ga est administré par
voie intraveineuse, puis la radioactivité est retrouvée dans le sang sous
forme de complexe sérotransferrine-67Ga (Gunasakera, 1972; Larson et
al., 1978; Vallabhajosula et al., 1980, Tsan et Scheffel, 1986). La

R p . 6 . .
constante de formation du complexe sérotransferrine- 7Ga est élevée et

24 67

de l'ordre de 10 Ga

(Kulprathipanja et al., 1979). La capture du
par la tumeur a lieu grdce a la fixation du complexe
sérotransferrine-67Ga sur le récepteur présent a la surface cellulaire
(Larson et al., 1979, 1981; Aulbert et al., 1980). Le complexe est
ensuite internalisé dans la cellule et le 67Ga est libéré de la
sérotransferrine, puis complexé a la ferritine (Clauser et al., 1974;
Hegge et al., 1977; Weiner et al., 1983). Cependant, I'hypothése de

67 dans les tumeurs par l'intermédiaire du récepteur

I'accumulation du Ga
de la sérotransferrine repose essentiellement sur des expériences in
vitro, tandis que in_vivo, les résultats sont controversés. Ainsi,
Scheffel et al. (1985) observent 'que in vitro, l'addition de

67Ga par les lignées cellulaires

sérotransferrine augmente la capture de
d'hépatomes bien qu'in vivo, ce phénoméne n'ait pu étre observé dans
des tumeurs hépatiques chez le rat. Ces résultats suggérent qu'in vivo
de nombreux mécanismes ou d'autres protéines peuvent intervenir dans
l'accumulation du 67Ga dans les tumeurs.

Malgré les controverses concernant l'accumulation du 67Ga dans les
tumeurs, le citrate-67Ga est largement utilisé dans l'évaluation clinique
du cancer, notamment dans les lymphomes d'Hogkin's et dans les
mélanomes métastatiques (Beckerman et al., 1984; Newman et al., 1984).
Néanmoins, en raison de l'accumulation de 67Ga dans certains tissus

normaux, la précision de la détection tumorale par le 67Ga, dépend de

la localisation de la tumeur.
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Il est & noter également que la sérotransferrine posséde une forte

111

affinité pour 1I''""In qui est un radioisotope rarement utilisé en imagerie

clinique pour la détection de tumeurs (Moerlein et Welch, 1981).

B- LA SEROTRANSFERRINE UTILISEE COMME VECTEURS DE
DROGUES ANTITUMORALES

En raison de la forte affinité de la sérotransferrine pour son
récepteur et de l'internalisation du complexe sérotransferrine-récepteur,
des études visant a utiliser la sérotransferrine comme vecteur de
drogues antitumorales pour cibler les cellules cancéreuses ont été
entreprises. Ainsi, des couplages entre la sérotransferrine et la ricine
A (Raso et Lawrence, 1984; Raso et Basala, 1984), la toxine diphtérique
(O'keefe et Draper, 1985) et lé néocarzinostatine qui est un antibiotique
cytotoxique utilisé en chimiothérapie (Jung et al., 1981; Khogo et al.,
1985) ont été réalisés. Le complexe sérotransferrine-néocarzinostatine
inhibe la croissance des cellules tumorales des cancers du colon
inoculées chez la Souris nude (Khogo et al., 1985). Cependant,
l'utilisation des toxines s'est révélée peu envisageable dans la thérapie

anticancéreuse en raison des effets néfastes secondaires causés chez

1'Homme.
C- L'IMMUNOTHERAPIE ANTICANCEREUSE

Etant donné le nombre important de Trécepteurs de la
sérotransferrine sur les cellules cancéreuses et leur rodle dans la
prolifération cellulaire (Trowbridge et Lopez, 1982; Trowbridge et al.,
1984, 1988), les anticorps monoclonaux dirigés contre le récepteur de la
sérotransferrine ont été considérés comme des agents thérapeutiques

potentiels dans le traitement du cancer (Tableau V, p.92).
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On distingue deux voies différentes concernant Il'utilisation deé
anticorps monoclonaux anti-récepteur dans I'immunothérapie
anticancéreuse:

- La premiére est fondée sur I'utilisation des anticorps comme
vecteurs de drogues pour cibler les cellules cancéreuses via le
récepteur de la sérotransferrine (Simpson et al., 1982; Hé‘f‘schman et
al., 1984; Trowbridge et Domingo, 1981);

- La seconde est fondée sur la capacité de certains anticorps
monoclonaux & interférer directement avec la fonction essentielle du
récepteur, bloquant ainsi la croissance cellulaire (Trowbridge et Omary,
1981; Taetle et al., 1983; Trowbridge et Domingo 1982; Trowbridge et
al., 1988).

Différents anticorps monoclonaux dirigés contre le récepteur de la
sérotransferrine ont été préparés. Certains anticorps tels que B3/25
(Omary et al., 1980) et OKT9 (Trowbridge et Lopez, 1982),
n'interférent pas avec la fonction du récepteur de la sérotransferrine et
n'inhibent pas la croissance cellulaire. Néanmoins, lorsque l'anticorps
B2/25 est couplé a la ricine A, la croissance des cellules T leucémiques
est stoppée in vitro. Le méme résultat est observé, in vivo, chez des
cellules de mélanomes humains ou des cellules tumorales ovariennes
injectées a4 des Souris nudes (Trowbridge et Domingo, 1981; Fitzgerald
et al., 1986, 1987). L'addition d'adénovirus augmente la cytotoxicité du
complexe ahticorps-exotoxine probablement par fragilisation des
vésicules _d'endocytose par le virus, permettant ainsi une meilleure
diffusion des toxines dans le cytoplasme des cellules (Pirker et al.,
1985; Fitzgerald et al., 1986). Le couplage d'anticorps anti-récepteur
avec la protéine II Pokeweed antivirale inhibe également la prolifération

cellulaire in vitro des éellules épithéliales MCF7.




Tableau V : Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses & l'aide de la sérotransferrine (STF) et
d'anticorps (Ac) anti-récepteur couplés 3 des drogues antitumorales.

Cellules In vitro/in vivo Méthodes Réf.

cibles

CEM in vitro STF- ricine A Raso et Basala 1984

Raji

K562 in vitro STF-néocarzinostatine Khogo et al. 1985

M7609 in vivo

LMTK in vitro STF-toxine O'Keefe et Draper 1984

CCRF CEM in vitro Ac anti-récepteur Trowbridge et Domingo 1981

HeLla in vivo couplé & la ricine A

KB, Hela in vitro Ac anti-récepteur Fitzgerald et al. 1986, 1987
in vivo couplé a une toxine Pirker et al. 1985

MCF?7 in vitro Ac anti-récepteur Bjorn et al. 1984

couplé a la protéine II
pokeweed antivirale

- 26 —-
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D'autres anticorps monoclonaux tels que 42/6 et R17.208 inhibent
directement la croissance cellulaire en bloquant la fixation de la
sérotransferrine sur son récepteur (Trowbridge et Omary, 1981;
Trowbridge et Lopez, 1982; Lesley et Schulte, 1985). Il1 existe
néanmoins de grandes variations dans la sensibilité des cellules en
culture vis-a-vis des anticorps monoclonaux anti-récepteur. Ainsi, bien
qu'ils inhibent complétement in vitro la croissance des lymphocytes, des
précurseurs des cellules hématopoiétiques, de lignées leucémiques et de
lymphomes (Mendelsohn et al., 1983; Taetle et al., 1983; Lesley et
Schulte, 1985; Rammensee et al., 1985), ces anticorps ont peu d'effet
sur la croissance de différentes carcinomes, de mélanomes et de lignées
fibroblastiques (Taetle et al., 1987; Trowbridge et al., 1988). Ces
différences de sensibilité ne sont pas encore clairement élucidées, mais
peuvent s'expliquer, d'une part, par la variabilité des cellules a
répondre 4 une privation en fer, suivant leur réserve intracellulaire,
ou, d'autre part, par le fait que les anticorps anti-récepteur peuvent
interférer avec la capture d'autres nutriments en bloquant l'accés des
pﬁits-recouverts. Les anticorbs pourraient également agir en bloquant le
transport transmembranaire des électrons comme cela a été décrit par
Tooles-Simms et al. (1991).

Des expériences in vivo démontrent qu'en injectant par voie
péritonéale des anticorps monoclonaux anti-récepteur REM17.2 et
R17.208 a des Souris auxquelles des cellules leucémiques ont été
inocculées, la survie de ces Souris peut étre prolongée et les tumeurs
diminuent au niveau du site d'inocculation (Sauvage et al., 1987). Pour
obtenir un effet thérapeutique plus grand, ces auteurs ont envisagé la
combinaison d'anticorps anti-récepteur qui bloquerait la croissance
tumorale avec un anticorps qui produirait un effet anti-tumoral par
activation des mécanismes de défense immunitaire. Une augmentation de

I'activité cytotoxique est observée quand l'anticorps anti-récepteur de la




- 94 -

sérotransferrine et l'anticorps dirigé contre I'antigéne membranaire
lymphocytaire Thyl sont additionnés simultanément (Sauvage et al.,
1987). Cependant, le traitement anti-tumoral est réellement efficace si le
cancer est détecté trés t6t, mais reste inefficace contre des tumeurs
déja bien établies (Sauvage et al., 1987).

Ainsi, les tissus cancéreux a un stade tumoral avancé sont des
facteurs limitants pour l'immunothérapie. Pour cette raison, le traitement
tumoral chez la Souris a l'aide d'anticorps anti-récepteur a été envisagé
en association avec d'autres facteurs conventionnels utilisés en
chimiothérapie comme la cyclophosphamide ou le cytosine arabinoside
(Sauvage et al., 1987).

Un autre probléme soulevé par l'immunothérapie a l'aide d'anticorps
anti-récepteur est la présence du récepteur de la sérotransferrine sur
des tissus normaux (Gatter et al., 1983). Un jour aprés son injection in
V_iiZg, les anticorps peuvent étre retrouvés dans des sites majeurs
d'utilisation, de stockage ou d'absorption du fer (Sauvage et al., 1987).
Néanmoins, les examens histologiques de ces tissus ne révélent aucun
dommage cellulaire aux doses utilisées en immunothérapie. Cependant,
des doses plus élevées en anticorps anti-récepteur, de l'ordre de 1 mg
injectées quotidiennement pendant 7 jours, provoquent une diminution-

de 1'érythropoiése et de la myélopoiése au niveau de la moélle osseuse.

(Sauvage et al., 1987).

II- LA LACTOTRANSFERRINE UTILISEE COMME MARQUEUR DE LA
CANCERISATION

A- LOCALISATION DE LA LACTOTRANSFERRINE DANS LES

CELLULES CANCEREUSES

Alors que de nombreuses études ont été réalisées sur le role de la
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sérotransferrine dans le diagnostic et la thérapie anticancéreuse, celui
de la lactotransferrine n'a pas encoré été élucidé.

In vitro, Hashizume et al. (1983) et Amouric et al. (1984) ont
démontré l'importance de 1la lactotransferrine dans la prolifération
cellulaire des cellules cancéreuses, respectivement sur des lignées
Ilymphocytaires leucémiques et sur les cellules d'adénocarcinomes du
colon humain HT29. _La fixation spécifique de la lactotransferrine a été
mise en évidence sur les cellules cancéreuses, principalement de
leucémie telles (iue K562 ou Molt4 (Yamada et al., 1987; Birgens et al.,
1984) et sur des cellules d'adénocarcinome du colon humain HT29 et
HT29-D4 (Derisbourg, 1990; Roiron-Lagroux et al., 1989).

Par méthodes immunocytochimiques & l'aide d'anticorps anti-
lactotransferrine marqués a la peroxydase ou a la fluorescéine, la
lactotransferrine a été détectée dans des lignées Ilymphocytaires
néoplasiques (Butler et al., 1990) et dans certains tissus cancéreux tels
que des carcinomes et adénomes de l'intestin (Tuccari et al., 1989), du
sein (Charpin et al., 1985), de la parotide (Caselitz et al., 1981), de la
glande thyroide (Tuccari et Barresi, 1985; Barresi et Tuccari, 1987) et
des carcinomes bien différenciés de la prostate (Barresi et Tuccari,
1984) et du rein (Loughlin et al., 1987).

Parmi 67 cas de carcinomes du sein, Charpin et al. (1985) mettent
en évidence la présence de la lactotransferrine dans seulement 7,5% des
cas, bien que Wurster et al. (1980) en révélent plus de 42%. Les
différences de résultats entre ces deux auteurs peuvent s'expliquer par
la nature des méthodes immunocytochimiques utilisées et surtout par la
nature des fixateurs employés en pathologie qui peuvent provoquer des
altérations de Il'antigéne. Ainsi, selon Charpin et al. (1985), de
meilleurs résultats concernant la détection de la lactotransferrine sont
obtenus avec des biopsies congelées, plutét qu'avec des tissus fixés et

enrobés dans la paraffine (Charpin et al., 1985). Tous les tissus
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cancéreux de la glande mammaire positifs a4 la lactotransferrine qui ont
éteé étudiés par Charpin et al. (1985) sont des carcinomes mammaires de
type "canalaire invasif", identifiés comme étant de faible malignité
(stades I et II). Cambell et al. (1990) font la méme observation et
suggérent alors que la lactotransferrine pourrait étre utilisée comme
marqueur des carcinomes de faible malignité. Dans les tissus mammaires
cancéreux, la présence de kappa-caséine semble étre également associée
a celle de la lactotransferrine (Charpin et al., 1985). Par ailleurs, ces
tissus positifs a la lactotransferrine possédent également des récepteurs
a l'oestrogéne. Green et Pastewka (1978) ont observé in vitro une
augmentation de la lactotransferrine produite par des explants
mammaires de Souris sous l'effet de la prolactine. De méme, les
oestrogénes augmentent de 300 fois la production de la lactotransferrine
par les tissus épithéliaux utérins murins (Pentecost et Teng, 1987). La
présence de lactotransferrine dans les cellules cancéreuses pourrait
donc étre régulée par une stimulation hormonale. Néanmoins, dans ces
études, le nombre de cas positifs étudiés »est insuffisant pour établir
une relation statistique significative entre la présence de la
lactotransferrine et le stade histopathologique de la tumeur, le degré de
différenciation ou la présence de récepteurs des hormones stéroidiennes.

Récemment, Panella et al. (1991) constatent un polymorphisme
important et une diminution de la méthylation de I'ADN codant pour la
lactotransferrine isolé de cellules cancéreuses de glande mammaire, par
comparaison a I'ADN isolé de cellules saines. Selon ces auteu;'s, la
diminution de la production de lactotransferrine mesurée dans le cas de
ces cellules cancéreuses serait en relation avec ces variations
structurales observées dans I'ADN..

Dans les tissus cancéreux de l'estomac (Tuccari et_al., 1989) et de
la glande thyroidienne (Tuccari et Barresi, 1985), la répartition de la

lactotransferrine semble étre différente suivant la nature des lésions




tissulaires. Ainsi, Tuccari et al. (1989) démontrent que les tissus
cancéreux de l'intestin de type carcinome et adénome renferment de la
lactotransferrine. En revanche, les carcinomes de type diffus et les
polypes hyperplasiques en sont dépourvues.

Le rdole de la lactotransferrine dans les tissus cancéreux n'est pas
encore connu. Sa présence dans ces tissus pourrait étre associée a
I'anémie observée chez de nombreux cancéreux, comme cela a été
démontré dans le cas du carcinome du rein (Loughlin et al., 1987). Les
tumeurs élaborent des substances assimilées a des pyrogénes qui
peuvent provoquer une libération de la lactotransferrine stockée dans
les leucocytes neutrophiles (Klempner et al., 1978).
L'apolactotransferrine capterait le fer de la sérotransferrine circulante
comme cela a été décrit dans le mécanisme de Il'hyposidérémie
inflammatoire proposé par van Snick et al. (1974). Selon Loughlin et al.
(1987), une partie de la lactotransferrine libérée pourrait ensuite étre
directement captée par les tumeurs pour leurs besoins dans Ila
prolifération cellulaire. En effet, différentes techniques
immunoenzymatiques ont été mises au point pour doser Ila
lactotransferrine dans le sang et révélent une concentration sanguine de
lactotransferrine dans les sérums de patients atteints du cancer ou
d'infection virale ou bactérienne, 2 & 10 fois supérieure chez les sujets
sains (Bennett et Mohla, 1976; Bezwoda et al., 1985; Maacks et al.,
1989).

7

B- LE COMPLEXE LACTOTRANSFERRINE-6 Ga

Trés peu d'études ont été réalisées concernant I'utilisation de Ia

lactotransferrine dans le diagnostic du cancer. Cependant, en raison de

67

la plus forte affinité de la lactotransferrine pour le Ga par
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comparaison a la sérotransferrine (Hoffer et al., 1977; Weiner et al.,
1978, 1981 a), certains chercheurs se sont intéressés a la formation du
complexe 1actotransferrine-67Ga et a son utilisation comme traceur dans
le diagnostic du cancer.

Le citrate-67Ga injecté par voie intraveineuse est retrouvé
partiellement fixé a la sérotransferrine circulante (Gunasakera, 1972).
Néanmoins, Winchell et al. (1976) et Harris (1986) suggérent que
d'autres protéines ayant une plus forte affinité pour le 67Ga pourraient
fixer le radioisotope et méme le libérer de la sérotransferrine pour le
transporter jusqu'a certains tissus. Weiner et al. (198la) démontrérent
in vitro que le 67Ga se dissociait de la sérotransferrine a pH 7,5 en
présence de lactotransferrine et se retrouvait sous forme de complexe
lactotransferrine-67Ga. A un pH de 6, proche de celui rencontré au
voisinage d'une tumeur l'affinité de la sérotransferrine pour le 67Ga
diminue, alors que le complexe lactotransferrine-67Ga reste stable.

L'ensemble de ces résultats tendent a prouver que la lactotransferrine

67

pourrait intervenir directement dans la capture du Ga par les

tumeurs.

Aprés son injection, le 67Ga a été localisé dans de nombreux tissus
ou la lactotransferrine est présente a forte concentration et plus
particuliérement dans les tissus mammaires (Fogh et al., 1971; Paterson
et al., 1976; Weiner et al., 1985)) et dans les sécrétions telles que le
colostrum et le lait (Larson et Schall, 1971; Tyndall et al., 1976; Tobin
et al., 1978).

Le complexe 1actotransferrine-67Ga a été identifié et isolé par
Hoffer et al. (1978) dans les larmes, dans les sécrétions mammaires de
patients atteints de galactorrhée (Hoffer et al., 1977) ainsi que dans les
lymphomes de Burkitt et d' Hodgkin (Hoffer et al., 1979). La présence
de 67Ga couplé a la lactotransferrine a été observée également, in vitro,

chez les leucocytes polymorphonucléaires (Weiner et al., 1981b). Hoffer
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et al., (1979) ont également démontré que la lactotransferrine, libérée
des leucocytes sous l'action de pyrogéne, captait le 67Ga fixé a la

sérotransferrine circulante et le transportait jusqu'aux tumeurs .
I1I- CONCLUSION

De part ses fonctions biologiques et sa présence sur un grand
nombre de cellules cancéreuses, le récepteur de la sérotransferrine est
un marqueur potentiel dans le diagnostic tumoral et une cible possible
pour véhiculer spécifiquement des drogues antitumorales jusqu'aux
tissus malins. L'inhibition de la prolifération de certaines cellules par
des anticorps anti-récepteur de la sérotransferrine est un atout
supplémentaire dans la thérapie anticancéreuse. Les anticorps pourraient
étre utilisés en association avec d'autres agents employés en
chimiothérapie afin d'augmenter T1'effet antitumoral. Cependant, les
conséquences d'administration in vivo de tels composés restent a
déterminer. Jusqu'a maintenant, l'application clinique de ces anticorps
monoclonaux n'a jamais été faite chez 1'Homme car, d'une part, la
plupart de ces anticorps sont d'origine murine et, d'autre part, le
récepteur de la sérotransferrine est présent sur les cellules normales.

Les travaux concernant la présence et la fixation de 1la
lactotransferrine dans certaines cellules et tissus cancéreux sont
relativement récents et restent trés fragmentaires. Bien que le rdle
physio-pathologique de la lactotransferrine dans les tumeurs soit encore
spéculatif, sa présence dans de nombreux tissus tumoraux, ainsi que

67

son role dans la capture du Ga par ces tumeurs, semblent étre

établis.
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LES CELLULES DE GLANDES MAMMAIRES COMME MODELE EXPERIMENTAL

L'importance des transferrines dans le métabolisme et le transport
du fer, ainsi que dans les phénoménes d'inflammation et de défense
immunita;_ire, nous ont conduite & nous intéresser a l'interaction de la
lactotransferrine avec les cellules cancéreuses.

\Les expérimentations réalisées in vitro sur des lignées cellulaires en
culture, permettent une recherche multidisciplinaire (biochimique,
biologique, immunologique, génétique) qui est nécessaire pour définir
les mécanismes de régulation qui ont lieu in vivo.

De nombreuses lignées cellulaires ont été établies a partir de
tumeurs solides de glande mammaire humaine, de métastases ou de
mastopathies. Ces lignées cellulaires fournissent un excellent modéle
pour explorer in vitro l'interaction de la lactotransferrine avec les
cellules cancéreuses et suivre I'apparition du récepteur de la
_lactotransferrine lors de la développement tumoral.

Dans ce chapitre, nous présenterons les cellules utilisées dans notre

étude.
I- LES LIGNEES CANCEREUSES DE GLANDE MAMMAIRE

Le premier stade du cancer du sein est le carcinome in situ non-
invasif ou non-infiltrant. Le deuxiéme stade, le plus fréquent, est
l'adénocarcinome invasif ou infiltrant qui peut étre classé en trois sous-
classes correspondant & des pronostics de malignité croissante (stades
I, II et III).

Les carcinomes localisés dans les canaux galactophériques sont dits

canalaires, alors que d'autres situés dans les lobules sont appelés
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lobulaires. Le stade ultime de la progression tumorale est représenté
par les métastases.

Un grand nombre de lignées cellulaires de carcinome du sein ont été
établies en culture a partir de métastases du cancer du sein et un
nombre plus restreint a partir des tumeurs in situ, en raison de la
difficulté d'obtenir une population cellulaire majeure viable et homogéne
(Engel et Young, 1978). Des critéres histopathologiques, biochimiques
et génétiques (caryotype) permettent d'identifier ces cellules comme
étant d'origine humaine mammaire et maligne. Les lignées cancéreuses
nous ont été fournies par le Docteur B. Vandewalle du Laboratoire
d'Endocrinologie du CHR Oscar Lambret de Lille que nous remercions.

Les principales caractéristiques des lignées cellulaires que nous
avons utilisées, sont représentées dans le Tableau VI (p.102). Ces
lignées sont issues de métastases du cancer du sein et, plus
particuliérement, d'effusion pleurale ou de tumeur primaire. Elles se
distinguent essentiellement par le diagnostic histopathologique et la
présence ou non de récepteurs des hormones stéroidiennes et
peptidiques.

Ainsi, les lignées T47D et MCF7 sont établies & partir d'une
effusion pleurale d'une patiente atteinte d'uh carcinome du sein de type
"canalaire invasif" (Keydar et al., 1979; Soule et al., 1973).

MDAMB-231 est issue d'une effusion pleurale d'un malade avec un
cancer métastasant du sein, de "c_ype adénocarcinome (Cailleau et al.,
1974).

BT20 et VHB1 proviennent directement d'une tumeur primaire du
sein de type carcinome "canalaire invasif' (Lasfargues et Ozello, 1978;
Vandewalle et al., 1987).

Des récepteurs a haute affinité pourl les hormones stéroidiennes

telles que l'oestradiol, la progestérone, les glucocorticoides et la




Tableau VI : Principales caractéristiques des lignées cellulaires cancéreuses de glande mammaire humaine
utilisées.

Lignées Source RéEf. Diagnostic Récepteurs
histopathologique Oestr./Progest./Glucocort./Ins./Prolact.

Effusion Keydar et al. iDbc + + + + +
T47D pleurale 1979
MCF7 Effusion Soule et al. IDC + + + + -

pleurale 1973

MDAMB Effusion Cailleau et al. AC - - + + -
231 pleurale 1974
BT20 Tumeur I Lasfargues et Ibc - - +

Ozzello 1958

VHB1 Tumeur I Vandewalle et al. IDe + + + + +
1987
(IDC carcinome invasif de type canalaire)

” e

(AC adénocarcinome)

- ¢0T -
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(Leung, 1983) ont été mis en évidence dans les lignées T47D (Horwitz
e_t_ai._, 1978; Keydar et al., 1979; Chalbos et _al., 1982), MCF7 (Brooks
et al., 1973; Lippman et al., 1976, 1977, Horwitz et al. 1978) et VHB1
(Vandewalle et_al. 1987). Dans les lignées BT20 et MDAMB-231, seuls
des récepteurs aux hormones glucocorticoides ont été détectés (Horwitz
et al., 1978; Lippman et al., 1977). Le rdle biologique de ces hormones
a fait l'objet de nombreuses études, du fait de leur importance dans le
développement et la croissance des glandes mammaires (Osborne et al.,
1978; Lippman et al., 1977).

Le nombre de récepteurs de la prolactine, hormone peptidique,
varie également suivant les lignées cellulaires. Trois fois plus de
récepteurs sont observés sur T47D que sur MCF7, BT20 et MDAMB-231
(Shiu, 1979, 1981).

L'insuline régule également la croissance et le métabolisme de ces
lignées par l'intermédiaire de récepteurs de haute affinité (Osborne et
al., 1978; Papa et al., 1990; Bonneterre et al., 1990).

Les variations concernant le nombre de récepteurs spécifiques des
hormones présents dahs ces différentes lignées cellulaires, ont amené
les chercheurs a considérer ces récepteurs comme des marqueurs
potentiels de la différenciation des cellules épithéliales de glande
mammaire et de la progression tumorale dans le cancer du sein (Lippman
gL&_, 1976, 1977; Mass et al., 1975).

A notre connaissance, trés peu d'études oﬁt été réalisées
concernant la présence de récepteurs de la sérotransferrine sur les
lignées cellulaire de glande mammaire en culture. Seuls, Vandewalle et
al. (1985) ont décrit une fixation spécifique et saturable de la
sérotransferrine saturée sur la lignée MCF7 avec une constante
d'affinité de l'ordre de 0,2x108M-1, voisine de celle donnée pour

d'autres cellules (Hamilton et al., 1979) et un nombre de sites s'élevant
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a 7,6x105 par cellule. Ces paramétres de fixation sont identiques dans
des lignées de primoculture de cellules cancéreuses et dans des lignées
établies a long terme en culture. Aucune relation n'a pu étre trouvée
entre l'expression du récepteur de la sérotransferrine sur des
primocultures de carcinome du sein et le stade histologique de la tumeur
(Vandewalle et al., 1985).

Reddel et al. (1985) observent que, dans un milieu a basse
concentration en sérum de veau foetal (entre 0,25% et 1%), les cellules
T47D s'accumulent en phase G2 du cycle cellulaire et que,
simultanément, le nombre de récepteurs de la sérotransferrine augmente
a4 la surface cellulaire. De méme, Vandewalle et al. (1985) démontrent
que l'incorporation de thymidine tritiée dans I'ADN des cellules MCF7 en
croissance, est corrélée avec l'apparition de récepteurs de la
sérotransferrine. L'ensemble de ces résultats soulignent l'importance du
récepteur de la sérotransferrine dans la prolifération de ces cellules.

Le nombre de récepteurs de la sérotransferrine a la surface des
cellules MCF7 peut étre également augmenté sous l'action de certaines
hormones telles que l'oestradiol E2 (Vandewalle et al., 1988).
L'oestradiol stimule également la libération extracellulaire de 1Ia
sérotransferrine synthétisée par les MCF7, ce qui suggére un rdle
potentiel joué par la sérotransferrine dans les fonctions autocrines ou
paracrines (Vandewalle et _al., 1989). Ces auteurs démontrent également
que la différenciation induite par 1'AMPc de la lignée MCF7 cultivée sur
une matrice extracellulaire provoque une stimulation de la sécrétion de
la sérotransferrine (Vandewalle et al., 1991). Ce résultat suggeére un
role possible de la sérotransferrine comme modulateur de la

différenciation des cellules cancéreuses de glande mammaire.
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A notre connaissance, aucune autre étude n'a été faite concernant
le role et la présence du récepteur de la sérotransferrine sur les

cellules tumorales du sein maintenues en culture.

II- LES LIGNEES CELLULAIRES ETABLIES A PARTIR DE
MASTOPATHIES |

Les mastoses ou mastopathies se pfésentent sous plusieurs formes
que l'on peut classer en dyst.rophie\s fibrokystiques, fibro-adénomes ou
hyperplasies. Les deux premiers types sont bénins, le troisiéme est une
prolifération limitée et contrdlée des cellules épithéliales. Ces mastoses
appelées prolifératives peuvent dégénérer en carcinome in_situ.

Les cellules de mastose, ainsi que les cellules de tissus sains, nous
ont été fournies par le Professeur M. Crépin du Laboratoire d'Oncologie
Moléculaire de Bobigny que nous remercions vivement. Les primocultures
NPM14 et NPM21 sont établies & partir de mastopathies bénignes non
prolifératives. Cependant, les cultures primaires cessent rapidement de
croitre et constituent un matérigl insuffisant et instable pour des études
expérimentales. Ainsi, ces lignées NPM14 et NPM21 ont été immortalisées
avec le géne T du virus SV40 pour étre maintenues en culture et les
clones NPM14T et NPM21T ont été obtenus (Gamby et al., 1991; Salle et
al., 1991a). Certains marqueurs cellulaires restent inchangés dans les
clones immortalisés par rapport aux primocultures. D'autres éléments
comme les récepteurs des oestrogénes ou la sensibilité des cellules a
certains facteurs de croissance sont perdus aprés immortalisation. Ainsi,
bien que 70% des primocultures de mastose possédent le récepteur de
l'oestradiol, les lignées NPM14T et NPM21T immortalisées en sont
dépourvues. De méme, la prolactine stimule la croissance des cellules

épithéliales de mastose en primoculture bien que l'immortalisation de ces




- 106 -

cellules par le géne T de SV40 supprime son effet stimulateur. Cet effet
ne s'explique pas par l'absence de récepteurs puisque des récepteurs
de la prolactine ont été isolés sur NPM14T et NPM21T (Foehrle, 1990).

Les récepteurs de la progestérone sont également présents sur
NPM14T, mais NPM21T en posséde trés peu (Gamby et al. 1991).

Les cellules de mastopathies, tout comme les cellules normales et les
cellules cancéreuses, sont sensibles a l'action de l'insuline et & certains
facteurs de croissance tels que 1'EGF (Epidermal Growth Factor) par
l'intermédiaire de récepteurs spécifiques (Salle et al., 1991b; Veber et
al., 1990).

Nous n'avons malheureusement pas pu obtenir de primocultures
NPM14 et NPM21 pour effectuer une étude comparative avec les cellules

immortalisées NPM14T et NPM21T.
III- LES CELLULES ISSUES DE TISSUS SAINS

Contrairement a la plupart des cellules cancéreuses, les cellules
normales de glandes mammaires ne possédent pas de récepteurs a
l'oestradiol et trés peu de récepteurs a la prolactine (Shiu et al., 1979,
1981).

Une lignée cellulaire de glande mammaire issue d'un individu sain,
appelée HBLIOO-, nous a été fournie par le Professeur Crépin du Centre

d'Oncologie cellulaire et Moléculaire de Bobigny. Ces cellules ont été

O

établies in vitro a partir du lait d'une Femme. Cette lignée a ét
immortalisée par le virus SV40 injecté au cours d'une vaccination contre
la polyomélite. Les cellules HBL100 sont non tumorigénes chez la Souris
nude, mais le deviennent aprés transfection par un plasmide contenant

I'oncogéne hst, permettant ainsi d'obtenir différents clones -cellulaires

dont la lignée HHY.
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IV- CONCLUSION

Les cellules de glandes mammaires constituent wun modéle
expérimental intéressant pour étudier le mécanisme d'interaction de la
lactotransferrine avec les cellules cancéreuses principalement pour deux
raisons :

- le nombre important de lignées cellulaires en culture permet de
comparer la fixation de la lactotransferrine sur des cellules normales,
précancéreuses et malignes;

- la lactotransferrine étant une protéine majeure du lait, le tissu de
la glande mammaire représente le modéle adéquat pour étudier le role de

la lactotransferrine dans la prolifération cellulaire.
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MATERIELS ET METHODES

I- MATERIEL CELLULAIRE

A- LES CELLULES EPITHELIALES DE GLANDE MAMMAIRE HUMAINE

1) Culture des cellules cancéreuses

Les cellules épithéliales cancéreuses de glande mammaire humaine
T47D, MCF7, BT20, VHB1 et MDAMB 231 dont les caractéristiques ont
été définies plus haut (p.100), sont cultivées dans un Milieu Essentiel
Minimum (MEM) avec sels d'Earles (Gibco). Ce milieu est complété avec
10 % de sérum de veau foetal, de la L-glutamine (3 g/l), de Il'Hepes
(4,7 g/1), du bicarbonate de sodium (2,2 g/1), de l'insuline (80 U/1)
et des antibiotiques (amphotéricine B, gentamycine). Ces cellules nous
ont été fournies par le Dr. Vandewalle du Laboratoire d"Endocrinologié
du Centre Oscar Lambret de Lille que nous remercions. Ces cellules ont
été utilisées entre le 55éme et le 72éme passage pour T47D, entre le
1ooéme et lloém.e passage pour VHB1 et BT20. Pour les cellules MCF7,
nous n'avons pas eu connaissance du nombre de passage. |

Les cellules en culture forment, & confluence, un tapis cellulaire et
sont maintenues en culture da-ns'des boites de culture de 80 et 175 cm2
(Nunc). A confluence, les cellules sont détachées par addition d'une
solution de Verséne . Les cellules sont ensuite diluées dans du milieu
de culture contenant 10% de sérum de veau foetal et remises en culture,
d'une part, dans des boites de culture de 80 cm2 pour leur entretien

et, d'autre part, en boites de culture de 24 ou de 6 puits (Costar et
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Limbro) pour les manipulations ultérieures.

Dans toutes nos études expérimentales, les cellules sont utilisées au

eme ot 5oMme jour de culture.

stade préconfluent, entre le 2

2) Les cellules de mastose et de tissus sains

Les cellules de glande mammaire humaine immortalisées ont été
établies a partir de mastose (NPM14T et NPM21T). ﬁa lignée cellulaire
HBL100 provient de la glande mammaire d'une Femme en bonne santé.
Ces cellules sont cultivées dans un milieu MEM modifié par Dubellco
(DMEM) et complémenté avec les méme éléménts que ceux décrits
précédemment, pour les cellules cancéreuses. Les cellules HBL100 ont
éme éme

été utilisées entre le 55 et le 60 passage et les cellules NPM14T

eme ot le 57eme

et NPM21T entre le 51 passage.

Ces cellules nous ont été gracieusement fournies par le Professeur
M. Crépin du Laboratoire d'Oncologie Moléculaire de Bobigny que nous

remercions.

B- ISOLEMENT ET PREPARATION DE LYMPHOCYTES HUMAINS

ACTIVES

Le sang total recueilli sur héparine est centrifugé 30 min & 3.500
t/min. Le plasma est éliminé et les cellules sanguines diluées dans un
volume de PBS, sont séparées sur Ficoll (Lymphoprep), apres
centrifugation a4 1.500 t/min pendant 30 min. Le sang nous a été
gracieusement fourni par le Centre de Transfusion Sanguine de Lille
(Directeur: Dr. JJ. Huart).

A l'interface PBS/Lymphoprep, les macrophages, les lymphocytes et

les plaquettes sont récupérés. Ces derniéres sont éliminées par
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-

centrifugation pendant 10 min & 1.200 t/min. Le culot -cellulaire
contenant les lymphocytes et les macrophages est resuspendu a une
concentration de 5x106 cellules/ml, dans du milieu RPMI 1640, 25 mM
Hépés pH 7,3. Les macrophages et les monocytes sont éliminés par
adhérence sur des boites de culture de 24 puits (Nunc). Aprés 2 h a
37°C sous 5% 002 et 95% d'air, les cellules non-adhérentes
(lymphocytes) sont recupérées et diluées dans le milieu de culture
complété avec 10% se sérum de veau foetal, & une concentration de
1,2x106 cellules/ml. Les cellules sont activées avec 10 ug/ml de
phytohémaglutinine (IBF) pendant trois jours a 37°C sous 5% CO2 et 95%

d'air dans les conditions précédemment décrites par Mazurier et al.

(1989).
II- PREPARATION DES TRANSFERRINES
A- PREPARATION DES LACTOTRANSFERRINES

1) Purification de la lactotransferrine

La lactotransferrine humaine a été préparée selon le protocole mis
a1; point au Laboratoire par Chéron et al. (1977) et Spik et al. (1982).
Le lait est délipidé par centrifugation .z‘a 2.000g pendant 45 min. et a
4°C, puis décaséiné par précipitation de la caséine & pH 4,6 avec de
I'HC1 3N. Apreés dialyse pendant trois jours contre de l'eau permutée, le
précipité est éliminé par centrifugation a 2000g pendant 30 min a 4°C.

Le lactosérum obtenu est chromatographié a 4°C sur une colonne de
SP-Sephadex C50 équilibrée dans l'acétate de sodium 0,22 M. La colonne

est lavée successivement par de l'acétate de sodium 0,22 M, puis 0,4 M

et la lactotransferrine est éluée par une solution d'acétate de sodium 1 M.
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L'éluat est ramené a une concentration en acétate de sodium de 0,22 M

et réinjecté sur une colonne de SP-Sephadex C-50. L'élution de la
lactotransferrine est réalisée par un gradient discontinu en acétate de
sodium de 0,3 a4 1 M. La lactotransferrine est ensuite dialysée pendant

trois jours contre de l'eau permutée, puis lyophilisée.

2) Préparation de la lactotransferrine non-saturée en fer

L'apo-lactotransferrine est préparée selon la méthode mise au point
et décrite par Mazurier et Spik (1980). La lactotransferrine native est
dissoute dans un tampon formiate de sodium 0,2 M, phosphate de sodium
0,2 M, EDTA 40 mM, pH 4 puis laissée au repos pendant 24 h a 4°C.

La solution est ensuite dialysée contre le tampon d'utilisation.

3) Préparation de la lactotransferrine saturée en fer

La saturation en fer de la lactotransferrine est réalisée selon Ia
méthode préconisée par Azari et Baugh (1967) et modifiée par Mazurier
et Spik (1980). La lactotransferrine native est dissoute dans un tampon
citrate de sodium/bicarbonate de sodium 0,1 M pH 8,2. Le fer est ajouté
sous forme de citrate ferrique (260 mg de FeCl3 6 H20 dissous dans 10
ml du tampon). La quantité de fer ajoutée pour saturer totalement la
protéine est de 1,6 ug par mg de protéine, ce qui représente 110 % de
la quantité théorique nécessaire pour une saturation en fer compléte de
la lactotransferrine. Aprés trois heures de repos, le fer libre est
éliminé par dialyse de la solution contre de l'eau, puis contre une
solution d'acétate de sodium 250 mM. La protéine est repurifiée sur une
colonne de SP-Sephadex C50. La colonne est lavée par un tampon

acétate de sodium 400 mM et 1'élution de la protéine est réalisée par de
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I'acétate de sodium a 500 mM. La solution de lactotransferrine diferrique

purifiée est dialysée, puis lyophilisée.
B- PREPARATION DE LA SEROTRANSFERRINE

L'aposérotransferrine est fournie par la firme Behring. Elle est

saturée en fer, selon la méthode décrite pour la lactotransferrine.

C- RADIOMARQUAGE DES TRANSFERRINES

125

1) Marquage des transferrines a 1' “"1I

La méthode de marquage utilisée est celle & 1'lodo-Gen décrite par la
firme Pierce. Des tubes en verre sont tapissés par 100 pmoles
d'Iodo-Gen mis en solution dans le chloroforme qui est ensuite évaporé

sous azote.

Lé protéine dissoute dans le PBS (500 ug/500 ul) est placée dans le
tube contenant 1'lodo-Gen. 2 ul d'une solution radioactive d' 1251
(Na1251 sans entraineur, 5 mCi/SOul, 3,7 MBq/ml, Amersham) sont
additionnés. La réaction est effectﬁée a 4°C sous agitation. Au bout de
20 min, l'excés d'iode libre est éliminé par dessalage sur colonne de
Sephadex G-25 (Pharmacia), équilibrée dans du PBS. La radioactivité
spécifique est déterminée aprés mesure de la concentration en protéine
(absorbance a 280 nm) ét comptage d'une aliquote de la fraction
radioactive dans un compteur multigamme (Compugamma, LKB).

2) Marquage de la lactotransferrine au 59Fe

Le marquage au 59Fe de la lactotransferrine est effectué en
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incubant l'apolactotransferrine dans une solution de 59

FeCl, (3-20
mCi/ml, Amersham) diluée dans du tampon citrate/bicarbﬂonate de sodium
0,1 M pH 8,2 (Mazurier et Spik, 1980). Aprés trois heure_s d'incubation
a température ambiante, le fer libre est éliminé par‘ :‘dessalage sur
colonne de Dowex 1x2, puis sur Sephadex G-25. Le taux de saturation
en fer de la protéine est calculé d'aprés la radioactivité spécifique du
59Fe et la concentration en protéine (absorbance & 280 nm). Dans nos

expériences, le rapport molaire fer/protéine est de l'ordre de 1,6, ce

qui correspond a une saturation en fer de la protéine de l'ordre de 80%.

3) Double radiomarquage de la lactotransferrine

Dans le cas d'un double marquage, la lactotransferrine est marquée

125

dans un premier temps au 59Fe, puis a 1'""™1 selon les protocoles

décrits p.112 et 113.

Le rapport molaire fer/protéine est déterminé selon la radioactivité

spécifique de chacun des éléments radioactifs.
D~ MARQUAGE DE LA LACTOTRANSFERRINE A LA FLUORESCEINE

La méthode de couplage de la fluorescéine aux glycannes de la
lactotransferrine humaine a été mise au point au Laboratoire par D.
Legrand. La réaction a lieu en deux étapes :

- Dans une premiére étape, les résidus d'acides siéﬁques des
glycannes de la lactotransferrine sont soumis & une oxydation
périodique.

- Dans la seconde étape, les fonctions aldéhydiques créées réagissent
avec la [5~(2 carbohydrazino méthyl thio acétyl) amino] fluorescéine ou

HyF. Le protocole est le suivant :
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5 mg de lactotransferrine humaine, dissous dans 230 ul de tampon
phosphate de sodium 0,1 M pH 5,6, sont mélangés a 100 ul de
periodate de sodium 0,018 M et incubés pendant 10 min & 4°C. La
reéaction est arrétée par addition de 10 ul d'éthyléne glycol et la solution
est dessalée sur une colonne de Sephadex G-25 équilibrée dans du PBS
0,1 M pH 7,4. Aprés 1'oxydation ménagée des acides sialiques, la
lactotransferrine est incubée avec 650 ug d'HyF dissous dans 10 ul de
diméthylformamide, pendant 20 h a température ambiante. L'excés de
réactif est éliminé par passage de la solution sur colonne de Sephadex
G-25 équilibrée dans du PBS contenant 5% (v/v) de n-butanol et par
dialyse contre du tampon PBS. Le nombre de molécules d'HyF fixées par

molécule de lactotransferrine humaine est compris entre 1,5 et 2.

III- PREPARATION DES FRAGMENTS PEPTIDIQUES DE LA
LACTOTRANSFERRINE

A- ISOLEMENT DES FRAGMENTS N- ET C-TRYPSIQUES

Les deux lobes N- et C-terminaux de la lactotransferrine humaine et
le complexe N-t/C-t sont obtenus selon la technique décrite par Legrand
et al. (1984, 1986):

- 1 g de lactotransferrine humaine satgrée en fer, dissous dans
100 ml de tampon tris/HCI a 0,1 M pH 8,2, est hydrolysé par 50 ml de
trypsine couplée au Sepharose-4B & 1mg/ml. L'incubation a lieu & 37°C,
pendant 24 h sous agitation.

-- Aprés centrifugation & 400 g pendant 5 min, le surnageant est
recueilli et filtré sur filtre Millipore 0,22 pu puis concentré par
ultrafiltration sur membranes Diaflo.

Dans le but de conserver le fragment N-trypsique intact, il est
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nécessaire d'inhiber la quantité de trypsine présente dans la fraction
d'hydrolyse par 20 ul de diisopropylfluorophosphate (DFP) a 4°C, sous
agitation pendant 2 h.

- Les hydrolysats trypsiques sont chromatographiés sur colonne de
Bio-Gel P-60 (8x140 cm) dans l'acide acétique a 10% (v/v) avec un débit
de 50 ml/h et un volume d'injection de 50 ml. Aprés dialyse, le pH est
ramené a 7,6 par addition de bicarbonate d'ammonium et les fragments
obtenus sont saturés en fer selon la technique décrite par Mazurier et
Spik (1980). La solution est concentrée par ultrafiltration sur

membranes Diaflo, puis congelée.

_ Les deux fragments N- et C-terminaux saturés en fer peuvent se
réassocier en un complexe non-covalent lorsqu'ils sont mélangés en
proportion équimolaire et que le pH est ramené a 7,5 par addition de

NaOH 3 M.
B- ISOLEMENT DU GLYCOPEPTIDE N2

Le glycopeptide N2 correspondant au domaine N-II de Ia
lactotransferrine est obtenu par hydrolyse trypsique du lobe N-t de la
protéine selon le protocole décrit!par Legrand et al. 1984:

- une solution & 1% (p/v) du fragment N-t dans le bicarbonafe
d'ammonium 0,1 M pH 7,8 est soumise & 1'hydrolyse par la trypsine dans
un rapport 1:50 (p/p), pendant 3 h a 37°C. Le précipité est éliminé
par centrifugation.

- I'hydrolysat trypsique du fragment N-t est chromatographié sur
colonne de Bio-Gel P60 (2x100 cm) dans du bicarbonate de sodium

0,05 M avec un débit de 4 ml/h et un volume d'injection de 4 ml.
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C- ISOLEMENT DE PEPTIDES A PARTIR DU FRAGMENT N-TRYPSIQUE

Le fragment N-trypsique de la lactotransferrine (120 mg) obtenu
dans les conditions décrites précédemment (p.114), est ‘dialysé contre
de l'eau pendant 6 h, puis concentré & un volume final de 50 ml. Le pH
de la solution est ajusté a 4 par addition d'une solution de Tris 2 M. Lav
solution est incubée en présence de 3 mg de la protéase V8 de
Staphylococcus aureus (Sigma), pendant 20 h a 37°C, sous agitation.

L'hydrolysat est cenfrifugé a 5.000 g pour éliminer le précipité.
Une aliquote de la solution est soumise & une électophorése en gel de
polyacrylamide (gradient 8-25%), en présence de SDS (Fast-System,

Pharmacia).

La solution de peptides est concentré sous vide jusqu'a un volume
de 10 ml et filtrée sur 0,22 u (Millipore). Un millilitre de la solution
peptidique est purifié par chromatographie liquide & haute performance
(HPLC) en phase réverse sur une colonne Zorbax ODS (25 cm de long x
0,94 cm diamétre interne) (Dupont instrument). L'élution est réalisée
par un gradient eau/acétonitrile de 0 & 50% en acétonitrile contenant
0,1% (v/v) d'acide trifluoroacétique, pendant 180 min (débit 1,5 ml/h).
Les fractions sont collectées, lyophilisées et analysées en électrophorése
SDS-PAGE sur un gel d'acrylamide a 16,5% (p/v); en présence d'urée
6M, d'aprés la méthode de Schigger et von Jagow (1987).

L'analyse de la composition en acides aminés du peptide a été
réalisée au Laboratoire par C. Brassard, aprés hydrolyse acide du
peptide et purification des résidus d'acides aminés par HPLC (Spectra
Physic 8100 équipé d'un détecteur a longueur d'onde variable, connecté
a un intégrateur).

La séquence peptidique a été déterminée dans le Service de Chimie
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des Biomolécules de [I'Institut Pasteur de Lille (Unité associée au
C.N.R.S. D~1302; Directeur: Pr. Tartar) par le Dr. P. Maes que nous
remercions. Le peptide a été soumis a la dégradation d'Edman dans un
séquenceur automatique en phase gazeuse (modéle 4701 Biosystem). Les
dérivés phénylthiohydantoinique (PTH) des acides aminés libérés au
cours du prbcessus de dégradation sont identifiés et quantifiés par

HPLC en utilisant l'analyseur PTH-applied Biosystems 120A.
IV- INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE AVEC SON RECEPTEUR
A- LA CYTOFLUORIMETRIE DE FLUX

1) Méthode indirecte

Les cellules sont incubées a 4°C en présence de 250 nM de
lactotransferrine humaine diferrique non-marquée, dans du milieu PBS
additionné de Ca2+ et de Mg2+-. |

0,2% de sérotransferrine, non reconnue par le récepteur (Goavec et
al., 1985), sont ajoutés afin de limiter l'absorption non-spécifique de la
lactotransferrine au plastique. |

Aprés 40 min, les cellules sont lavées et les anticorps polyclonaux

anti-lactotransferrine (dilution 1/40) sont ajoutés au milieu qui est

" incubé pendant 30 min. Les anticorps anti-IgG de Lapin marqués au

FITC (dilution 1/80) sont ensuite additionnés. Aprég 30 min a 4°C, les
cellules sont décrochées par une solution de Verséne (EDTA disodique
1,25 g/1, NaCl 8 gl/l, Na2HPO4 1,14 g/l, KH, PO, 200 mg/l, KCl 200
mg/l pH 7,3) et remises en suspension dans du PBS. lLa fixation

non-spécifique des IgG est mesurée en incubant les cellules dans les

mémes conditions que celles décrites ci-dessus, mais en absence de

lactotransferrine humaine.
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2) Méthode directe

Les cellules sont incubées a 4°C en présence de 250 nM de
lactotransferrine marquée au FITC sur sa partie glycannique et en
solution dans du PBS complémenté avec du Ca2+ (CaCl2 0,5 mM), du
Mg2+ (MgCl2 0,5 mM) et avec 0,2% de sérotransferrine. Au bout de 30
min d'incubation les cellules sont lavées puis analysées au
cytofluorimétre. La fixation non-spécifique de 1la lactotransferrine est

mesurée en présence de lactotransferrine non marquée a 25 uM .

3) Analyse des résultats

La fluorescence émise par les cellules est analysée a l'aide d'un
cytofluorimétre de flux (Becton-Dickinson) équipé d'un laser a argon
émettant a 488 nm et d'un filtre a bande passante étroite centré sur 525
nm permettant la détection de la fluorescence verte. Les cellules, en
suspension dans du tampon PBS, sont entrainées dans un flux de
liquide (Isoton) et chacune d'entre elle intercepte le faisceau lumineux
du laser. Chaque cellule, aprés interception de la lumiére incidente,
émet ou diffuse un certain nombre de signaux:

- la lumiére diffusée sous un petit angle par rapport au rayon
incident dont l'intensité est corrélée avec la taille de la cellule (forward
scatter);

- la lumiére diffusée & un angle droit qui est corrélé a l'importance
du noyau et des inclusions cytoplasmiques dans la cellule k(side scatter);

- l'intensité de fluorescence verte (FL1).

Les signaux sont transformés en données numériques et un
traitement informatique permet la visualisation des résultats sous forme

d'histogrammes monoparameétriques ou biparamétriques.
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Sur un histogramme de fluorescence, la surface du pic de
fluorescence est pfoportionnelle au  pourcentage de cellules
fluorescentes, alors que la position du pic sur l'échelle de l'intensité de
fluorescence est proportionnelle au nombre de molécules fluorescentes

par cellule.
B- LES TECHNIQUES DE RADIOMARQUAGE

1) Détermination des paramétres de fixation d'un ligand

Les cellules mises en culture dans des boites de 24 puits (Limbro)
suivant les conditions décrites a la page 108, sont lavées par du PBS,

puis refroidies & 4°C pendant 10 min. La lactotransferrine ou ses

1251 sont dilués &a des.

concentrations comprises entre 0 et 400 nM dans du PBS, Ca2+, Mg2+ et

fragments N- et C-trypsiques marqués a 1'

ajoutés dans chaque puits. Les incubations sont réalisées pendant 1 h a
4°C, a raison de trois puits par concentration en protéine. La fixation
non spécifique de la protéine est évaluéé en ajoutant la protéine non
marquée & des concentrations comprises entre 0 et 40 puM. En fin
d'incubation, une aliquote de 50 ul de la solution radioactive est
prélevée dans chaque puits afin de déterminer la quantité de protéine
radioactive libre. Les cellules sont lavées trois fois par du PBS a 4°C,
détachées par la solution de Verséne et la radioactivité de chaque puits
est mesurée au compteur gamma (LKB).

Le dosage des protéines membranaires des cellules effectué selon la
méthode de Lowry (1951) modifiée par Peterson (1977) permet de
déterminer le nombre exact de cellules par puits de culture.

La différence entre la quantité totale de ligand fixé et la quantité

de ligand fixé de maniére non-spécifique détermine la fixation spécifique
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de la protéine sur les cellules. Les constantes de dissociation (K d) et le
nombre de sites de fixation (n) sont calculés selon la méthode de

Scatchard (1949).

2) Les expériences de compétition

a) Influence du taux de saturation en fer de la lactotransferrine
sur l'interaction ligand-récepteur

Afin de déterminer si le taux de saturation en fer de 1la
lactotransferrine influence sa reconnaissance par le récepteur, des
expériences de compétition sont réalisées entre 100 nM de
lactotransferrine diferrique marquée a 1'1251, d'une part, et
l'apolactotransferrine, la lactotransferrine saturée en fer a 20% ou la
lactotransferrine diferrique, d'autre part. Les incubations ont lieu a
4°C durant 30 min, en présence de 0 a 10 uM de chaque inhibiteur. 10
uM de desferrioxamine (Ciba) sont ajoutés lorsque les l'incubations sont

réalisées avec l'apolactotransferrine pour éviter toute resaturation en

fer de la protéine. Les expériences sont réalisées sur les cellules T47D

préconfluentes, en boites de culture de 24 puits.

b) Localisation du site d'interaction

Pour localiser le site d'interaction de la lactotransferrine avec son
récepteur, des vexpériences de compétition ont été réalisées dans les
mémes conditions que décrites ci-dessus entre la lactotransferrine

125I, d'une part, et 0 a 10 uM de chacun des

humaine marquée a !
fragments N- et C-trypsiques, du complexe N-t/C-t, du glycopeptide
N2 et des peptides obtenus par hydrolyse du fragment N-trypsique par

la protéase V8 de Staphylococcus aureus, d'autre part.
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V- CARACTERISATION DU RECEPTEUR DE LA LACTOTRANSFERRINE
PAR IMMUNOPRECIPITATION
Ces expériences ont été réalisées sur les cellules T47D
préconfluentes et sur les lymphocytes humains activés pendant trois

jours par la phytohémagglutinine.
A- MARQUAGE DES PROTEINES MEMBRANAIRES DE SURFACE

8x106 cellules sont lavées avec du PBS et incubées 30 min a 4°C

1251 ot 3 billes Iodo-Beads

sous agitation, en présence de 0,3 mCi de Na
(Pierce) utilisées comme catalyseur de la réaction. L'iode libre est
éliminé par lavages successifs avec du PBS additionné de KI 1 mM. Les
cellules radioactives sont solubilisées en présence de Tris-HCl 20 mM,
pH 8,2 , NaCl 150 mM, EDTA 2mM et 0,5% (p:v) de Nonidet P-40
contenant 1 mM de chacun de ces inhibiteurs de protéases: DFP,

pepstatine A, PMSF, leupeptine. Aprés 1 h d'incubation a 4°C, la

fraction insoluble est éliminée par centrifugation & 10.000 g pendant 30 mn.

B~ IMMUNOPRECIPITATION DU RECEPTEUR DE LA
LACTOTRANSFERRINE

Des anticorps spécifiques ont été utilisés pour immunoprécipiter le
récepteur de la lactotransferrine présent parmi les protéines

1251 . Ces anticorps  polyclonaux

membranaires marquées a I
anti-récepteur nous ont été fournis par B. Leveugle (1991) que nous
remercions. Ils ont été préparés au Laboratoire & partir du récepteur

soluble de la lactotransferrine isolé par passage du milieu de culture
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concentré de lymphocytes humains activés sur une colonne d'anticorps
anti-lactotransferrine (Leveugle, 1991).

Le protocole (Fig.16, p.123) utilisé pour immunoprécipiter le
récepteur de la lactotransferrine présent a la surface des cellules
épithélialés T47D est le suivant:

- Les protéines membranaires marquées et solubilisées sont incubées 3 h
dans le tampon Tris/HCl 20 mM, NaCl 0,15 M, pH 8,2 en présence de
I'anticorps anti-récepteur (dilution 1/40);

- Le complexe anticorps-récepteur est purifié par chromatographie
d'affinité en batch, par addition de 10 mg de Protéine A
Sepharose-CL4B (Pierce), sous agitation a 4°C pendanf une nuit. Le gel
de Protéine A Sepharose est récupéré par centrifugation a 500 g
pendant 10 min, puis lavé soigneusement par le tampon d'incubation. Un
témoin est préparé en remplagcant l'anticorps anti-récepteur par . du
sérum purifié de Lapin non-immunisé.

- Le récepteur de la lactotransferrine est élué par 100 ul de tampon
échantillon contenant du SDS (Tris-HC1 0,075M pH 8,5, 10% (p:Vv)
glycérol, 10% (p:v) SDS), en présence ou non de 1% de
B-mercaptoéthanol (v:v). Les échantillons sont chauffés pendant 5 min a
100°C et analysés en gel de polyacrylamide a 7,5% d'aprés la méthode
décrite par Laemmli (1970). Les témoins de masse moléculaire sont
colorés a 1'Amido-Schwarz et les prétéines radioactives sont révélées par

autoradiographie sur film X-O-Mat Am (Kodak) & =-70°C.

VI- ETUDE A 37°C DE LA DESTINEE INTRACELLULAIRE DE LA
LACTOTRANSFERRINE DANS LES CELLULES T47D

A- ETUDE PAR MICROSCOPIE DE FLUORESCENCE

Les cellules T47D cultivées en boite’ de culture de 6 puits (Costar)
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Marquage de surface

des cellules a 1'1251

Solubilisation des cellules
dans le tampon Tris/HC1, EDTA,
NaC1, Nonidet P-40 (0,5%)

l

Immunoprécipitation par 1'anticorps-

anti-récepteur lymphocytaire

|

Chromatographie sur Protéine A

Sepharose CL4B

|

Electrophorése en gel de polyacrylamide

a7,5% (SDS 10%)

|

Autoradiographie

Figure 18 : Schéma du protocole d'immunoprécipitation du récepteur de

la lactotransferrine présent a la surface des cellules T47D.
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2+

2+, Mg en

sont préincubées & 4°C pendant 45 min dans du PBS, Ca
présence de 250 nM de lactotransferrine humaine afin de saturer tous
les sites de fixation a la surface cellulaire. Aprés trois lavages pour
libérer la lactotransferrine non-fixée au récepteur, les cellules sont
ramenées a 37°C pendant 60 min. Le surnageant est ensuite éliminé et
les cellules sont refroidies par addition de PBS froid, puis fixées dans
2,5% (p:v)de paraformaldhéylde pendant 1 h. Les cellules fixées sont
lavées par du PBS contenant 10 mM de glycine.

Toutes les incubations qui suivent sont réalisées dans du PBS
complémenté avec 0,2% (p:v) de BSA et 0,05% (p:v) de saponine pour
perméabiliser les cellules. L'anticorps anti-lactotransferrine (15 ug/ml)
est incubé pendant 1 h avec les cellules, suivi de l'anticorps anti-IgG
de Lapin marqué au FITC (dilution 1/200).

La fixation non-spécifique des anticorps est déterminée dans les
mémes conditions que celles décrites ci dessus, mais en absence de
lactotransferrine.

Les cellules sont analysées a l'aide d'un microscope de fluorescence
Leitz a excitation laser (longueur d'onde d'excitation. 488 nm, puissance
laser 30 mW) équipé d'un filtre & 500 nm et d'un objectif & immersion

(x60). Les photographies sont prises sur un film Ektachrome Asa 400 .

L'125

B- ETUDE PAR MARQUAGE DE LA LACTOTRANSFERRINE A I

Toutes les expériences de cinétique sont réalisées sur des cellules
T47D préconfluentes cultivées dans des boites de culture de 6 puits
(Costar). Dans un premier temps, les cellules sont incubées pendant 45

min 4 4°C dans du milieu de culture MEM sans sérum de veau foetal,

l,125

additionné de 250 nM de lactotransferrine diferrique marquée a I.

Pendant cette étape dite de saturation des sites de fixation, Ila
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lactotransferrine se fixe sﬁr ses récepteurs membranaires a une
température (4°C) qui inhibe tout mouvement ou métabolisme
membranaire. Aprés 40 min, le milieu est aspiré et les cellules sont
lavées trois fois par du PBS froid. Les cellules sont incubées a 37°C
dans du milieu de culture préchauffé, sans lactotransferrine, pendant
des temps variant de 5 & 90 min. A cette température, l'endocytose peut
avoir lieu. Aux temps indiqués, les cellules sont placées dans la glace
et le milieu d'incubation est éliminé, puis conservé pour analyse. Les
cellules sont lavées et traitées par de la trypsine 0,25% (p:v)/EDTA 02%
(p:v) pendant 30 min & 4°C. Le ligand accessible a la surface
membranaire et sensible a4 la trypsine est recueilli dans le surnageant.
Aprés lavage et traitement des cellules par la trypsine, la radioactivité
encore liée aux cellules et dite radioactivité résistante a la trypsine,
représente la lactotransferrine internalisée par les cellules.

La fixation non-spécifique de la lactotransferrine est mesurée en
présence de 25 uM de lactotransferrine non marquée.

Un contrdle est également effectué a 4°C, sans incubation des
cellules & 37°C, afin de déterminer le pourcentage de ligand radioactif

fixé a la surface cellulaire qui ne pourra jamais étre détaché par le

traitement a la trypsine.

C~- ANALYSE DE LA LACTOTRANSFERRINE LIBEREE DANS LE

MILIEU

Une aliquote du milieu d'incubation a 37°C est prélevée, diluée dans
du tampon d'échantillon (Tris/HC1 0,075 M, pH 8,5, glycérol, 10% (p:v)
SDS et analysée en gel de polyacrylamide & 15%, en présence de 10%

SDS selon la technique de Laemmli (1970). La lactotransferrine
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radioactive est révélée par autoradiographie afin de déterminer si la
lactotransferrine libérée dans le milieu est dégradée. Des témoins, de
masse moléculaire standard comprise entre 94 kDa et 14 kDa sont
utilisés (phosphorylase b : 94 kDa, BSA : 66 kDa, ovalb/umine : 44
kDa, inhibiteur de la trypsine : 20 kDa, a-lactabulmine : 14 kDa).

Le reste du milieu d'incubation est précipité par 1'acide
- trichloroacétique (ATCA) a 10% (p:v) péndant 10 min, puis centrifugé a
1000 g pendant 30 min. La quantité de radioactivité contenue dans la
fraction acido-soluble est déterminée afin de détecter si 1la
lactotransferrine a été dégradée. Le taux de radioactivité de la fraction
acido-précipitable, renfermant Iles macromolécules  telles que Ila
lactotransferrine marquée a 1'1251, est déterminé au compteur LKB.

VII-ETUDE DE LA DESTINEE INTRACELLULAIRE DU FER DE LA
LACTOTRANSFERRINE, DANS LES CELLULES T47D

59

A- ETUDE PAR MARQUAGE DE LA LACTOTRANSFERRINE AU "“Fe

Afin de déterminer si le fer fixé a la lactotransferrine pouvait étre
internalisé par les cellules T47D, une étude cinétique a été réalisée a
37°C en présence de lactotransferrine marquée au 59Fe préalablement

fixée sur le récepteur..Le protocole utilisé est identique & celui décrit

pour la lactotransferrine marquée a 1'12-51. Les expériences sont

réalisées dans des boites de culture de 6 puits (Costar).

5

B- CINETIQUE DE LIBERATION DU 9Fe FIXE A LA

LACTOTRANSFERRINE-129]

125 59Fe,

Par double marquage de la lactotransferrine a 1'' ™1 et au

nous avons suivi simultanément la destinée de la protéine et de son fer




- 127 -

dans les cellules T47D, a 37°C.

Les cellules T47D 'préconﬂuentes sont préincubées a 4°C pendant 45
min, avec 250 nM de 1a¢totransferrine marquée a 11251 et au 59Fe, afin
de saturer tous les sitéé de fixation de la lactotransferrine a la surface
cellulaire. Apreés lavage, les cellules sorit placées a 37°C de 5 a 90 min,
dans du milieu MEM contenant de 100 uM de nitriloacétate pour chélater
le fer susceptible d'étre libéré de la lactotransferrine. Aux temps
indiqués, les cellules sont lavées et la radioactivité associée aux cellules
est déterminée. En fonction des radioactivités spécifiques de chaque
élément radioactif, le rapport molaire fer/protéine est calculé.

Afin de déterminer si le mécanisme de libération du fer de la
lactotransferrine est influencé par la température, une cinétique a été
réalisée & 4°C selon le méme protocole que ci-dessus.

Dans le but de vérifier que le nitriloacétate n'influence pas la
libération du fer de la lactotransferrine, la lactotransferrine doublement
marquée (rapport molaire fer/protéine= 1,6) a été incubée en présence
de 100uM de nitriloacétate, mais en absence de cellules. Aprés 90 min
d'incubation, la lactotransferrine est chromatographiée sur colonne de
SP Sephadex C50. Le rapport fer/protéine de la lactotransferrine
purifiée est déterminé par comptage de la radioactivité. Ce taux est
identique & celui de la lactotransferrine qui a été introduite au début
de l'incubation (fer/protéine= 1,68) suggérant que le fer n'esf pas

dissocié spontanément de la lactotransferrine sous l'action du

nitriloacétate.




'RESULTATS]
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MISE EN EVIDENCE DU RECEPTEUR DE LA LACTOTRANSFERRINE
SUR LES CELLULES EPITHELIALES CANCEREUSES T47D

INTRODUCTION

Dans ce chapitre, nous avons recherché la présence du récepteur
de la lactotransferrine a la surface de cellules épithéliales cancéreuses
de la glande mammaire humaine T47D. Ces cellules se cultivent
parfaitement in vitro et un nombre important de cellules peut étre ainsi
obtenu en vue de réaliser différentes études comparatives. Les
principales caractéristiques des cellules T47D sont décrites dans le
Tableau VI (p.102). De nombreux travaux ont été réalisés sur l'étude
de récepteurs hormonaux présents sur ces cellules. Au cours de nos
expériences, les cellules T47D ont été utilisées en phase exponentielle
de croissance, entre les passages 57 & 80.

Nous avons mis en évidence par cytofluorimétrie de flux la fixation
de lé lactotransferrine humaine sur les cellules, d'une part, a l'aide
d'anticorps anti-lactotransferrine et, d'autre part, en utilisant Ila
lactotransferrine couplée sur sa partie glycannique & un dérivé de la
fluorescéine (HyF), selon la technique décrite a la page 113. Les
paramétres de fixation de la lactotransferrine ont été déterminés par les
techniques de radiomarquage. Des expériences d'inhibition réalisées en
présence de lactotransferrine avec des taux de saturation en fer variant
dé 0 a 100% ont été effectuées afin de déterminer si le taux de
.saturation en fer de la protéine ne modifiait pas son interaction avec le
récepteur. Le récepteur de la lactotransferrine présent sur les cellules
T47D a été identifié par cytofluorimétrie, en wutilisant 1'anticorps

polyclonal dirigé contre le récepteur lymphocytaire de Ila
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lactotransferrine, préparé au Laboratoire par Béatrice Leveugle (1991).
Par immunoprécipitation et autoradiographie, nous avons visualisé le
récepteur de la lactotransferrine présent a la surface cellulaire de la

lignée T47D.

I- ETUDE DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE SUR LES
CELLULES T47D

A- ETUDE PAR CYTOFLUORIMETRIE DE FLUX

1) Méthode indirecte

L'étude de la fixation de la lactotransferrine humaine sur les
cellules épithéliales cancéreuses T47D a été réalisée par cytofluorimétrie
de flux, par technique indirecte, selon la technique décrite a la page
117. Cette technique immunocytochimique fondée sur ['utilisation
d'anticorps de Lapin anti-lactotransferrine et d'anticorps de Chévre
anti-IgG de Lapin couplés a la fluorescéine, permet de détecter la

fixation de faible quantité de lactotransferrine sur les cellules, par

amplification de la réaction.

L'histogramme A de la figure 17 (p.130) représente l'intensité de
fluorescence en fonction du nombre‘ de cellules. Le pic 1 est un pic
témoin illustrant la fixation non-spécifique des IgG sur les cellules.

Le pic 2 a été obtenu en préincubant les cellules en présence de 20
ug/ml de lactotransferrine, puis en présence d'anticorps anti-

lactotransferrine. Le pic 2 est décalé vers de plus hautes intensités de
fluorescence par rapport au pic 1 (témoin), ce qui suggére que la

lactotransferrine humaine s'est fixée sur les cellules T47D.
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Figure 17 : Etude par cytofluorimétrie de flux de la fixation de la

.

lactotransferrine (LTF) humaine sur les cellules T47D :

A- technique indirecte (Ac anti-LTF) Pic 1 : témoin

B- technique directe (LTF-HyF) Pic 2 : fixation de la LTF
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2) Méthode directe

La technique indirecte de cytofluorimétrie ne permet pas d'estimer la
fixation non-spécifique de la lactotransferrine sur les cellules. Nous
avons donc étudié la fixation de la lactotransferrine par technique
directe en couplant la protéine a la fluorescéine. Legrand et al. (19:91)_
ont démontré que la fixation de la lactotransferrine sur les lymphocytes .
activés était inhibée lorsque la fluorescéine est couplée a la partie
protéique de la lactotransferrine. Nous avons donc utilisé 1la
lactotransferrine marquée avec un dérivé de la fluorescéine (HyF) sur
ses glycannes selon le protocole mis au point au Laboratoire par
Legrand et décrit a la page 113.

Les résultats sont présentés dans I'histogramme B de la figure 17
(p.130). Le pic 1 est un témoin de la fixation non-spécifique de la
lactotransferrine obtenu en incubant les cellules avec 20 ug/ml de
lactotransferrine-HyF et 2 mg/ml de lactotransferrine non-marquée. Le
dééalage du pic 2 vers de plus hautes intensités de fluorescence par
comparaison au pic 1 démontre 1la fixation spécifique de la
lactotransferrine sur les cellules T47D. A des concentrations en
lactotransferrine-HyF supérieurés a 20 ug/ml, nous n'avons observé
aucune augmentation de l'intensité de fluorescence, suggérant qu'a ces

concentrations tous les sites de fixation sont saturés.

B- DETERMINATION DES PARAMETRES DE FIXATION DE LA

125

LACTOTRANSFERRINE MARQUEE A L' ™1

La fixation de la lactotransferrine humaine saturée en fer et

125

marquée a 1'"™1 a été étudiée sur des cellules T47D préconfluentes,

selon le protocole décrit a la page 119. La fixation non-spécifique de la
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lactotransferrine est déterminée en - présence lactotransferrine
non-marquée, puis soustraite de la quantité totale de ligand fixé. Elle
représente 18% de la radioactivité totale liée aux cellules. La figure 18A
(p.133) montre que la fixation spécifique de la lactotransferrine sur les
cellules T47D augmente linéairement aux faibles concentrations, puis
devient saturable a partir de 200 nM.

La représentation de Scatchard (Fig.18B, p;133) indique, dans la
zone de concentration utilisée, la présence d'une seule classe de sites.
La constante de dissociation est de l'ordre de 120 nM et le nombre de

sites de fixation d'environ 1.2x106 sites/cellule.

C- INHIBITION DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

DIFERRIQUE

Afin d'étudier si le degré de saturation en fer ne modifie pas

I'interaction de la lactotransferrine avec son récepteur, des expériences

125

d'inhibition de la fixation de la lactotransferrine marquée a 1'""“I, sur

les cellules T47D ont été effectuées, selon la technique décrite a la page
122. Cette inhibition a été réalisée en présence d'apolactotransferrine
(0% de saturation en fer), de lactotransferrine native (20% de
saturation) et de lactotransferrine diferrique (100% de saturation) non
marquées. L'addition de chacune de ces protéines, & des concentrations
comprises entre 0 et 10 uM, entraine une perte progressive de la

1251 diferrique sur le récepteur (Fig.19,

fixation de la lactotransferrine-
p.134). Les profils d'inhibition sont similaires pour chacun des
inhibiteurs. Un maximum de 75% d'inhibition est atteint en présence de

10 uM de chacune des lactotransferrines non-marquées.
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Figure 18 : Fixation de la lactotransferrine humaine diferrique sur les

cellules T47D :

A : courbe de saturation

B

: représentation de Scatchard
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Figure 19 : Inhibition de la fixation de Ila lactotransferrine-
diferrique sur les cellules T47D par: l'apolactotranferrine (0O-0), la
lactotransferrine partiellement saturée (x-x) et la lactotransferrine

diferrique A-4).
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D- CONCLUSION

L'ensemble de ces résultats démontrent que la lactotransferrine
humaine se fixe d'une maniére saturable et spécifique sur les cellules
cancéreuses T47D avec une constante de dissociation (K & 120 +/- 20
nM) comparable a celle décrite pour les lymphocytes humains activés
(K ' 80 +/- 15 nM). Le _fait que le nombre de sites de fixation soit
trois fois plus élevé sur les cellules épithéliales T47D (n= 1,2x106
0,03) que sur les lyl}xphocytes (n= 4x105 +/- 0,01) (Mazurier et al.,
1989) peut s'expliquer par des différences de taille entre les deux
cellules. En effet, les cellules T47D présentent une surface cellulaire,
accesible a la lactotransferrrine, environ deux fois plus importante que
les lymphocytes.

L'apolactotransferrine et la lactotransferrine saturée & 20% inhibent
la fixation de la 1actotransferrine-1251 diferrique de la méme facon que
la lactotransferrine diferrique non marquée. Ce résultat suggére que la
reconnaissance de la lactotransferrine par le récepteur est indépendante
du taux de saturation en fer de lé protéine. Dans le cas du récepteur
de la sérotransferrine, l'aposérotransferrine se fixe & pH neutre sur le
méme récepteur que la sérotransferrine saturée en fer mais avec une
affinité 10 fois plus faible (Klausner et al., 1983). Par conséquent,

l'interaction de la lactotransferrine et de la sérotransferrine, avec leur

récepteur respectif, semble étre spécifique de chacune de ces protéines.

+/=
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II- IDENTIFICATION DU RECEPTEUR DE LA LACTOTRANSFERRINE
PRESENT SUR LES CELLULES T47D

A- CARACTERISATION DU RECEPTEUR PAR CYTOFLUORIMETRIE

DE FLUX

La fixation de l'anticorps dirigé contre le récepteur lymphocytaire
de la lactotransferrine a été étudiée par cytofluorimétrie sur les cellules
T47D et comparée a la fixation de ce méme anticorps sur les
lymphocytes humains activés.

Sur les histogrammes de la figure 20 (p.137) le pic 1 est un témoin
de la fixation non-spécifique des IgG sur les cellules, obtenu en
remplagant I'anticorps anti-récepteur par du sérum de Lapin
non-immunisé. Le déplacement du pic 2 vers de plus hautes intensités
de fluorescence par rapport au pic 1, démontre que Il'anticorps
anti-récepteur lymphocytaire reconnait spécifiquement les cellules T47D
(Fig.20 A, p.137). Les profils de fixation de l'ahticorps anti-récepteur
obtenus sont similaires pour les cellules T47D et les lymphocytes
humains activés (Fig.20 B, p.137), suggérant que Il'anticorps

anti-récepteur reconnait avec une affinité voisine les deux types

cellulaires.

B- VISUALISATION DU RECEPTEUR PAR IMMUNOPRECIPITATION

Le protocole mis au point pour visualiser le récepteur de Ila

lactotransferrine présent sur les cellules T47D est décrit dans la figure

16 (p.121), du chapitre "Matériels et Méthodes". Les protéines de
surface sont marquées a 1'1251 et solubilisées par le Nonidet P-40 en
présence d'inhibiteurs de protéases. Aprés immunoprécipitation par

l'anticorps  anti-récepteur lymphocytaire, la protéine reconnue
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Figure 20 : Caractérisation par cytofluorimétrie de flux du récepteur
de la lactotransferrine prése.nt 5. la surface des cellules T47D (A) et des
lymphocytes activés (B), en utilisant l'anticorps anti-récepteur
lymphocytaire.
Pic 1 : témoin

Pic 2 : fixation de l'anticorps anti-reécepteur
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Figure 21 : Identification du récepteur de la lactotransferrine présent
a la surface des cellules T47D (1) et a la surface des lymphocytes
humains activés (2), a l'aide de l'anticorps anti-récepteur [gel de

polyacrylamide & 7,5%, témoin (3)].
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spécifiquement par cet anticorps est purifiée par chromatographie
d'affinité sur Protéine A-Sepharose CL4B (p.121). L'autoradiogramme
obtenu, aprés électrophorése en gel de polyacrylamide a 7,5% dans des
conditions non réductrices, met en évidence une seule bande
correspondant a4 une masse moléculaire de 126 kDa pour les cellules
T47D (piste 1) et de 110 kDa pour les lymphocytes humains activés
(piste 2) (Fig.21, 1p.138). Les profils sont identiques lorsque
I'électrophorése est effectuée dans des conditions réductrices en
présence de B-mercaptoéthanol.

Un contrdle de la fixation non-spécifique des IgG sur ces cellules,
réalisé en remplacant l'anticorps anti-récepteur par du sérum de Lapin

non immunisé, ne révéle aucune protéine radioactive (piste 3).

C- CONCLUSION

La fixation de l'anticorps anti-récepteur lymphocytaire, mesurée par
cytofluorimétrie de flux sur les cellules T47D, suggére que le récepteur
présent sur ces cellules posséde des épitopes communs avec celui isolé
par Mazurier et _al. (1989) sur les lymphocytes humains activés. Par
immunoprécipitation sur protéine A-Sépharose, le récepteur des cellules
T47D a été caractérisé comme une protéine monocaténaire de masse
moléculaire apparente de 126 kDa. Sur les lymphocytes humains activés
et les entérocytes de Souris, le récepteur a été visualisé sous la forme
d'une bande protéique de 110 kDa et 130 kDa, respectivement. La
différence de masse moléculaire entre le récepteur présent sur les
cellules T47D et celui des lymphocytes activés pourrait s'expliquer par
des variations de glycosylation du récepteur.

De plus, les cellules T47D et les lymphocytes humains activés

possédent un environnement membranaire distinct et, par conséquent,
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des différences dans la capacité de solubilisation des membranes
pourraient expliquer les variations de masse moléculaire du récepteur

présent sur ces deux types de cellules.
II1- CONCLUSION

Nous avons mis en évidence, pour la premiére fois, la présence du
récepteur de la lactotransferrine sur les cellules cancéreuses T47D de
glande mammaire humaine. Ce récepteur posséde des caractéristiques
immunologiques et fonctionnelles comparables & celles déterminées sur les
lymphocytes humains activés. Tout comme pour les entérocytes de
Souris (Hu et _al., 1988) et pour la lignée entérocytaire humaine HT29
(Derisbourg, 1991), 1les cellules épithéliales T47D fixent Ila

lactotransferrine, indépendamment du taux de saturation en fer de la

protéine.
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RECHERCHE DU RECEPTEUR DE LA LACTOTRANSFERRINE SUR
DIFFERENTES LIGNEES CELLULAIRES DE GLANDE MAMMAIRE HUMAINE

INTRODUCTION

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que le récepteur de
la lactotransferrine était présent sur les cellules épithéliales cancéreusés
de glande mammaire humaine T47D et qu'il p;)ssédait des propriétés
voisines de celui caractérisé sur les lymphocytes activés.

Au cours de cette étude, nous avons recherché si d'autres lignées
de glande mammaire, cancéreuses ou non, possédaient le récepteur afin
d'établir si la lactotransferrine pouvait &tre utilisée comme marqueur
potentiel de la cancérisation.

Nous avons utilisé comme modéles cellulaires, les lignées suivantes
qui nous ont été données par le Professeur Crépin de Bobigny et par le
Docteur Vandewalle de Lille :

- les lignées cancéreuses issues de métastases (MCF7, MDAMB 231)
et de tumeurs primaires de la glande mammaire (BT20, VHB1)
ainsi que la lignée HH9. Cette derniére lignée, tumorigéne chez la
souris nude, provient de la lignée HBL100 issue d'un tissu sain
qui a été transfectée par l'oncogéne hst.

- les lignées représentatives d'un état précancéreux telles que la
lignée HBL100 issue du lait d'une Femme saine et les lignées
NPM14T et NPM21T établies & partir de mastopathies bénignes non
prolifératives. Les cellules NPM14T et NPM21T sont immortalisées
par le géne T du virus SV40 pour étre maintenues en culture.

Les principales propriétés de ces cellules ont été décrites p.100.
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I- ETUDE DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE SUR LES
CELLULES DE GLANDE MAMMAIRE HUMAINE

A- ETUDE PAR CYTOFLUORIMETRIE DE FLUX

1) Les cellules cancéreuses

a- Méthode indirecte

Cette technique, identique & celle décrite pour les cellules T47D,
utilise d'une part, des anticorps anti-lactotransferrine capables de
reconnaitre spécifiquement la lactotransferrine hﬁmaine fixée sur les
cellules et d'autre part, des anticorps anti-IgG marqués a la
fluorescéine. Les histogrammes de fluorescence, obtenus pour Iles
différentes lignées cellulaires de glande mammaire humaine, sont
présentés dans la figure 22 (p.143). Le pic 1 est un témoin de la
fixation non spécifique des IgG sur les cellules. Nous observons un
déplacement du pic 2 vers de plus hautes intensités de fluorescence,
traduisant une augmentation de l'intensité de fluorescence des cellules,

ce qui suggeére que la lactotransferrine s'est fixée sur toutes les lignées

cancéreuses étudiées (MCF7, MDAMB 231, BT20, VHB1 et HH9).

b- Méthode directe

Le pic 1 des histogrammes de la figure 23 (p.145) est un témoin de
la fixation non-spécifique de 1la lactotransferrine, déterminée en
incubant les cellules en présence de 20 ug/ml de lactotransferrine
couplée a I'HyF et de 100 excés molaire de lactotransferrine
non-fluorescente. Le pic 2 illustre la fixation de la
lactotransferrine-HyF sur toutes les cellules cancéreuses testées. Ces

résultats confirment donc ceux obtenus par technique indirecte.




- 143 -

Cor [\n]
2 ®]
w
°
2
®
© ar]
2.
MCF7 o MDAMB 231
®
£
£
©
g 1
1gv
Intensité de fluorescence
[\~
s
BT20 B
VHB1

Figure 22 : Etude de la fixation de la lactotransferrine sur les cellules
cancéreuses MCF7, HH9, MDAMB 231, ”BTZO et VHB1, par
cytofluorimétrie de flux, par technique indirecte:

“Pie 1 : témoin

Pic 2 : fixation de la lactotransferrine
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2) Les cellules de mastoses

a~ Méthode indirecte

Les profils de fluorescence, obtenus sur les cellules de mastose
NPM14T et NPM21T (Fig.24 ‘A et B, p.146), sont semblables a ceux
précédemment déterminés pour les cellules cancéreuses. Ces reésultats
suggérent la fixation spécifique de la lactotransferrine humaine sur les

lignées précancéreuses NPM14T et NPM21T.

b~ Méthode directe

Les histogrammes de la figure 24 D et E (p.146) démontrent que la

lactotransferrine couplée a 1'HyF est reconnue par les cellules NPM14T
et NPM21T, confirmant ainsi les résultats précédents obtenus par

technique indirecte.

3) Les cellules issues de tissus sains

a- Méthode indirecte
Le décalage du pic 2 (Fig.24 C, p.146) par rapport au pic témoin 1

refléte la fixation de la lactotransferrine sur les cellules HBL100.

b- Méthode directe
L'histogramme de fluorescence présenté dans la figure 24 F (p.146)
montre que les cellules HBL100 fixent la lactotransferrine-HyF de

maniére identique aux cellules cancéreuses et aux cellules de mastose.
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Figure 23 : Etude de la fixation de la lactotransferrine sur les cellules
cancéreuses MCF7, HH9, MDAMB 231, BT20 et VHB1, par
cytofluorimétrie de flux, par technique directe:

Pic 1 : témoin

Pic 2 : fixation de la lactotransferrine~-HyF
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Figure 24 : Etude de la fixation de la lactotransferrine sur les cellules
de mastose NPM14T et NPM21T et celles de tissus sains HBL100, par
cytofluorimétrie de flux, pai- technique indirecte (A, B, C) et directe

(D, E, F).
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B- DETERMINATION DES PARAMETRES DE FIXATION

1) Les cellules cancéreuses

La fixation de la lactotransferrine-lzsl humaine saturée en fer sur
les différentes cellules cancéreuses est représentée dans les figures
25, 26 et 27 (p.148 a 150) en fonction des différentes concentrations en
lactotransferrine introduite dans le milieu d'incubation. Les courbes de
saturation montrent que la fixation de la lactotransferrine-lzsI sur les
cellules MCF7, BT20, VHB1 et HH9, est saturable a partir de 200 nM
(Fig.25 A, p.148 et 26 A, p.149) .

La linéarisation des résultats selon la méthode de Scatchard (Fig.25 B)
a permis de déterminer la constante de dissociation (K d) et le nombre
de sites de fixation (n) de la lactotransferrine sur ces cellules. Ces
valeurs sont regroupées dans le Tableau VII (p.151). Le K d est de 190
+/- 30 nM pour MCF7, de 160 +/- 20 et 288 +/- 30 nM pour,

respectivement, BT20 et VHB1 et de 340 +/- 10 nM pour HHI. Le

nombre de sites de fixation varie de 1,18x106 +/- 0,02 a 1,21x1()6 +/-

0,03 sites/cellule.

Ces paramétres sont trés proches pour les différentes cellules
étudiées, quelque soit leur origine (métastases ou tumeur primaire), et
comparables aux valeurs déja déterminées pour les cellules T47D.

Pour la lignée MDAMB 231, la fixation de la lactotransferrine est
difficilement saturable et n'atteint un plateau qu'a des concentrations
trés élevées de l'ordre de 600 nM (Fig.27, p.150). La constante de
dissociation est de 960 +/- 40 nM , soit une affinité environ 6 fois plus
faible que celle obtenue pour les autres lignées cancéreuses. Le nombre

de sites est 5 fois plus grand, de l'ordre de 4,8}:106 +/- sites/cellule.
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Figure 25 : Fixation de la lactotransferrine-lzsl humaine sur les cellules

cancéreuses MCF7 et HHSY :
A : courbe de saturation

B : représentation de Scatchard
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Figure 268 : Fixation de la lactotransferrine-1251 humaine sur les cellules

cancéreuses BT20 et VHBI1
A : courbe de saturation

B : représentation de Scatchard
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Figure 27 : Fixation de la lactotransferrine-lzsl humaine sur les cellules

cancéreuses MDAMB 231 :
A : courbe de saturation

B : représentation de Scatchard
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Tableau VII : Paramétres de fixation de la lactotransferrine humaine sur
les cellules cancéreuses, sur les cellules de mastose et sur les

cellules de tissus sains.

Cellule Kd ‘n x 106
(nM) (sites/cellule)
T47D 120 +/- 20 1,2 +/- 0,03
MCF7 190 +/- 30 1,18 +/- 0,02
HHO 340 +/- 10 - 1,21 +/- 0,02
BT20 160 +/- 20 1,18 +/- 0,03
VHB1 288 +/- 30 1,21 +/- 0,03
MDAMB-231 960 +/- 40 4,8 +/- 0.03
NPM14T 288 +/- 30 , 1,4 +/-0,02

NPM21T 350 +/- 20 i,6 +/- 0,01

HBL100O 216 +/- 30 1,4 +/- 0,02
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2) Les cellules de mastose

Les constantes de dissociation de la fixation de la lactotransferrine _

sur NPM14T (Fig.28 A, p.153) et NPM21T (Fig.28 B, p.153) sont,
respectivement, de 288 +/- 30 nM et 350 +/- 20 nM, valeurs comparables
a celles trouvées dans le cas des cellules cancéreuses T47D, MCF7,
BT20, VHB1 et HH9. Le nombre de sites n'est pas modifié et varie de

6 6

1,4x10° +/- 0,02 sites/cellule pour NPM21T a 1,6x10° +/- 0,01

sites/cellule pour NPM14T.

3) Les cellules de tissus sains

Les cellules HBL100 fixent spécifiquement 1la lactotransferrine

humaine avec une constante de dissociation de 216 +/- 30 nM et un

6 +/- 0.02, comparables aux

nombre de sites par cellule de 1,4 10
paramétres déterminés pour les cellules cancéreuses et pour les cellules

de mastopathie (Fig.29, p.154) .
D- CONCLUSION

Les différentes lignées cancéreuses, a Il'exception de la lignée
MDAMB 231, les cellules de mastose et les cellules issues de tissus sains
reconnaissent de la méme facon, la lactotransferrine humaine saturée en
fer (Tableau VII, p.151). L'affinité et le nombre de sites sont élevés,
comparables 4 ceux obtenus pour les lignées T47D et les lymphocytes
activés (Mazurier et al., 1989), suggérant l'existence d'un récepteur
similaire sur ces différentes cellules.

Seules les cellules MDAMB 231 fixent la lactotransferrine avec une
affinité 6 fois plus faible que celle déterminée pour T47D et un nombre

de sites 5 fois plus élevé. Par conséquent, il semblerait que les cellules
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Figure 28 : Fixation de la lactotransferrine-msl humaine sur les cellules

de mastoses NPM14T et NPM21T :
A : courbe de saturation

B : représentation de Scatchard
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MDAMB 231 ne reconnaissent pas la lactotransferrine par le méme
mécanisme que les cellules cancéreuses T47D, MCF7, BT20, VHB1 et

HH9.

II- IDENTIFICATION PAR CYTOFLUORIMETRIE DU RECEPTEUR DE LA
LACTOTRANSFERRINE SUR LES DIFFERENTES LIGNEES CELLULAIRES

Les études de fixation de la lactotransferrine suggeérent la présence
d'un récepteur similaire sur les lignées MbF7, BT20, VHB1 et HH9 que
celui présent sur les cellules T47D. Nous avons donc recherché si le
récepteur possédait des épitopes antigéniques communs & celui
caractérisé sur les T47D et sur les lymphocytes humains activés. La
fixation spécifique de Il'anticorps dirigé contre le récepteur
lymphocytaire de la lactotransferrine a été étudiée par cytofluorimétrie
sur les cellules cancéreuses, les cellules de mastose et celles issues de

tissus sains de la glande mammaire.
A- LES CELLULES CANCEREUSES

Les histdgrammes de fluorescence (Fig.30, p.157) obtenus pour
chacune des cellules cancéreuses, a l'exception de MDAMB 231, montrent
un décalage du pic 2 vers de hautes intensités de ﬂuorescence,. par
comparaison au pic témoin 1. Ce résultat suggére que I'anticorps
anti-récepteur lymphocytaire reconnait spécifiquement une protéine
présente & la surface des lignées MCF7, BT20, VHB1 et HH9 qui est
immunologiquement similaire a celle caractérisée sur les lymphocytes
humains activés.

Pour la lignée MDAMB 231, la superposition des pics de fluorescence
1 et 2 indique que l'anticorps anti-récepteur ne s'est pas fixé sur ces
cellules. Par conséquent, le récepteur de la lactotfansferrine ne semble

pas étre présent a la surface des cellules MDAMB 231.
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B- LES CELLULES DE MASTOSE

La fixation de I'anticorps anti~récepteur lymphocytaire sur les
cellules NPM14T et NPM21T, illustrée dans la figure 31 (p.158) est
similaire & celle obtenue pour les’lignées MCF7, BT20, VHB1 et HHS9.

C- LES CELLULES DE TISSUS SAINS

Les profils de fluorescence de la figure 31 (p.158) montrent que

I'anticorps anti-récepteur reconnait spécifiquement les cellules HBL100.
D- CONCLUSION

L'anticorps anti-récepteur lymphocytaire se fixe spécifiquement sur
les différentes cellules cancéreuses (MCF7, VHB1, BT20, HH9), de
mastose (NPM14T, NPM21T) et de tissus sains (HBL100). Ce résultat
confirme ceux obtenus lors des expériences de radiomarquage qui ont
démontré que la lactotransferrine interagissait avec ces cellules avec des
paramétres de fixation similaires. Il semblerait donc qu'un récepteur
semblable & celui des T47D et des lymphocytes activés soit présent sur
toutes ces lignées cellulaires.

La faible affinité des cellules MDAMB 231 pour la lactotransferrine,
le nombre de sites élevé et l'absence de fixation de l'anticorps anti'-»
récepteur, suggérent que ces cellules ne possédent pas & leur surface
le récepteur de la lactotransferrine qui a été caractérisé sur les cellules
T47D. La fixation de la lactotransferrine obtenue sur les cellules
MDAMB 231 semble étre de nature non-spécifique. La lactotransferrine
étant une protéine trés basique, elle pourrait s'adsorber aux
constituants membranaires chargés négativement, présents sur les

cellules.
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Figure 30 : Identification du récepteur de la lactotransferrine présent a

MDAMB 231
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la surface des cellules cancéreuses par cytofluorimétrie de flux, a l'aide

d'anticorps anti-récepteur lymphocytaire.
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Figure 31 : Identification du récepteur de la lactotransferrine présent
a la surface des cellules de mastose (NPM14T, NPM21T) et des cellules
normales (HBL100), par cytofluorimétrie de flux, a l'aide d'anticorps
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I1I- CONCLUSION

Les cellules cancéreuses MCF7, BT20, VHB1 et HH9, les cellules de
mastose NPMI14T et NPM2IT ainsi que celles issues de tissus sains
HBL100, fixent la lactotransferrine humaine par !'intermédiaire d'un
récepteur semblable a celui présent sur les cellules T47D et caractérisé
sur les lymphocytes activés (Mazurier et al., 1989).

Contrairement aux cellules cancéreuses qui possédent 10 a 20 fois
plus de récepteurs de la sérotransferrine que les cellules normales,
aucune différence significative n'a été observée concernant le nombre de
récepteurs de la lactotransferrine présent sur les cellules
précancéreuses et les cellules malignes établies & partir de métastases
ou de tumeurs solides. De méme les paramétres de fixation de 1la
lactotransferrine sont comparables pour les cellules de tissu sain HBL100
et les cellules tumorigénes HH9, qui dérivent des cellules HBL100
transfectées par 1'oncogéne hst. Ainsi, ces résultats préliminaires
suggérent que 1'apparition et le nombre de récepteur de la
lactotransferrine ne sont pas modifiés lors de la progression tumorale.
Cependant, les cellules testées sont toutes issues de lignées cultivées a
long terme in vitro. Aussi, afin de s'assurer que les conditions de
culture in vitro et que l'immortalisation des cellules de mastose ne
modifient pas l'apparition du récepteur de la lactotransferrine, il serait
intéressant de réaliser les mémes expériences directement sur des
primocultures de tissus sains et de les comparer a des primocultures de
carcinomes. Charplin et al. (1985) et Wuster et al. (1980), & l'aide
anticorps anti-lactotransferrine ont mis en évidence la lactotransferrine
sur des biopsies de carcinomes du sein de type "canalaire invasif".

Néanmoins, ces auteurs n'ont pas étudié l'existence de |Ila
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lactotransferrine sur des tissus sains et la présence de récepteurs de la
lactotransferrine n'a jamais été démontrée. Jusqu'a maintenant, les
essais sur les primocultures de biopsies de glande mammaire saine et

cancéreuse n'ont pu étre effectués, en raison de la difficulté d'obtenir

un nombre suffisant de ces cellules.

- Bien que ces résultats tendent &8 démontrer que le récepteur de la

lactotransferrine ne puisse pas étre considéré directement comme un

nouveau marqueur de la cancérisation, cela n'exclit pas la possibilité

que la présence du récepteur puisse étre corrélée a celle d'autres

marqueurs de développement des tumeurs, intervenant dans Ila
prolifération cellulaire. En effet, dans le cas de la sérotransferrine,
aucune relation directe n'a été établie entre le nombre de récepteurs et
le stade pathologique de la tumeur de la glande mammaire (Faulk et al.,
1980; Gatter et al., 1983 et Vandewalle et al., 1985). Cependant,
Vandewalle et al. (1988) démontrent gue l'apparition du récepteur de la
sérotransferrine & la surface des cellules cancéreuses MCF7, est
stimulée par l'oestradiol, suggérant un rbéle potentiel de 1la
sérotransferrine comme marqueur de l'action des oestrogépes.
Récemment, le rdle possible de la sérotransferrine comme modulateur de
la différenciation des cellules cancéreuses de glande mammaire a
également été évoqué (Vandewalle et al., 1991). Dans le cas de la
lactotransferrine, les études dans ce domaine sont pratiquement
inexistantes. Bien que le nombre de cas positifs testés soit insuffisant
pour établir une relation significative entre la présence de récepteurs
de la lactotransferrine et le degré de différenciation ou la présence de
récepteurs aux hormones stéroidiennes, Charplin et al. (1985) observent
que tous les carcinomes du sein positifs & la lactotransferrine sont de
grade tumoral peu avancé (stades I et II) et, surtout, possédent des

récepteurs a l'oestrogéne et a la progestérone. Ainsi, ces observations,
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suggeérent que la fixation de la lactotransferrine sur les cellules
cancéreﬁs‘es de glande mammaire et la présence de son récepteur
pu'.issent‘ étre corrélées a d'autres facteurs tels que les hormones et
leurs récépteurs.

Pour comprendre le r61e biologique joué par un récepteur exprimé a
la surface de cellules, il est utile, sinon indispensable, de connaitre la
nature des interactions moléculaires qui existent entre le récepteur et
son ligand, ainsi que la destinée du ligand dans la cellule. C'est
pourquoi, nous avons choisi, dans un premier temps, d'étudier la
nature de l'interaction de la lactotransferrine, d'une part, avec les
cellules cancéreuses et d'autre part, avec les lymphocytes activés. Daﬁs
un second temps, nous avons suivi la destinée intracellulaire de la

lactotransferrine saturée en fer dans les cellules T47D.
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LOCALISATION DU SITE DE FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE
HUMAINE SUR SON RECEPTEUR

INTRODUCTION

Les roles bidlogiques de la lactotransferrine sont nombreux et
diversifiés. Elle intervient tout particuliérement dans la croissance
cellulaire comme décrit p.40. Néanmoins, les mécanismes spécifiques par
lesquels la lactotransferrine interagit avec son récepteur pour contrdler
la prolifération cellulaire ne sont pas encore élucidés.

La lactotransferrine est constituée d'une seule chaine polypeptidique
repliée en deux lobes: N- et C-terminaux. Chaque lobe est glycosylé et
renferme deux domaines structuraux appelés, respectivement : NI, NII
et CI, CII. L'hydrolyse trypsique ménagée de la lactotransferrine a
permis d'isoler : un fragment N-trypsique de 30 kDa (résidus d'acides
aminés 4 a 283) et un fragment C-trypsique de 50 kDa (résidus d'acides
aminés 284 a 692) correspondant aux lobes N et C-terminaux, ainsi
que le glycopeptide N2 de 18 kDa (résidus d'acides aminés 91 a 259),
correspondant au domaine II du lobe N-terminal (Legrand et al., 1984).
Les fragments N- et é-trypsiques peuvent se réassocier en un complexe
non covalent N-t/C-t (Legrand et al., 1986).

Ces différents fragments ont été utilisés pour localiser le site de
fixation de la lactotransferrine humaine sur le récepteur présent & la
surface des lymphocytes humains activés et des cellules épithéliales T47D.

De nombreux peptides, obtenus par hydrolyse de la lactotransferrine

humaine par la protéase V8 de Staphylococcus aureus, ont également été

isolés, afin de localiser plus précisement la région peptidique de la

lactotransferrine reconnue par son récepteur.
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I- IDENTIFICATION DU DOMAINE STRUCTURAL DE LA
LACTOTRANSFERRINE RECONNU PAR LE RECEPTEUR
LYMPHOCYTAIRE

Etant donné que le récepteur de la lactotransferrine présent sur les
lymphocytes humains activés est parfaitement connu, nous avons choisi,
dans un premier temps, d'utiliser ces cellules pour caractériser le site
d'interation de la lactotransferrine avec son récepteur. Dans un second
temps, nous avons vérifié nos résultats en prenant les cellules T47D
comme modéle cellulaire.

Dans le but de déterminer la nature de l'interaction de 1la
lactotransferrine avec son récepteur, nous avons étudié la fixation des
fragments N- et C-trypsiques, du complexe N-t/C-t et du glycopeptide
N2 sur les lymphocytes humains activés. Par des expériences de
compétition, nous avons également mesuré la capacité d'inhibition de la

125

fixation de lactotransferrine~-"““I, par les différents fragments

trypsiques de la lactotransferrine.

A- FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE ET DE SES
FRAGMENTS TRYPSIQUES SUR LE RECEPTEUR LYMPHOCYTAIRE

125) gup

La fixation des différents fragments trypsiques marqués a I’
les lymphocytes humains activés par la PHA, a été réalisée selon le
protocole utilisé pour la lactotransferrine native et décrit dans
le chapitre "Matériels et Méthodes" (p.119).

Comme le montre la figure 32 (p.164), la fixation du fragment
N-trypsique et du complexe N-t/C-t sur les lymphocytes est saturable a

partir de 100 nM, avec des constantes de dissociation (K d) de 44 nM et

de 39 nM, similaires & celle de la lactotransferrine intacte (K & 46 nM).
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Figure 32 : Fixation de la lactotransferrine (0-0) et des fragments
trypsiques (complexe Nt/Ct (+=+); fragment N-t (k-%); fragment C-t (x=x);

glycoﬁéptide N2 (O-0)) sur les lymphocytes humains activés.
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Le nombre de sites de fixation, obtenus pour le fragment N-t (n= 140
000) et le complexe N-t/C-t (n= 170 600) est deux fois plus faible que
celui obtenu pour la protéine ‘native_ _(n= 350 000). La fixation du
fragment C-t et celle du glycopeptide ﬁ2 ne représentent que 8% de la
fixation totale de la lactotransferrine. De plus, ceite fixation est
linéaire et non saturable, ce qui suggeére une fixation non-spécifique.

IZSI

B~ INHIBITION DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE-
SUR LE RECEPTEUR LYMPHOCYTAIRE PAR LES FRAGMENTS

TRYPSIQUES

Les expériences de compétition sont réalisées a 4°C entre Ia

a 1,125

lactotransferrine marquée I (100 nM) et 0 & 10 uM de fragments

trypsiques non marqués (Fig.33, p.166). Ainsi, en présence de 25uM de

1251—1actotransferrine fixée

lactotransferrine non radioactive, le taux de
aux cellules n'est plus que de l'ordre de 51 %. Lorsque les incubations
sont réalisées en présence du complexe N-t/C-t ou du fragment
N-trypsique, seulement 63% et 70% de la lactotransferrine-lzsl sont fixés
sur les lymphocytes. Par ailleurs, ni le fragment C~t, ni le glycopeptide
N2 n'inhibent de fagon significative la fixation de la lactotransferrine
sur les lymphocytes, puisque seulement 5 % d'inhibition sont obtenus en

présence de ces deux fragments. Ces expériences confirment donc les

études de fixation précédemment décrites.
C- CONCLUSION
Le fragment N-trypsique de la lactotransferrine et le complexe

N-t/C-t se fixent spécifiquement sur les lymphocytes activés, tandis

que ni le glycopeptide N2 correspondant au domaine NII du lobe N-t, ni
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Figure 33 : Inhibition de la fixation de la lactotransferrine-lzsl sur les

lymphocytes humains activés par: la lactotransferrine (¢-¢), le complexe

(+-+), le fragment N-t (k-X), le fragment C-t (x-Xx) et le glycopeptide

N2 @©-0).
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le fragment C-t ne sont reconnus par le récepteur lymphocytaire.

Ces résultats indiquent donc:

- d'une part, que le site d'interaction de la lactotransferrine avec
son récepteur est localisé dans le fragment N-t (résidus d'acides aminés
4 a 283) et, plus précisement, dans le domaine NI (résidus d'acides
aminés de 1 a 91 et de 251 a 319);

- d'autre part, que les glycannes de la lactotransferrine
n'interviennent pas dans l'interaction de la lactotransferrine humaine
avec le récepteur, puisque ni le glycopeptide N2, ni le fragment C-
trypsique, tous deux glycosylés ne se fixent sur les lymphocytes.

Par ailleurs, les expériences de fixation des fragments trypsiques

1251 et les expériences de compétition utilisant les fragments

marqués a 1'
non-marqués, démontrent que l'iodination de la protéine ne modifie pas
la fixation de la lactotransferrine sur son récepteur. L'ensemble de ces
résultats difféerent de ceux obtenus’ pour l'ovotransferrine par Mason et
Brown (1987) qui ont démontré d'une part, que les lobes N- et
C-terminaux isolés de l'ovotransferrine ne sont pas reconnus par les
réticulocytes embryonnaires de poulet et d'autre part, que l'iodination
d'un résidu tyrosinyl du lobe C-terminal diminue l'affinité du récepteur
pour l'ovotransferrrine. Néanmoins, lorsque les deux fragments N- et
C-trypsiques vréassociés ou non sont présents, la fixation de
l'ovotransferrine sur les réticulocytes a lieu. .

Par conséquent, & partir de ces résultats préliminaires, il apparait

que les interactions de la lactotransferrine humaine et de

I'ovotransferrine avec leur récepteur spécifique sont différentes.
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II- ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UN PEPTIDE DE LA
LACTOTRANSFERRINE RECONNU PAR LE RECEPTEUR
LYMPHOCYTAIRE
En collaboration avec Dominique Legrand, nous avons cherché a

isoler le plus petit peptide du domaine NI du lobeb N-terminal de la

lactotransferrine qui soit encore capable d'interagir avec le récepteur
lympho cytaire.
Différents peptides obtenus par hydrolyse ménagée du lobe

N-terminal par la protéase V8 de Staphylococcus aureus, ont été isolés

par HPLC, selon le protocole décrit & la page 116. Le pouvoir
inhibiteur de ces peptides sur la fixation de la lactotransferrine a la
surface des lymphocytes activés a été étudié. La structure primaire du
peptide inhibiteur de la fixation de la lactotransferrine a été déterminée

en collaboration avec le Professeur Tartar de l'Institut Pasteur de Lille.

A- ISOLEMENT DE PEPTIDES A PARTIR DU LOBE N- TERMINAL DE

LA LACTOTRANSFERRINE

Le fragment N-trypsique, correspondant au lobe N-t de la
lactotransferrine, capable de se fixer au récepteur lymphocytaire, a été

hydrolysé par la protéase V8 de Staphylococcus aureus dans les

conditions décrites a la page 116.

La figure 34 (p.169) montre le profil de purification de 1'hydrolysat
du fragment N-trypsique, obtenu par HPLC en phase inversée. Les 11
fractions détectées sont numérotées de I & XI. L'analyse des fractions
peptidiques, en gel de polyacrylamide a 16,5% en présence de SDS et
dans des conditions réductrices, indique que les fractions I a IV ne

contiennent pas de composés détectables au bleu de Coomassie, et sont
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Figure 34 : Profil de purification des hydrolysats peptidiques du lobe

N-t de la lactotransferrine humaine, obtenu par HPLC.
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Y Iv. V. v vt viit IX X xi kDa

Figure 35 : Détermination des masses moléculaires des hydrolysats

peptidiques du lobe N-t de la lactotransferrine, par éléctrophorése en

gel de polyacrylamide a 16,5%.
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constituées probablement de sels, d'acides aminés ou de trés courts
peptides (Fig.35, p.170). Les fractions VI, IX et X contiennent un
mélange de peptides dont les masses moléculaires sont comprises entre
30 kDa (probablement le fragment N-trypsique intact) et 1 kDa, avec
des bandes majeures de 13 & 14 kDa (Fig.35, p.170). Les fractions V,
VII et XI renferment une bande protéique majeure de masse moléculaire

voisine de 4 kDa.

B- CARACTERISATION DU PEPTIDE RECONNU PAR LE RECEPTEUR

L'inhibition de la fixation de la lactotransferrine humaine marquée a
1'1251 sur les lymphocytes humains activés est réalisée en présence de
10 uM de chacune des fractions VI a IX, du fragment N-t, du
glycopeptide N2 ou de la lactotransferrine native.

Comme le montre la figure 36 (p.172), et comme précédemment

125I-lactotransferrine est

décrit a la page 168, la fixation de la
inhibée a 58% et a 35% par 25 uM respectivement de lactotransferrine et
de fragment N-trypsique. Seule une inhibition de 5% est observée avec
le glycopeptide N2 de 18 kDa. L'inhibition la plus importante (45 %) est
mesurée en présence de la fraction VII qui contient une bande protéique
majeure de 4 kDa. Les pourcentages d'inhibition les plus faibles (16 et
24%), obtenus avec les fractions V et VI et IX & XI pourraient
s'expliquer par la présence, parmi les différentes bandes visualisées en
gel de polyacrylamide, d'une bande de 4 kDa qui pourrait étre identique
a celle trouvée dans la fraction VII (Fig.35, p.170).

La détermination de la séquence primaire du peptide contenu dans la
fraction VII, réalisée dans le Laboratoire du Professeur Tartar, a mis
en évidence deux séquences : RRSVQ et ATKCF, dans un méme rapport

molaire. En tenant compte de ces deux séquences N-terminales, de la

composition en acides aminés de la fraction VII et du clivage spécifique




- 172 -

100 -

80

60

% d'inhibition

LTF Fragment P-V  P-VI P-VIl P-Vill P-IX P-X P-XI
N-t

Figure 36 : Inhibition de la fixation de la lactotransferrine-msl sur les

lymphceytes humains activés, par les hydrolysats peptidiques du lobe N-t.
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de la lactotransferrine par la protéase V8, a pH 4, aprés les résidus
d'acide glutamique, le peptide de 4 kDa a été localisé sur la séquence
de la lactotransferrine humaine entre les résidus d'acides aminés 4 a 16
et 17 a 52 (Fig.37, p.174). La présence d'un pont disulfure entre les
résidus de cystéine 10 et 46 permet aux deux chaines peptidiques de
rester associées de fagon covalente. Les trois premiers résidus d'acides
aminés de la lactotransferrine (GRR) sont perdus lors de la protéolyse
de la protéine par la trypsine pour obtenir les fragments N- et

C-trypsiques (Legrand et al., 1984, 1986).
C- CONCLUSION

Ces résultats indiquent que 1la zone d'interaction de la
lactotransferrine avec le récepteur lymphocytaire est localisée
précisement dans la séquence d'acides aminés de 4 & 16 et de 17 a 52

du domaine NI du lobe N-terminal de la lactotransferrine humaine.

III- IDENTIFICATION DU SITE D'INTERACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE

AVEC LES CELLULES T47D

Dans le but de confirmer que le récepteur de la lactotransferrine
présent sur les cellules épithéliales T47D est siniiléire a celui des
lymphocytes humains activés, nous avons vérifié que la nature de
I'interaction de la protéine avec les cellules T47D était identique a celle

déterminée pour le récepteur lymphocytaire.
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RRSVQWCAVSQPE ATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPIQCIQAIAE

Figure 37 : Structure primaire du site de reconnaissance de la
lactotransferrine humaine par son récepteur (résidus d'acides aminés

4 & 52).
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A- INHIBITION DE LA FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE

PAR LES FRAGMENTS PEPTIDIQUES

Des expériences d'inhibition de la fixation de la
1actotransferrine-1251 ont été effectuées en présence de 0 a 10 uM de
chacun des fragments N- et C-trypsiques, du glycopeptide N2, de la
fraction peptidique VII ou de la lactotransferrine native.

La figure 38 (p.176) montre que 38% et 45% d'inhibition sont
obtenus en présence de 10 uM xlespec\tivement du fragment N-t et de la
fraction VII, contre 81% d'inhibition avec la lactotransferrine native.

Le fragment C-trypsique et le glycopeptide N2 n'inhibent la fixation

1251 qu'a 6%, suggérant que ces deux peptides

de la lactotransferrine-
n'interagissent pas avec le récepteur de la lactotransferrine présent sur

les cellules épithéliales T47D.

B- CONCLUSION

Ces expériences démontrent que le récepteuf de lactotransferrine
des cellules T47D reconnait spécifiquement le fragment N-trypsique et le
peptide de 4 kDa (résidus d'acides aminés 4 a 52) contenu dans la
fraction VII.

Par conséquent, le site d'interaction de la lactotransferrine. avec les
cellules T47D est identique a celui caractérisé sur les lymphocytes
activés. Il est localisé dans la région du domaine NI de la

lactotransferrine humaine comprenant les résidus d'acides aminés de 4 a

52.
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Figure 38 : Inhibition de la fixation de la lactotransferrine-1251 sur les

cellules T47D par les fragments peptidiques de la lactotransferrine

humaine.
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IV~ DISCUSSION

Au cours de cette étude, la région de la lactotransferrine humaine
impliquée dans l'interaction de la glycoprotéine avec le récepteur
lymphocytaire et avec celui des cellules T47D, a été Ilocalisée
précisément dans le domaine I du lobe N-terminal de la lactotransferrine
entre les résidus d'acides aminés 4 a 52. Dés 1989, Anderson et al.
avaient émis 1'hypothése que cette région basique de la lactotransferrine,
contenant 6 Arg et 3 Lys, pouvait constituer un site possible de
reconnaissance pour un récepteur membranaire.

D'autres expériences sont venues confirmer nos résultats. Ainsi,
Legrand et al. (1991 a) ont montré que l'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC) couplé de fagon covalente a la lactotransferrine humaine,
inhibait la fixation de la protéine sur les Ilymphocytes activés.
L'isolement de peptides fluorescents, obtenus aprés protéolyse de la
lactotransferrine marquée au FITC, a révélé que le FITC se lie
préférentiellement sur la Lys 264 du domaine NI du lobe N-terminal. Ce
résultat confirme ainsi l'observation selon laquelle le domaine NI serait
impliqué dans la reconnaissance de la lactotransferrine par les cellules.

Une approche expérimentale semblable a celle utilisée pour le FITC a
été réalisée par D. Legrand et al. (1991 a et b), en couplant Ia
lactotransferrine au Sulfosuccinimidyl 3 [(2-(p azidosalicrylamido) éthyl
dithio} ‘propionate (SADS) et ' au sulfosuccinimidyl 6-(4'azido
2-nitrophénylaminohexanoate (Sulfo-SANPAH), deux réactifs
bifonctionnels généralement utilisés pour le couplage de récepteur avec
un ligahd. Les groupements azide de ces deux réactifs sont inactivés
par photolyse et seuls les groupements succinimidyl ester sont couplés
aux Lys de la protéine. Lorsque la lactotransferrine est couplée au

SASD, préférentiellement sur la Lys 74, la protéine marquée n'est plus
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reconnue par le récepteur lymphocytaire. Néanmoins, si 1la
lactotransferrine est conjuguée sur la Lys 281 au sulfo~SANPAH, la
lactotransferrine se fixe sur les lymphocytes activés. Par modélisation
moléculaire, en collaboration avec le groupe du Professeur G. Vergoten,
Legrand et al. (1991 a et b) ont démontré que le FITC et le SASD
couplés a 1la lactotransferrine masquaient la région peptidique des
résidus d'acides aminés de 4 a 52, reconnue par le récepteur (Fig.39,
p.179). Contrairement au FITC et au SASD, le Sulfo-SANPAH ne
recouvre pas la région du site d'interaction de la lactotransferrine. Les
calculs de modélisation ont été réalisés a partir des données
cristallographiques de la lactotransferrine humaine, par un programme
SEARCH du logiciel SYBYL, sur une station de travail Evans et
Sutherland PS350 connecté a un ordinateur Héte Vax 6320.

La structure tridimensionnelle du peptide, comprenant les résidus
d'acides aminés 4 a 52, a été déterminée par modélisation moléculaire,
sur la base des données issues de la cristallographie (Legrand et al.,
1991 b). La conformation du peptide est stabilisée par la présence de
deux ponts disulfure. La figure 40 (A p.180) représente la conformation
spatiale du peptide qui est constituée par l'enchainement de structures
en feuillet B8 reliées alternativement par des structures en hélice a
(B-a-B-a). Cette région peptidique de la lactotransferrine est distante
du site de fixation du fer et est facilement accessible aux solvants.

Sur la base de ces résultats, quatre régions du peptide 4-52 de la
lactotransferrine humaine semblent accessibles au récepteur
membranaire: les résidus 4 & 6, 14 a 27 et deux régions de structure
en coude B KVRG (résidus 28 a 34) et KRDS (résidus 38 a 42)
(Legrand et al., 1991 a et b). Comme décrit dans les "Généralités" a la
page 38, le tétrapeptide KRDS inhibe la fixation du fibrinogéne sur le
complexe GPIIb-IIla des plaquettes (Raha et al., 1988; Mazoyer et al.,
1990; Drouet et al., 1990). En effet, KRDS posséde une forte homologie
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SASD FITC

Sulfo-SANPAH

Figure 39 : Localisation du peptide (résidus d'acides aminés 1 a 52), du

FITC, du SASD et du sulfo-SANPAH sur le lobe N-t de la

lactotransferrine humaine, par modélisation moléculaire.
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Figure 40 : Modélisation du peptide comprenant les résidus d'acides

aminés 1 a 52 des différentes transferrines:

A : Peptide du lobe N- terminal de la lactotransferrine humaine (LTF).
Les étoiles indiquent les acides aminés accessibles au solvant.

B : Superposition des peptides du lobe N- terminal de la LTF humaine
(1), de la LTF bovine (2), de la STF humaine (3) et du

peptide du lobe C- terminal de la LTF humaine (4).
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structurale avec la séquence RGDS qui est 1'un des sites de fixation du

fibrinogéne sur GPIIb-IIla. Cependant, les actions in vitro et in_ vivo

de ces deux peptides semblent étre différentes, suggérant selon
Mazoyer et al. (1990) que KRDS et RGDS agissent sur des sites
distincts. Aucune interaction de la lactotransferrine avec GPIIb-IIla n'a
d'ailleurs jusqu'a ce jour été mise en évidence. Au Laboratoire, Legrand
et _al. (1991b) ont démontré que KRDS était incapable d'inhiber 1la
fixation de la lactotransferrine humaine sur le récepteur lymphocytaire.
Par conséquent, le site d'interaction de la lactotransferrine avec les
lymphocytes et les cellules T47D semble étre localisé dans les régions
incluant les résidus d'acides aminés 4 a 6, 14 a 27 et 28 & 34 de Ia

lactotransferrine humaine, accessibles aux solvants (Fig.40 A, p.180).

Actuellement, les études concernant le site d'interaction de la
lactotransferrine avec son récepteur se poursuivent au Laboratoire. Les
résultats préliminaires obtenus par Sophie Delettre (1991) indiquent que
la lactotransferrine bovine est reconnue par les cellules T47D, mais avec
une affinité inférieure & celle de la lactotransferrine humaine. En
collaboration avec le Groupe du Professeur G. Vergoten, la conformation
de la région 4-52 du lobe N-terminal de la lactotransferrine humaine a
été comparée aux régions homologues de la lactotransferrine bovine, de
la sérotransferrine et du Ilobe C-terminal de la lactotransferrine
humaine. L'existence d'une boucle en coude B, située entre les résidus
30 et 35, pourrait expliquer la spécificité de reconnaissance de chacune
de ces protéines par le récepteur. En effet, le peptide localisé dans le
lobe C-terminal posséde globalement la méme structure spatiale que le
peptide du lobe N-terminal mais est plus court de 4 acides aminés au
niveau de la région en 8- turn, reliant la premiére hélice a au second

feuillet 8 (Fig.40 B, p.180). Nous avons démontré que le récepteur ne
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reconnaissait pas le lobe C-terminal de la lactotransferrine humaine. Le
fait que la région en B- turn reliant les résidus d'acides aminés 30 a
35, soit réduite dans le lobe C-terminal, nous a conduit & émettre
I'hypothése que ce segment pourrait étre impliqué dans le mécanisme de
reconnaissance entre la lactotransferrine et son récepteur. De plus, la
conformation du peptide localisé dans le lobe N-terminal est identique
dans les lactotransferrines humaine et bovine, malgré 1la nature
différentes des acides aminés qui constitue cette région. La
superposition, de la région en 8- turn du peptide des lactotransferrines
humaine et bovine, explique pourquoi ces protéines sont reconnues par
le méme récepteur présent sur les cellules T47D (Fig.40 B, p.180). Le
peptide de la sérotransferrine, bien que présentant une forte homologie
de structure basée sur l'enchainement B-a-B-a avec la lactotransferrine
humaine, voit sa conformation modifiée au niveau de la zone en coude B8
reliant la premiére hélice a au second feuillet 8 (Fig.40 B, p.180). La
présence de trois résidus supplémentaires dans cette région explique
cette différence de conformation. On sait actuellement que Ila
sérotransferrine n'est pas reéonnue par le ©récepteur de Ila
lactotransferrine. Le fait que le site peptidique en coude B de 1la
lactotransferrine ne soit pas superposable a celui de la sérotransferrine

pourrait expliquer l'incapacité de la sérotransferrine & se fixer sur le

récepteur de la lactotransferrine.
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ETUDE DE LA DESTINEE INTRACELLULAIRE DE LA LACTOTRANSFERRINE
ET DE SON FER DANS LES CELLULES T47D

INTRODUCTION

I1 est clairement | établi que l'activité facteur de croissance de la
sérotransferrine sur les cellules est essentiellement liée & son apport en
fer, comme cela a été décrit dans le chapitre "Généralités" (p.67). Le
mécanisme d'endocytose de la sérotransferrine, mis en évideﬁce dans
plusieurs lignées cellulaires est bien connu : aprés internalisation, la
sérotransferrine libére son fer a4 pH acide dans les endosomes et le
complexe sérotransferrine-récepteur est recyclé a la surface cellulaire.
A pH neutre, l'aposérotransferrine se dissocie de son récepteur, puis
est libérée dans le milieu (Klausner et al., 1983; Dautry-Varsat et al.,
1983). Plus récemment, un second mécanisme, expliquant l'activité
facteur de croissance de la sérotransferrine, a été caractérisé. Ce
mécanisme implique la réduction du fer de la sérotransferrine par une
NADH oxydoréductase de la membrane plasmique (Siin et al., 1987a;
Thorstensen et Romslo 1990).

Le réle de la lactotransferrine dans la prolifération de cellules
normales et cancéreuses n'est pas encore élucidé (Hashizume et al.,
1983; Nichols et al., 1987; Mazurier et _al., 1989). Selon les études
préliminaires d'Oria et al. (1988) et de Nichols et al. (1990), le fer
n'est pas indispensable pour stimuler la croissance des cellules. En
effet, ces auteurs ont démontré que le fer ne pénétrait pas dans les
cellules macrophagiques P388D et que l'apolactotransferrine possédait la
méme activité facteur de croissance que la lactotransferrine saturée.

Pour expliquer d'une part, le réle de la lactotransferrine humaine

comme facteur de croissance et, d'autre part, pour éclaircir la présence
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de la lactotransferrine dans de nombreux tissus cancéreux (Charpin et
al. ,‘ 1985; Tuccari et al., 1989), nous avons suivi la destinée
intrgcellulaire du fer et de la lactotransferrine dans les cellules T47D.
Nous:' " avons utilisé, pour nos recherches, des techniques
d'immunbcytochimie, de microscopie de fluorescence et des techniques
R l,125 59

biochimiques utilisant la lactotransferrine marquée a I et au Fe,

en présence ou non d'inhibiteurs de l'endocytose.

I- ETUDE DE LA DESTINEE INTRACELLULAIRE DE LA
LACTOTRANSFERRINE
Dans une premiére étape, nous avons cherché & visualiser par
microscopie de fluorescence, en collaboration avec Florence Delplace, la
destinée intracellulaire de la lactotransferrine dans les cellules T47D.

Dans une seconde étape, a partir de cinétiques réalisées & 37°C en

1251, nous avons évalué les

présence de lactotransferrine marquée a 1'
proportions relatives de produits radioactifs liés aux membranes,
localisés a l'intérieur des cellules et celles libérés dans le milieu de

culture.

A- ETUDE PAR MICROSCOPIE DE FLUORESCENCE

Les cellules T47D ont été préincubées 45 min & 4°C en présence de
20 ug/ ﬁl de lactotransferrine, soit une quantité correspondante a deux
fois la valeur du K q° afin de saturer tous les sites de fixation.

Les cellules sont placées ensuite a 37°C pendant 60 min, lavées,
fixées, perméabilisées puis incubées en présence d'anticorps
anti-lactotransferrine et d'anticorps anti-IgG de lapin couplés a la
fluorescéine, selon la technique décrite a la page 122. Les préparations

cellulaires ont été analysées a l'aide d'un microscope de fluorescence a
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excitation Laser, en plongeant directement l'objectif & immersion dans le
tampon qui recouvre les cellules T47D adhérentes a la boite de Pétri.
Cette technique permet de collecter plus de lumiére et de préserver les
cellules de la dégradation par l'irradiation au Laser, en Ilimitant
I'échauffement de la préparation et 1'évaporation du tampon.

Les résultats montrent que lorsque les cellules sont incubées a 4°C
(Fig.41 A, p.18), une fluorescence intense apparait & la périphérie des
cellules, correspondant a la fixation de la lactotransferrine & la surface
des T47D. Dans le cas du témoin illustrant la fixation non-spécifique
des IgG sur les cellules T47D, réalisé en absence de lactotransferrine,
aucun fluorescence n'est observée.

Aprés 60 min d'incubationa 37°C, seule la surface cellulaire
apparait toujours fluorescente (Fig.41 B, p.186).

B- ETUDE PAR MARQUAGE DE LA LACTOTRANSFERRINE A L2

1) Cinétique a 37°C de la destinée intracellulaire de la

lactotransferrine

125

Apres fixation de la lactotransferrine marquée a 1'" ““I a la surface

des cellules T47D, a 4°C, une cinétique est réalisée a 37°C, entre 5 et
90 min, selon le protocole décrit & la page 125, dans le but de
quantifier le taux de lactotransferrine internalisée dans ces cellules.
Aux temps indiqués, le milieu d'incubation est retiré et les cellules

adhérentes sont traitées, a 4°C, a la trypsine/EDTA, afin de libérer la
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Figure 41 : Etude de la destinée intracellulaire de la lactotransferrine
dans les cellules T47D, par microscopie de fluorescence (Gx1200) :

A : Incubation 45 min a 4°C B : Incubation 60 min a 37°C
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lactotransferrine-1251 non-internalisée, présente a la surface cellulaire.

La quantité de radioactivité libérée dans le milieu, celle résistante a la
trypsine qui correspond a la lactotransferrine internalisée, et celle
sensible a la trypsine qui représente la lactotransferrine liée aux
membranes, sont mesurées séparément. Les résultats sont exprimés en
pourcentage de la quantité totale de lactotransferrine fixée a 4°C sur
les cellules.

Comme le montre la figure 42 p.188, Ilorsque Ales cellules sont
incubées uniquement a 4°C, 82% de la lactotransferrine totale sont
retrouvés dans la fraction trypsine-sensible et 18% ne sont pas détachés
par le traitement enzymatique. |

Entre 2 et 10 min d'incubation a 37°C, en tenant compte de Ila
quantité de lactotransferrine fixée sur la membrane cellulaire et non
détachable par la trypsine (18%), seulement 5% de la
lactotransferrine-1251 totale sont inaccessibles a la trypsine et donc
considérés comme internalisés dans les cellules T47D.

La lactotransferrine initiallement fixée aux membranes, est reldchée
rapidement dans le milieu, entre 2 et 20 min d'incubation a 37°C. A

partir de 30 min seule 40% restent spécifiquement fixés & la surface

membranaire des cellules T47D, le reste étant libéré dans le milieu.

2) Analyse de la lactotransferrine libérée dans le milieu

Une aliquote du milieu d'incubation a 37°C prélevée aux temps 5,
15, 30, 60 et 90 min, est analysée en gel de polyacrylamide & 15% en
présence de SDS selon les conditions décrites a la page 125 (Fig.43 B,
p-189). Pour les différents temps indiqués, une seule bande protéique
radioactive de 80 kDa est observée. Cette bande correspond a la masse
moléculaire de 1la lactotransferrrine native. Aucun produit de

dégradation de masse moléculaire inférieure a 80 kDa n'est détectable.
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Le reste du milieu d'incubation est précipité a I'ATCA 10%. La
fraction acido~soluble contenant des micromolécules ne constitue que 3 a
5% de la quantité totale de radioactivité présente dans le milieu. Ce
pourcentage ne varie pas au cours du temps (Fig.43 A p.189). La
fraction acido-précipitable qui renferme la lactotransferfine-lzsl intacte,
est de l'ordre de 95%. Ces résultats suggeérent que la lactotransferrine

libérée dans le milieu n'a pas été dégradée par les cellules.
C- CONCLUSION

Les résultats obtenus par microscopie de fluorescence suggérent que
la lactotransferrine n'est pas endocytée dans les cellules.

Par radiomarquage de la protéine nous avons confirmé ces
résultats en démpntrant que 40% de la lactotransferrine reste fixée a la
surface cellulaire. En tenant compte de la fixation non-spécifique de la
protéine sur les cellules T47D, le faible taux de lactotransferrine
internalisée mesurée (5%) pourrait étre expliqué par un mécanisme
d'endocytose en phase fluide. Par conséquent, la lactotransferrine non
dégradée qui a été retrouvée dans le milieu n'a pas été exocytée par la
cellule. Il s'agit probablement d'un simple déplacement d'équilibre d'une
partie de la lactotransferrine fixée aux sites membranaires vers le milieu

d'incubation qui n'en contient pas.
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IV- ETUDE DE LA DESTINEE INTRACELLULAIRE DU FER FIXE A LA
LACTOTRANSFERRINE

A- CINETIQUE A 37°C DE LA DESTINEE INTRACELLULAIRE DU
59Fe DE LA LACTOTRANSFERRINE

La lactotransferrine marquée au 59Fe a été préalablement fixée sur
les cellules T47D et une cinétique a été réalisée & 37°C pour déterminer
si le fer pouvait étre internalisé dans les cellules. Aprés 5, 15, 30, 45
et 90 min a 37°C, la lactotransferrine fixée a la surface cellulaire est
détachée par traitement a la trypsine afin de déterminer la quantité de
lactotransferrine radioactive internalisée- dans les cellules. Comme le

montre la figure 44 (p.192), la radioactivité associée aux cellules est

59

faible et n'augmente pas au cours du temps. La quantité de Fe

mesurée correspond au fer fixé a la lactotransferrine qui est restée
attachée aux cellules aprés traitement & la trypsine. L'absence
d'accumulation du fer dans les cellules suggére que le fer n'a pas été

endocyté dans les cellules T47D.
B- LIBERATION DU FER FIXE A LA 12°I-LACTOTRANSFERRINE

L' expérience brécédente ayant démontré que le fer ne pénétrait pas
dans les cellules, nous avons étudié la libération du fer de 1la

lactotransferrine fixée au récepteur, en mesurant le rapport
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Figure 44 : Etude cinétique de la destinée intracellulaire du fer fixé a

la lactotransferrine dans les cellules T47D : mesure de la radioactivité

59

du ““Fe associée aux cellules, aprés traitement & la trypsine.
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fer/protéine associé aux membranes, a 4°C et a 37°C, par double

1,125 59

marquage de la lactotransferrine a I et au "“Fe, selon la technique

décrite a la page 126.

A 4°C, le rapport molaire fer/protéine lié aux ‘éellules chute
rapidement, entre 0 et 5 min, de »1,6 a 1,38, ce qui indique une
libération de 14% du fer de la lactotransferrine fixée au récepteur. A
partir de 5 min d'incubation, le rapport molaire fer/protéine
membranaire diminue progressivement et atteint un maximum de 28% de
fer libéré dans le milieu a 45 min (Fig.45 A, p.194).

Lorsque les cellules sont placées & 37°C, aprés une préincubation a
4°C pour saturer tous les sites de fixation, une baisse rapide du
rapport fer/protéine est & nouveau observée entre 0 et 10 min
d'incubation (38% de fer libéré) (Fig.45 B, p.194). Au bout de 90 min
un maximum de 55% du fer est reldché par la lactotransferrine humaine
associée aux cellules.

Dans le but de vérifier que le nitrilotriacétate, introduit dans le
milieu d'incubation pour chelater le fer, n'influencait pas la libération
du fer de la lactotransferrine, la lactotransferrine (avec un rapport
molaire fer/protéine de 1,6) a été incubée en présence de 100 uM de
nitrilotriacétate, mais en absence de cellules. Aprés 90 min d'incubation,
la lactotransferrine a été isolée sur colonne de SP-Séphadex C50. Le
rapport molaire fer/protéine de la lactotransferrine purifiée est
identique au rapport fer/protéine de la lactotransferrine introduite
dans le milieu, suggérant ainsi que le 59Fe ne s'est pas dissocié

spontanément de la protéine durant l'incubation avec le nitrilotriacétate.
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Figure 45 : Etude cinétique de la libération du fer de la

.

lactotransferrine fixée aux cellules T47D, & 4°C (A) et a 37°C (B) :

détermination du rapport molaire fer/protéine associé aux cellules.
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C- CONCLUSION

59Fe n'a été observée dans les cellules

Aucune accumulation du
T47D, au cours du temps, ce qui suggére que le fer n'a pas été
internalisé. Le rapport fer/protéine associé a la membrane plasmique
diminue de 1,6 a 0,88 au bout de 90 min d'incubation a 37°C, ce qui

indique une libération dans le milieu extérieur de 55% du fer de la

lactotransferrine fixée au récepteur.

III- CONCLUSION

-~Toutes les études sur l'endocytose de la sérotransferrine démontrent
clairement que le réle majeur de cette protéine est de livrer le fer aux
cellules pour leur croissance cellulaire. Deux mécanismes ont pu étre
mis en évidence:

- un mécanisme universel qui implique l'endocytose du complexe
récepteur-sérotransferrine diferrique dans les cellules, la libération du
fer a pH acide dans les endosomes et le recyclage du complexe
récepteur aposérotransferrine a la surface cellulaire (Klausner et al.,
1983; Dautry-Varsat et al., 1983);

- un mécanisme secondaire, dﬂémontré dans certaines cellules (K562,
HeLa, hépatocytes), qui repose sur la réduction du fer de lé
sérotransferrine au niveau de la membrane plasmique par une NADH
oxydoréductase (Thorstensen 1988; Thorstensen et Romslo, 1988, 1990).
Cette réaction entraine une libération du fer fixé a la protéine et sa
capture par les cellules.

Selon le type cellulaire ou le degré de saturation en fer de la
protéine, 1'un ou l'autre de ces mécanismes pourrait étre privilégié.

En ce qui concerne la lactotransferrine, comme nous l'avons décrit
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dans le chapitre des "Généralités", les résultats concernant l'étude du
mécanisme d'internalisation de Ia lactotransferrine varient selon la
nature des  cellules impliquées et ceux sur les mécanismes
d'internalisation du fer sont pratiquement inexistants.

Nos résultats démontrent que la lactotransferrine, d'une part, n'’est
pas endocytée dans les cellules épithéliales cancéreuses T47D et que
d'autre part, 40% de la protéine restent fixés spécifiquement au
récepteur, aprés 90 min d'incubation & 37°C. Ces résultats sont en
acéord avec ceux obtenus par Roiron-Lagroux et Figarella (1990) qui
n'ont observé aucune endocytose de la lactotransferrine humaine dans la
lignée entérocytaire HT29-D4. Il semblerait donc que la lactotransferrine
ne suive pas la voie classique de Il'endocytose du complexe
sérotransferrine-récepteur, caractérisée dans de nombreuses cellules.

L'étude de la destinée intracellulaire du fer fixé a la
lactotransferrine indique que le fer n'est pas internalisé dans les
cellules T47D, mais que 55% du fer est libéré de la lactotransferrine
fixée au récepteur, aprés 90 min d'incubation a 37°C.

Deux mécanismes pourraient expliquer la libération du fer de la
lactotransferrine associée au récepteur. Le premier mécanisme est fondé
sur l'observation que 28% du fer de la lactotransferrine sont libérés a
4°C, suggérant ainsi que la fixation de la lactotransferrine sur son
récepteur induit déja une libération du fer méme a basse température.
Par diffraction des rayons X, Anderson et al. (1990) ont montré que les
deux sites de fixation du fer de la lactotransferrine humaine prennent
une conformation "fermée" en présence de fer. En absence de métal, le
site de fixation du fer du lobe N-terminal adopte une conformation
ouverte par rotation des domaines NI et NII autour de leur zone
charniére. Dans les mémes conditions expérimentales, le site du lobe
C-~terminal reste fermé méme en absence de ligand (Anderson et al.,

1990). Par conséquent, il est permis de penser que l'interaction de la
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lactotransferrine avec son récepteur puisse induire un changement
conformationnel de la prbtéine et, suite & l'ouverture du lobe N-terminal
de la lactotransferrine, conduire a la libération d'un atome de fer. Dans
le cas de la sérotransferrine, Bali et al. (1990) ont également observé
que l'interaction ‘de la protéine avec son récepteur facilitait & pH acide
la libération ciu fer. Selon ces auteurs, le fer est libéré plus facilement
a partir du lobe C-terminal.

De nombreuses études physicochimiques et structurales ont démontré
d'une part que le lobe C-terminal libérait moins facilement son fer que
le lobe N-terminal (Mazurier et al., 1981) et d'autre part que la
présence d'un pont disulfure restreignait les mouvements
interdomaines du lobe C-terminal qui interviennent dans l'ouverture du
site de fixation du fer (Anderson et al., 1987; Baker et al., 1987).
Contrairement au lobe C-terminal, le lobe N-terminal est beaucoup
plus flexible (Anderson et al., 1987, 1990). Sur la base de ces
observations, 1'hypothése que le lobe N-terminal de la lactotransferrine
perde son fer lors de l'interacﬁon dﬁ domaine NI de la lactotransferrine
avec le récepteur, est la plus probable.

Le second mécanisme possible pour la libération du fer pai' la
lactotransferrine est basé sur l'observation qu'une quantité de fei' plus
importante est libérée de la lactotransferrine a 37°C plutét qu'a 4°C.
Des études récentes ont démontré que la sérotransferrine pouvait
" donner son fer aux hépatocytes par un mécanisme différent de celui de
I'endocytose du complexe ligand-récepteur (Thors_tensén, 1988). En
effet, le fer de la sérotransferrine fixée a la surface cellulaire est
réduit par wune NADH oxydoréductase membranaire, traverse la
membrane plasmique puis est stocké dans la ferritine intracellulaire (Low
et al., 1986; Siin et al., 1987 a et b). Tout récemment, Siin et al.
-(1991) ont montré que le fer de la lactotransferrine était également

réduit au niveau de la membrane plasmique des cellules
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erythroleucémiques K562 et des cellules épithéliales de 1'utérus HelLa.

Cette réaction entraine une libération du fer de la lactotransferrine,.

avec une vitesse supérieure a celle déterminée dans le cas de la
sérotransferrine. Le métal est alors capturé par un chélateur introduit
dans le milieu extérieur. Sur des membranes de foie isolées, ces auteurs
ont pu démontrer que la réduction du fer de la lactotransferrine est
provoquée par l'action d'une NADH oxydoréductase membranaire. Ce
mécanisme d'oxydoréduction pourrait expliquer la libération a 37°C du
fer de la lactotransferrine fixée aux cellules T47D. Cependant,
contrairement au fer de la sérotransferrine qui peut étre capturé par
les cellules hépatocytaires et les cellules épithéliales HeLa (Thorstensen
et Romslo, 1988, 1990), celui de la Ilactotransferrine n'est pas
internalisé dans les cellules épithéliales T47D. Ainsi, le rdle de la
lactotransferrine ne semble donc pas étre celui de livrer directement le
fer aux cellules.

Les expériences réalisées a 37°C en présence de

125

lactotransferrine-"“"1 démontrent que la lactotransferrine qui a perdu

son fer reste fixée sur son récepteur, aprés 20 min d'incubation. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus par l'inhibition de la

125

fixation de la lactotransferrine-"“"1 par l'apolactotransferrine, Ila

lactotransferrine native ou la diferrique. Ces expériences prouvent que

contrairement au récepteur de la sérotransferrine qui reconnait avec

‘avec une affinité trés inférieure l'aposérotransferrine par comparaison a

la sérotransferrine saturée, le récepteur de la lactotransferrine posséde
la méme affinité pour la lactotransferrine saturée en fer et celle
désaturée. Ainsi, la lactotransferrine fixée au récepteur pourrait
intervenir dans les mécanismes d'oxydoréduction membranaire d'une
part, comme accepteur d'électrons et d'autre part, en stimulant

directement l'activité de la NADH oxydoréductase membranaire. Cette
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hypothése serait en accord avec celle proposée par Siin et al. (1991),
qui ont démontré que -la lactotransferrine peut activer directement la
réduction de fer externe, introduit dans le milieu d'incubation sous
forme de citrate ferrique. Ces réactions conduisent a une oxydation du
NADH' cytosolique en NAD" qui induit une libération d'ions H' dans le
milieu extracellulaire et une entrée d'ions Na+, par un systéme antiport
Na+/ H+, provoquant ainsi une alcalinisation du cytoplasme et une
activation de la pompe ATPase Na+/K+-dépendante (Stiin et _al. 1991).
Ces différents phénoménes induisent une augmentation du potentiel
membranaire des cellules. Ils sont directement ou indirectement
impliqués dans la croissance cellulaire et peuvent étre controlés par la
NADH oxydoréductase (Thorstensen et Romslo, 1990).

De nombreux auteurs ont observé que la lactotransferrine humaine
stimulait la croissance de différentes cellules lymphocytaires (Hashizume
et al., 1983; Mazurier et al.,1989), myéloblastiques (Byatt et al.,
1989), macrophagiques (Oria et al. 1988) et entérocytaires (Amouric et
al. 1984; Nichols et al., 1987, 1990). Cependant, le réle de la
lactotransferrine dans la prolifération cellﬁlaire ne semble pas étre 1ié
directement a l'apport de son fer, puisque Oria et al. (1988) démontrent
que le fer fixé a la lactotransferrine n'est pas internalisé et Nichols et
al. (1990), Byatt et al. (1990) observent que l'apolactotransferrine peut
se substituer a la lactotransferrine saturée en fer pour stimuler la
croissance. Nos ©résultats concernant 1'étude de la destinée
intracellulaire de la lactotransferrine et de son fer contribuent donc 2a
éclaircir le réle de la lactotransferrine dans la prolifération cellulaire et
suggérent qu'un mécanisme d'oxydoréduction membranaire, plutét qu'une
capture du fer de la lactotransferrine par la cellule, pourrait intervenir

dans cette activité.




'CONCLUSION]



- 200 -

CONCLUSION GENERALE

Les travaux antérieurs réalisés au Laboratoire ont montré que le
récepteur de la lactotransferrine, absent de la surface des lymphocytes
au repos, apparait sur les lymphocytes humains activés par la
phytohémagglutinine et que la lactotransferrine joue alors un rodle de
facteur de croissance.

Sur la base de ces résultats et sur celle des résultats acquis par
d'autres auteurs a propos du roéle de la sérotransf;arrine dans la
multiplication cellulaire et dans la cancérisation, nous avons recherché
et quantifié la présence de récepteurs de la lactotransferrine a la
surface de différentes cellules cancéreuses et précancéreuses de glande
mammaire humaine.

Afin, d'une part, de déterminer, le role des récepteurs de la
lactotransferrine sur des cellules cancéreuses et d'autre part,
d'envisager I'utilisation de la lactotransferrine en  thérapie
anticancéreuse, nous avons poursuivi nos travaux par l'étude de
l'interaction de la lactotransferrine avec son récepteur et par celle dé la
destinée intracellulaire de la protéine et de son fer dans les cellules de

glande mammaire humaine T47D.

Les conclusions que nous pouvons tirer de nos résultats sont les

suivantes:

I - Les expériences de fixation et de cytofluorimétrie démontrent,
pour la premiére fois, la présence d'un récepteur spécifique de 1la
lactotransferrine dans une lignée cellulaire maligne de glande mammaire
humaine, appelée T47D. Ce récepteur fixe la lactotransferrine avec des

paramétres voisins (K & 120 nM, n= 1,2x106 sites/cellule) de ceux
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déterminés pour les Ilymphocytes activés (K & 80 nM, n= 4x105

sites/cellule). Le nombre de sites de fixation de la lactotransferrine,
trois fois plus élevé sur les cellules épithéliales T47D que sur les
lymphocytes, pourrait s'expliquer par la différence de taille entre les
deux types cellulaires.

L'inhibition de la fixation de la Ilactotransferrine diferrique par
l'apolactotransferrine indique que le degré de saturation en fer
n'influence pas le mécanisme de reconnaissance de la protéine par le
récepteur.

L'anticorps polyclonal anti—récepteur lymphocytaire préparé au
Laboratoire par B. Leveugle reconnait spécifiquement les cellules T47D,
suggérant que le récepteur présent sur cette lignée posséde des
épitopes antigéniques communs a ceux du récepteur caractérisé chez les
lymphocytes activés. Le protocole d'immunoprécipitation mis au point en
utilisant cet anticorps a permis d'identifier le récepteur comme une

" protéine de 126 kDa.

II - La recherche du récepteur de la lactotransferrine s'est
poursuivie a la surface d'autres cellules cancéreuses issues de
métastases ou de tumeurs primaires ainsi que sur des cellules
précancéreuses établies a partir de mastopathies et de tissus sains.
Trois techniques cytofluorimétriques utilisant la lactotransferrine
fluorescente, des anticorps anti-lactotransferrine et des anticorps
anti-récepteur ont été appliquées et les paramétres de fixation ont éte
calculés par marquage radioactif de la lactotransferrine.

Les résultats obtenus par ces différentes méthodes peuvent se
résumer de la maniére suivante :

1) Les lignées cancéreuses épithéliales MCF7, BT20, VHB1 et HH9

possédent le récepteur de la lactotransferrine dont les caractéristiques
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sont identiques (en tenant compte de la taille respective des cellules),
d'une part, a celles ‘obtenues pour les cellules T47D et les lymphocytes
activés et, d'autre part, a celles des cellules précancéreuses de
mastoses (NPM14T, NPM21T) et de tissu sain (HBL100). Les parameétres
de fixation varient de 120 nM a 350 nM pour le K q €t un nombre de
sites important de 1,1x106 a 1,6x106 sites/cellule.

2) Seule la ﬁgnée MDAMB231 présente une affinité environ 6 fois
plus faible que celle calculée pour les autres lignées et un nombre de
sites tres élevé, comparable aux valeurs obtenues par d'autres auteurs
chez les macrophages. De plus, ces cellules ne sont pas reconnues par
l'anticorps anti-récepteur, suggérant ainsi une fixation non-spécifique
de la lactotransferrine sur la membrane cytoplasmique probablement en

raison d'interactions ioniques non-spécifiques due au caractére basique

de la lactotransferrine.

Nos résultats préliminaires n'ont cependant pas mis en évidence de
différence concernant le nombre de récepteurs de la lactotransferrine
présent dans les lignées précancéreuses et cancéreuses. La
transformation de la lignée HBL100 de tissu sain en lignée tumorigéne
HH9 par fransfection par l'oncogéne hst n'a pas modifié les paramétres
" de fixation de la lactotransferrine sur les cellules.

Néanmoins, afin d'envisager l'utilisation de 1la lactotransferrine
comme marqueur de cancériéation, ces études devront étre confirmées
par des expériences sur des primocultures de tissus sains et de
carcinomes. De méme, la régulation de la glande mammaire étant sous la
dépendance de nombreux facteurs de croissance et d'hormones
stéroidiennes, il serait particuliérement interessant de poursuivre ces
travaux en étudiant l'influence de ces facteurs sur l'apparition du

récepteur de la lactotransferrine a la surface de différentes cellules.
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II' - La connaissance des mécanismes d'interaction de 1la
lactotransferrine avec son récepteur est indispensable' pour, d'une part,
comprendre le rdle biologique de cette protéine et, d'autre part, pour
utiliser la lactotransferrine comme vecteur potentiel de drogues
anti-tumorales, comme cela a été envisagé dans le cas de la
sérotransferrine.

Nous avons donc étudié la nature et la localisation du site
d'interaction de la lactotransferrine avec le récepteur membranaire
présent sur les lymphocytes activés et les cellules T47D. Dans une
premiére étape, différents fragments N- et C-trypsiques, correspondant
respectivement aux lobes N- et C-terminaux de la lactotransferrine, ont
été isolés selon le protocole décrit par Legrand et al. (1984, 1986). Par
une nouvelle hydrolyse du fragment N-t par la protéase V8 de

Staphylococcus aureus, de nouveaux peptides ont été purifiés.

Les expériences de fixation et de compétition réalisées en présence
de ces fragments démontrent clairement, d'une part, que la fraction
glycannique de la lactotransferrine n'est pas impliquée dans 1la
reconnaissance et, d'autre pért, que le site de fixation de la protéine
sur le récepteur est localisé dans le lobe N-terminal de la molécule et,
plus précisement, entre les résidus d'acides aminés 4 a 52 du domaine
NI de la lactotransferrine humaine.

Sur la base de ces résultats et en accord avec ceux de Legrand et
al. (1991 a et b), le peptide 3 & 52 a été modélisé par le Groupe du
Professeur Vergoten. Ces études ont permis de démontrer que cette
région de la lactotransferrine humaine était facilement accessible au
solvant et qu'elle conservait la méme conformation dans Ia
lactotransferrine bovine. Néanmoins, dans la sérotransferrine, Ila
conformation de la région en coude B comprenant les résidus d'acides

aminés 30 a 35 est nettement différente de celle de la lactotransferrine,
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confirmant ainsi le fait que la sérotransferrine soit incapable de se fixer
au récepteur de la lactotransferrine humaine. La synthése de ce peptide
est actuellement en cours dans le Laboratoire du Professeur Tartar et
devrait permettre par la suite de déterminer si ce peptide est capable
de mimer les activités biologiques de la lactotransferrine et a envisager
éventuellement une application en thérapie.

La mutagénése dirigée permettra de définir plus précisement les
acides aminés impliqués dans le site de fixation de la protéine sur son
récepteur.

De méme, a partir de la structure et de la conformation du site de
fixation de la lactotransferrine sur son récepteur, la structure

tridimensionnelle du site de reconnaissance du récepteur lui méme, peut

étre envisager.

IV - Afin d'expliquer la présence du récepteur de Ia
lactotransferrine chez les cellules T47D, nous nous sommes intéressée a
la destinée intracellulaire de la lactotransferrine et de son fer dans ces
cellules. Les expériences de cinétique a 37°C réalisées par microscopie
de fluorescence et par techniques de radiomarquage de la protéine a
1'1251 montrent que la lactotransferrine n'est pas endoéytée dans les
cellules, mais reste fixée spécifiquement a la surface cellulaire. Par

9 . . .
5 Fe, nous avons suivi la destinée

marquage de la lactotransferrine au
du fer de la protéine fixée au récepteur et démontré que le fer n'était
pas non plus internalisé dans le cytoplasme de ces cellules. L'interaction
de la lactotransferrine avec son récepteur induit une libération du fer
dans le milieu extérieur. Nos résultats rejoignent ceux récemment
décrits par Siin et al. (1991) qui démontrent que le fer de la

lactotransferrine est réduit au niveau de la membrane plasmique des

cellules K562 et HeLa, puis libéré de la protéine. Ces mémes auteurs
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ont montré que Ila NADH ox&doréductase était impliquée dans ce
mécanisme en utilisant des membranes de foie de Rat isolées, tissu ol
I'activité de cette enzyme est facilement détectable.

Nos travaux indiquent que l/e role de l'interaction de Ia
lactotransferrine avec son récepteur n'est pas de livrer le fer aux
cellules, comme c'est le cas pour la sérotransferrine, mais suggeérent
plutét un role dahs les mécanismes d'oxydoréduction membranaires. Ces
réactions pourraient expliquer le role de la lactotransferrine dans la
prolifération cellulaire. Des études sont en cours au Laboratoire pour
mettre en évidence une relation entre le mécanisme de ﬁbéi‘ation du fer
de la lactotransferrine fixée & son récepteur et la NADH
oxydoréductase. Parallélement a ces travaux, des études de Ia
prolifération des cellules T47D en présence de lactotransferrine et sous

l'influence de différents facteurs intervenant dans le développement de

la glande mammaire, sont envisagées.
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RESUME

Le fer, indispensable a la croissance cellulaire, est apporté aux
cellules par la sérotransferrine et 1a lactotransferrine, qui se fixent
sur des récepteurs spécifiques présents a la surface de cellules cibles.
Au cours de notre étude, nous avons mis en évidence le récepteur de la
lactotransferrine sur des cellules cancéreuses de glande mammaire
humaine par cytofluorimétrie de flux, d'une part, a l'aide de la
lactotransferrine fluorescente et d'autre part, en utilisant des

anticorps anti-récepteur reconnus par des anticorps fluorescents. La

1251 se fixe sur ces cellules avec un K d

voisin de 120 nM et un nombre de sites par cellule de 1.1 106. Ces

lactotransferrine marquée a 1'

paramétres de fixation sont similaires a ceux déterminés préalablement
pour les lymphocytes humains activés.

Des expériences de fixation et d'inhibition, réalisées en présence de
peptides purifiés, obtenus a partir d'hydrolysats enzymatiques de la
lactotransferrine humaine, démontrent que le site d'interaction de la
lactotransferrine avec son récepteur est localisé dans le domaine N1
(résidus d'acides aminés 4 a 52) du lobe N-terminal de la protéine. Les
glycannes de lactotransferrine n'interviennent pas dans la
reconnaissance de la protéine par son récepteur.

Des études, réalisées par microscopie de fluorescence et par
radiomarquage de la lactotransferrine, montrent que la protéine n'est
pas internalisée dans les cellules cancéreuses de glande mammaire T47D.

L'interaction de la lactotransferrine avec son récepteur induit une

59

libération du Fe de totransferrine fixée a la surface

cellulaire.



