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La découverte de la lactotransferrine par le Professeur J. Montreuil (1960) a ouvert la 

voie à de nombreux travaux au sein de l'équipe des transferrines de l'UMR n°lll du CNRS. 

Les travaux ont d'abord porté sur la détermination des structures protéique et glycannique de 

la lactotransferrine, puis sur l'étude du rôle de la lactotransferrine dans l'absorption intestinale 

du fer. Enfin, plus récemment, des récepteurs de la lactotransferrine ayant été décrits sur les 

cellules lymphocytaires (Mazurier et a/.,1989) et les plaquettes (Leveugle et al., 1993) les 

travaux de l'équipe se sont orientés vers l'étude de récepteurs et de l'interaction de la 

lactotransferrine avec les cellules immunitaires ainsi que du rôle de la lactotransferrine dans la 

différenciation des lymphocytes. 

La lactotransferrine est une glycoprotéine qui présente beaucoup d'homologie structurale 

avec la transferrine sérique. Elle est présente dans tous les milieux de sécrétion et elle est 

stockée dans les granules secondaires des leucocytes neutrophiles (Masson et al., 1969). Dès 

que la lactotransferrine est excrétée dans le sang, le foie la capture immédiatement ce qui fait 

que la concentration sanguine de la lactotransferrine est maintenue à un taux très faible, 

quelques !-J.g/ml, dans les conditions physiologiques. Cette concentration augmente dans des 

cas pathologiques : infections bactérienne et virale, cancer. 

La fonction de la lactotransferrine du sang ou du lait n'est pas encore bien établie. La 

lactotransferrine peut être impliquée dans des mécanismes immunitaires comme la régulation 

de la synthèse du GM-CSF (Broxmeyer et al., 1983, 1984), la synthèse des interleukines (IL

l, IL-6) (Zucali et al., 1989 ; Hangoc et al., 1991 ; Machnicki et al., 1993) l'augmentation de 

l'activité cytotoxique des cellules NK (McCormick et al., 199la, b ; Nishiya & Horwitz, 1982 

; Horwitz et al., 1984) et des monocytes (la lactotransferrine possède une puissante activité 

antitumorale et inhibe la migration des métastases.Bazault et al., 1994), la maturation des 

lymphocytes T en lymphocytes auxiliaires. Les mécanismes par lesquels la lactotransferrine 

intervient ne sont pas connus mais il est possible que la lactotransferrine saturée en fer se fixe 

sur l'ADN via une séquence consensus et agit comme un facteur de transcription (He & 

Furmanski, 1995); quoiqu'il en soit ces fonctions impliquent que la lactotransferrine reconnaît 

les cellules lymphocytaires et que probablement elle soit endocytée et induise une réponse 

physiologique. 

Les expériences réalisées par Mazurier et al. (1989), dans notre laboratoire, avaient 

démontré que les lymphocytes activés expriment un récepteur membranaire spécifique de la 

lactotransferrine. Ce récepteur lymphocytaire a été identifié puis purifié. ll s'agit d'une 

glycoprotéine de masse moléculaire 105 kDa composé d'une chaîne polypeptidique unique. Ce 

récepteur a été retrouvé sur les plaquettes non activées (Leveugle et al., 1993). 
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Le travail qui nous a été confié a été d'étudier l'interaction de la lactotransferrine avec le 

récepteur lymphocytaire, l'internalisation de la lactotransferrine par les lymphocytes, et 

d'identifier le compartiment cellulaire vers lequel la lactotransferrine est endocytée. Pour cela, 

nous avons tout d'abord mis au point un système permettant d'étudier les rôles de la 

lactotransferrine sur le lymphocyte ams1 que les mécanismes d'interaction des 

lactotransferrines avec les cellules lymphocytaires en prenant comme modèle expérimental la 

lignée cellulaire lymphoblastique Jurkat. Pour entreprendre notre étude, nous avons préparé du 

récepteur soluble par la technique de chromatographie d'affinité mise au point précédemment 

dans notre laboratoire à partir de la lignée Jurkat. Nous avons, en collaboration avec les 

Docteurs CoUard et Coppe (Centre d'Economie Rurale, Marloie, Belgique), immunisé une 

souris avec le récepteur soluble de la lactotransferrine et produit un anticorps dirigé contre 

cette glycoprotéine. Cet anticorps monoclonal nous a permis, tout d'abord, de localiser le 

récepteur à la surface et à l'intérieur des cellules, ensuite, de mettre en évidence le récepteur de 

la lactotransferrine sur différentes lignées lymphocytaires : lymphocytes T (Cern), 

lymphocytes B (Raji). 

Dans un second temps, nous avons étudié l'endocytose de la lactotransferrine puis le 

devenir intracellulaire de la lactotransferrine endocytée par les cellules Jurkat. Finalement, 

nous avons étudié la réponse du lymphocyte à l'action de la lactotransferrine. 

Dans ce mémoire nous faisons dans un premier temps le point sur nos connaissances 

actuelles concernant la biosynthèse, la structure et la fonction de la lactotransferrine, en outre, 

nous décrivons la nature des différents récepteurs de la lactotransferrine qui ont été identifiés 

jusqu'à présent ainsi que le trafic intracellulaire de la lactotransferrine. 

Les résultats obtenus ont fait l'objet des communications et publications suivantes: 

Communications orales 

1. Bi, B.Y., Roche, AC., Spik, G. and Mazurier, J. Intracellular traffic oflactotransferrin in T

lymphocyte cellline. 2nd IUBMB Conference: Biochemistry of cell membranes, Bari (Italie), 

29 septembre-3 octobre 1993 

2. Bi, B.Y., Roche, A.C., Legrand, D., Spik, G. and Mazurier, J. Internalisation de la 

lactotransferrine humaine dans les cellules lymphoblastiques T Jurkat. Premières Rencontres 

du GDR 1154, Transport du fer dans les systèmes biologiques. De la chimie de coordination à 

la biologie moléculaire et cellulaire, SEILLAC, 1-4 Février 1995 

3. Pierce, A, Mazurier, J., Nillesse, N., Bi, B. Y., Benaissa, M., Spik, G. Le récepteur 
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lymphocytaire de la lactotransferrine humaine est présent sur les mégacaryocytes et des 

plaquettes. Premières Rencontres du GDR 1154, Transport du fer dans les systèmes 

biologiques. De la chimie de coordination à la biologie moléculaire et cellulaire, SEILLAC, 1-

4 Février 1995 

4. Mazurier, J, Bi, B. Y., Elass, E., Legrand, D., and Spik, G. Differences in binding and fate 

of lactotransferrin in Jurkat human lymphocyte T -cellline and in T -4 7D human breast cancer 

cells. Second International Symposium on Lactoferrin Structure and Function, Honolulu, 

Hawaü (U.S.A.) 19-21 February, 1995 

5. Spik, G., Bi, B.Y., Legrand, D., Leveugle, B., Mazurier, J., Mikogami, T., and Pierce, A 

Diversity of lactotransferrin receptors. Second International Symposium on Lactoferrin 

Structure and Function, Honolulu, Hawaü (U.S.A.) 19-21 February, 1995 

Communications par affiche 

1. Bi, B. Y., Roche, AC., Spik, G. and Mazurier, J. Intracellular traffic of lactotransferrin in 

T -lymphocyte cellline. Congrès d'Automne de la SFBBM Parc International des Expositions, 

7-9 Décembre, 1993 

2. Bi, B.Y., Roche, AC., Legrand, D., Spik, G. and Mazurier, J. Intracellular traffic of 

lactotransferrin in T -lymphocyte cellline. European Iron Club, à Gargnano del Garda (Italie), 

24-2 7 Septembre, 1994 

PUBLICATIONS 

-Avec comité de lecture 

1. Bi, B. Y., Leveugle, B., Liu, J. L., CoUard, A., Coppe, P., Roche, A.C. Nillesse, N., 

Capron, M., Spik, G. Mazurier, J. Immunolocalization of lactotransferrin receptor on the 

human lymphoblastic cellline Jurkat. Eur. J. Cell Biol. (1994) 65: 164-171. 

2. Bi, B. Y. Liu, J. L., Legrand, D., Roche, A.C., Capron, M., Spik, G., Mazurier, J. 

Receptor-mediated endocytosis of lactotransferrin Jurkat cell. En révision pour publication 

dans Eur. J. Cell Biol. 

3. Bi, B. Y., Lefebvre, A-M., Dus, D., Spik, G., Mazurier, J. E:ffect of lactotransferrin on 

proliferation and di:fferentiation of the human lymphoblastic T cell Jurkat cell. Soumis à 

publication dans Immunology Letters. 



9 

Une partie de notre travail, ne figurant pas dans ce mémoire, est en cours de rédaction. 

4. Bi, B. Y., Liu, J. L., Spik, G. Mazurier, J. Modulation of lactotransferrin receptor 

expression during HL-60 cell differentiation. 

Revues générales 

1. Mazurier, J., Bi, B. Y., Elass, E., Legrand, D. and Spik, G. Differences in binding and fate 

of lactotransferrin in Jurkat human lymphocyte T -cellline and in T -4 7D human breast cancer 

cells. Proceedings of the Second International Symposium on Lactoferrin Structure and 

Function, Honolulu, Hawaü (US.A.)19-21 February, 1995 

2. Spik, G., Bi, B. Y., Legrand, D., Leveugle, B., Mazurier, J., Mikogami, T., and Pierce, A. 

Diversity of lactotransferrin receptors. Proceedings of the Second International Symposium on 

Lactoferrin Structure and Function, Honolulu, Hawaü (US.A.) 19-21 February, 1995 
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1. LA LACTOTRANSFERRINE 

La lactotransferrine appartient à un groupe de transporteurs de ligand polyanionique, qui 

fixe le ligand à l'interface de deux domaines structuraux (Louie, 1993 ). Ces protéines 

regroupent plusieurs familles: les transferrines, les transporteurs de sulfate, de phosphate, de 

maltodextrines et la porphobilinogène désaminase. La famille des transferrines comprend la 

lactotransferrine (Montreuil & Mullet, 1960 ; Montreuil et al., 1960), la transferrine sérique 

(Schade & Caroline, 1946), l'ovotransferrine (Schade & Caroline, 1944) et la 

mélanotransferrine (Brown et al., 1980, 1982). 

Le ligand polyanionique fixé par les transferrines est un ion carbonate associé à un ion 
3+ 

métallique, généralement le Fe3
+. Ces glycoprotéines en complexant l'ion Fe l'empêchent, 

dans les conditions physiologiques, de former des hydroxydes insolubles et le maintiennent 

disponible pour l'organisme. 

Dans ce chapitre, nous étudierons la biosynthèse, la structure et les rôles biologiques de 

la lactotransferrine et du récepteur de la lactotransferrine, et rappellerons les connaissances 

actuelles sur l'internalisation de la lactotransferrine. 

A. Biosynthèse de la lactotransferrine 

1. Gène de la lactotransferrine 

a) Organisation du génome 

Le gène des lactotransferrines murine et bovine a été bien caractérisé. Le gène murin 

localisé sur le chromosome 9 (Teng et al., 1987) est long de 30 kb, le gène bovin de 34 kb. 

Les gènes sont répartis en 17 exons, de taille comprise entre 48 et 190 bp, séparés par 16 

introns mesurant de 0,2 à 4,3 kb. L'analyse structurale de ce gène met en évidence un modèle 

de distribution exon-intron similaire à ceux trouvés dans la sérotransferrine humaine et 

l'ovotransferrine (Cunningham et al., 1992), bien que certains introns du gène bovin soient de 

taille très différente. La région 5' flanquante du gène de la lactotransferrine de souris a 

également été isolée. Elle renferme une séquence TATA, deux séquences CAAT, trois 

séquences GC, une région riche en AC ainsi qu'une séquence consensus répondant à une 

stimulation par les oestrogènes (Liu & Teng, 1991). 

Le gène de la lactotransferrine humaine a été localisé sur le chromosome 3 aux loci q21-

q23 (Teng et al., 1987 ; Mc Combs et al., 1988), mais sa structure n'est pas bien définie. En 

effet, seul le promoteur a été étudié dans les cellules HL60 pour lesquelles le gène n'est pas 
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transcrit (Johnston et al., 1992) bien que sa région 5' (incluant le promoteur) soit normale. 

b) Régulation de l'expression du gène de la 

lactotransferrine 

La moelle osseuse, la glande mammaire et l'utérus produisent la majeure partie de la 

lactotransferrine trouvée dans l'organisme. Néanmoins cette production est régulée 

différemment suivant l'organe impliqué. Ainsi, l'expression de la lactotransferrine dans les 

neutrophiles matures est réalisée au cours du processus de différenciation terminale alors que 

dans les glandes mammaires lactantes et les organes femelles de la reproduction, cette 

expression est sous le contrôle d'hormones. 

a) Régulation au cours de la différenciation 

L'étude de cellules issues de prélèvements sanguins réalisés sur des patients atteints de 

leucémie touchant les différents stades de différenciation de la lignée granulocytaire a montré 

que les ARNm de la lactotransferrine ne sont détectables chez ces patients qu'au stade 

granulocyte (Rado et al., 1984). Cependant, la lignée myéloblastique PLB-985 est incapable de 

produire ces messagers dans les conditions qui lui permettent d'acquérir les caractères 

morphologiques des granulocytes. La différenciation en granulocytes de ces cellules est donc 

incomplète et la lactotransferrine jouerait un rôle dans le programme génétique conduisant à un 

granulocyte normal mature (Rado et al., 1987). 

Plus récemment enfin, la régulation du gène de la lactotransferrine a été étudiée sur la 

lignée murine 32D Cl3. Celle-ci, lorsqu'elle est exposée au G-CSF, se différencie en 

granulocyte mature et présente une expression plus importante du gène de la lactotransferrine 

(Valtieri et al., 1987). Friedman et al. (1991) ont montré que cette lignée lors de la 

différenciation myéloïde terminale présente une vitesse d'initiation de la transcription du gène 

de la lactotransferrine multipliée par 9. Cependant, il n'y a pas de correspondance entre cette 

vitesse et la quantité de messagers qui s'accumulent. TI semble donc que l'accumulation des 

ARNm de la lactotransferrine est à la fois sous le contrôle de mécanismes transcriptionnel et 

post-transcriptionnel. 

p) Régulation par les hormones 

Après de nombreuses études réalisées in vitro, l'expression de la lactotransferrine a été 

étudiée in vivo dans l'utérus de souris lors du cycle hormonal naturel (Walmer et al., 1992 ; 

Newbold et al., 1992). Au début du cycle, le taux de messagers de la lactotransferrine est 

faible, il y a très peu de protéines dans les cellules épithéliales utérines et pas du tout dans le 



12 

fluide luminal utérin. Quand la quantité d'oestradiol est maximale, les taux de lactotransferrine 

et de messagers correspondant augmentent, jusqu'à atteindre un maximum dans l'épithélium 

utérin et la lactotransferrine est détectable dans le fluide luminal utérin. Enfin, quand les taux 

d'oestradiol et de progestérone sont élevés, la quantité d'ARNm et de lactotransferrine diminue 

dans les cellules épithéliales et la protéine n'est plus détectable dans le fluide luminal utérin. Le 

taux ainsi que le niveau d'expression des messagers codant la lactotransferrine dans les cellules 

épithéliales de l'utérus de souris varient donc au cours du cycle hormonal. La caractérisation du 

promoteur du gène codant la lactotransferrine de souris (Liu & Teng, 1991) a mis en évidence 

la séquence consensus ERE (Fig. 1) de réponse aux oestrogènes (5' GGTCANNNTGACC 3'). 

Elle est localisée entre les nucléotides -341 et -329 et elle chevauche une séquence COUP 

ressemblant à un élément normalement situé en amont du promoteur du gène de l'ovalbumine 

de poulet (Liu & Teng, 1992), ce dernier étant, lui auss4 stimulé par les hormones 

stéroïdiennes (Gaub et al., 1990). L'élément COUP est localisé entre les nucléotides -349 et -

337 en amont du promoteur du gène de la lactotransferrine de souris. 

L'élément COUP/ERE qui interagit soit avec le récepteur des oestrogènes, soit avec le 

facteur de transcription de l'ovalbumine de poulet, a été appelé module de réponse aux 

oestrogènes du gène de la lactotransferrine de souris (mERM). Récemment, Liu et al. (1993) 

ont montré que le facteur de trancription du gène de l'ovalbumine de poulet réprime la réponse 

du module mERM à une stimulation par les oestrogènes. Le mécanisme moléculaire de cette 

répression est dû à la compétition entre le facteur de transcription et le récepteur des 

oestrogènes qui se fixent sur des sites de contact identiques dans la région de chevauchement 

du module mERM. 

Le facteur de transcription faisant lui aussi partie de la super famille des récepteurs des 

hormones thyroïdiennes/stéroïdiennes, l'expression de la lactotransferrine de souris est donc 

modulée par deux membres de cette famille qui agissent de concert. 

Le mécanisme de régulation par les oestrogènes du gène de la lactotransferrine humaine 

a également été étudié (Teng et al., 1992) et une séquence imparfaite ERE a été mise en 

évidence. L'élément COUP/ERE agit toujours comme un stimulateur en réponse à l'action des 

oestrogènes mais il n'interagit pas avec le facteur de transcription de l'ovalbumine de poulet. 

Les mécanismes de régulation par les oestrogènes des gènes de la lactotransferrine humaine et 

murine sont donc différents. 
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2. Distribution tissulaire et cellulaire 

a) La lactotransfe"ine provenant de la cellule épithéliale 

a) La lactotransferrine du lait 

Une protéine fixant du fer a été décrite dans le lait pour la première fois par Serensen en 

1939 et a été isolée du lait de femme (Montreuil & Mullet, 1960 ; Montreuil et al., 1960 ; 

Jehannson,1960) et du lait de vache (Blanc & Isliker, 1961 ; Grove, 1960). Un bon nombre 

d'études ultérieures ont montré que la lactotransferrine et la sérotransferrine étaient toutes les 

deux présentes dans le lait, mais à des concentrations variant selon les espèces (Masson & 

Heremans, 1966 ; Nagasawa et al., 1972; Underwood, 1977; Suzuki et al., 1977; Lônnerdal 

& Forsum, 1985). La lactotransferrine a longtemps été considérée comme le principal 

transporteur de fer du lait. Mais, comme nous le décrivons dans les tableaux I et ll, il existe 

une relation inverse, d'une part, entre la concentration du fer et la concentration en 

lactotransferrine et, d'autre part, entre la concentration en lactotransferrine et en transferrine 

sérique pour les différentes espèces étudiées. Ainsi, le lait de femme qui est riche en 

lactotransferrine est particulièrement pauvre en fer alors que le lait de lapin riche en fer et en 

sérotransferrine est pauvre en lactotransferrine. De fait, des études récentes ont permis d'établir 

que la lactotransferrine est présente dans le lait sous la forme apo, c'est-à-dire non saturée en 

fer (Lônnerdal & Forsum 1985). 

Tableau L Concentration en fer de la lactotransferrine chez 
différentes espèces animales (Fransson et al., 1983) 

Fer (flg/ml) Espèces 

0.3-0.6 Fernune, vache, chèvre 

1.4-2.4 Truie 

2.0-4.0 Lapine 

3.0-14 Rate, chienne 
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Tableau ll. Concentrations en lactotransferrine et en sérotransferrine dans le lait de 
différentes espèces animales (Franssonet al., 1983) 

Concentration (~g/ml) Lactotransferrine Sérotransferrine 

<50 Rate, lapine, chienne Femme, chienne 

20-200 V ache, chèvre, tnùe Tnùe, vache, chèvre, jument 

200-2000 Cochon d'Inde, souris, jument Cochon d'Inde, souris 

>2000 Femme Lapine, rate 

13) La lactotransferrine dans les liquides biologiques 

La lactotransferrine est présente dans la plupart des milieux d'excrétion et les sécrétions. 

La présence de lactotransferrine a été observée dans la salive, la bile, le suc pancréatique et les 

sécrétions de l'intestin grêle de nombreuses espèces incluant l'homme. La lactotransferrine se 

trouve aussi dans la plupart des mucus : les sécrétions bronchiques (Biserte et al., 1963) et les 

sécrétions vaginales, nasales et intestinales (Masson, 1970) dans lesquelles elle est 

systématiquement associée à des IgA de sécrétion au lysozyme et à un facteur antitrypsique 

(pour revue générale, voir Montreuil et al., 1985). 

X) La lactotransferrine membranaire 

Les produits de glycosylation non enzymatique des protéines (AGEs) qui sont très 

importants chez les sujets diabétiques se fixent sur les cellules endothéliales par l'intermédiaire 

de 2 protéines membranaires de 3 5 kDa et de 80 kDa de masse moléculaire. Cette dernière 

n'a pas formellement été identifiée, mais elle possède la masse moléculaire de la 

lactotransferrine, elle est révélée par les anticorps anti-lactotransferrine et sa séquence N

terminale de 20 acides aminés est identique à la lactotransferrine (Schmidt et al., 1992). 

b) La lactotransferrine provenant des leucocytes 

a) La lactotransferrine leucocytaire 

La lactotransferrine est présente dans les leucocytes neutrophiles polymorphonucléaires 

(Masson et al., 1969) où elle est localisée dans les granules secondaires des cellules ne 

possédant pas de myéloperoxydase. 

13) La lactotransferrine sérique 

La concentration plasmatique normale en lactotransferrine est très faible (0,4 à 2~g/ml) 
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comparativement à celle de la sérotransferrine (environ 2 à 3,5 mg/ml). Cette faible 

concentration est une conséquence de la courte durée de demi-vie de la lactotransferrine. Cette 

concentration peut considérablement augmenter dans certains cas pathologiques : elle atteint, 

par exemple, 12 à 22 Jlg/ml dans les cas de leucémie myéloïde chronique (Bennett & Mohia, 

1976). Cette lactotransferrine plasmatique provient de la dégranulation des leucocytes 

polymotphonucléaires (Rado et al., 1984 ). 

c) La lactotransferrine utérine 

La lactotransferrine constitue la protéine majeure produite par les cellules utérines de 

souris soumises aux oestrogènes (Teng et al., 1986 ; Pentecost & Teng, 1987). En effet, la 

lactotransferrine est induite par ces hormones de manière dose- et temps-dépendant dans 

l'utérus de souris immature (Teng et al., 1989). La combinaison de ces résultats avec le fait que 

la lactotransferrine est un constituant majoritaire du fluide luminal utérin de souris soumises 

aux oestrogènes suggère que la lactotransferrine joue un rôle important lors des processus de 

reproduction. 

3. Les lactotransferrines recombinantes 

Les ADNe codant la lactotransferrine humaine ont été exprimés dans les cellules BHK, 

dans des cellules végétales, les champignons Aspergillus et tout récemment par transgenèse 

chez la souris. La lactotransferrine humaine a été exprimée dans les cellules BHK à raison de 

20 mg par litre de milieu de culture (Stowell et al., 1991). La lactotransferrine recombinante 

obtenue a été étudiée par électrophorèse en gel de polyacrylamide, par séquençage partiel du 

lobe N-terminal et par déglycosylation avec la PNGase (Peptide-N'-(acetyl-.6-glucosaminyl)

asparagine amidase ). Les résultats obtenus lors des premières études indiquent que la 

lactotransferrine recombinante est identique à la protéine native. Néanmoins, la résistance à 

l'action de la PNGase d'une petite fraction de lactotransferrine recombinante met en évidence 

une possible hétérogénéité de la fraction glycannique. 

La lactotransferrine humaine a ensuite été exprimée dans les champignons Aspergillus. 

Ceux-c~ du fait de leur capacité à réaliser l'ensemble des modifications post-traductionnelles 

des protéines eucaryotes, produisent des protéines correctement glycosylées (V an Brunt, 

1988). Ains~ la lactotransferrine humaine a tout d'abord été produite dans Aspergillus oryzae 

(Ward et al., 1992a) à raison de 25 mg par litre de milieu de culture puis dans Aspergillus 

nidulans (Ward et al., 1992b) à raison de 5 mg par litre. Dans le dernier cas, seulement 30% 

de la lactotransferrine recombinante produite est sécrétée dans le milieu de culture. Dans les 

deux cas, la lactotransferrine humaine produite dans Aspergillus est indistinguable de la 
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lactotransferrine humaine native par sa taille, son immunoréactivité et sa capacité à fixer le fer. 

De même, la protéine recombinante semble renfermer les mêmes glycannes liés N

glycosidiquement que la lactotransferrine native. Plus récemment, l'expression de la 

lactotransferrine humaine a été réalisée chez la souris transgénique. La lactotransferrine 

exprimée, à des taux de 15 mg/ml, est identique à celle du lait de femme (Platenburg et al., 

1994). Enfin, la lactotransferrine vient d'être exprimée dans des cellules du tabac (Nicotiana 

tabacum) où elle augmente la résistance vis à vis de bactéries pathogènes (Mitra & Zhang, 

1994). 

B. Structure de la lactotransfe"ine 

1. Séquence de la chaîne peptidique 

Les transferrines présentent un ensemble de caractères communs dont le principal est 

celui d'être des glycoprotéines monocaténaires et bilobées, possédant une masse moléculaire 

voisine de 80000 daltons et de fixer réversiblement deux ions ferriques en prenant une 

coloration rose saumon (8465nm = 4500 mof1/11 /cm-1
). 

a) Séquence de la chaîne peptidique 

a.) Séquence primaire 

La séquence complète en acides aminés de la lactotransferrine humaine (Fig. 2) a révélé 

59 % d'homologie interne, c'est-à-dire d'homologie entre les moitiés N-et C- terminales de la 

protéine (Metz-Boutigue et al., 1984). Cette séquence a été revue et corrigée selon les 

observations cristallographiques (Anderson et al., 1989) et récemment, trois séquences 

complètes de lactotransferrine ont été décrites par clonage de l'ADNe: celles de l'homme (Rey 

et al., 1990 ; Powell & Ogden, 1990), de la souris (Pentecost & Teng, 1987 ; Shirsat et al., 

1992), de la vache (Mead & Tweedie, 1990 ; Goodman & Schanbacher, 1991), et du porc 

(Alexander et al. 1992), cette dernière ayant également été déterminée dans notre laboratoire 

(Pierce et al., 1991). La lactotransferrine humaine est constituée de 692 résidus d'acides 

aminés et possède une masse moléculaire de 80,6 kDa (Rey et al., 1990). 
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Figure 2 : Alignement de la séquence peptidique de la lactotransferrine humaine (Metz-

Boutigue et al., 1984 ; Rey et al., 1990) 
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f3) Homologies séquentielles 

L'alignement de toutes les séquences de transferrine actuellement déterminées sur celle 

de la transferrine sérique (Baldwin, 1993) montre que 84 résidus sont conservés (homologie 

de 12%). Parmi ceux-ci, on trouve à côté des résidus de cystéine, les ligands Asp 63, Tyr 95 

et 188 du site polyanionique, ceux impliqués dans la fixation du métal et l'Arg 124. 

La lactotransferrine présente en outre des ànalogies séquentielles avec la 65 kDa "heat 

shock protein" mycobactérienne et les protéines du MHC de classe II (Aguas et al., 1991 

Esaguy et al., 1991). 

b) Structure tridimensionnelle de la lactotransferrine 

a) Repliement de la châme polypeptidique 

Parmi les lactotransferrines, seules les lactotransferrines humaine et bovine ont été 

cristallisées et analysées par diffraction des rayons X, dans le laboratoire de E.N. Baker 

(Nouvelle-Zélande). Comme le montre la figure 3, la lactotransferrine humaine possède une 

forme bilobée, le lobe N-terminal comprenant les résidus 1 à 332 et le lobe C-terminal 

comprenant les résidus 344 à 692. L'existence des deux lobes N- et C-terminaux qui 

constituent la lactotransferrine avait déjà été suspectée par l'observation des homologies de 

séquences internes de la molécule et par hydrolyse enzymatique ménagée de la protéine qui 

libère deux fragments de 30 et 50 kDa correspondant aux deux moitiés N- et C-terminales de 

la lactotransferrine (Mazurier et al., 1980 ; Legrand et al., 1984, 1986). Les deux lobes sont 

reliés par une hélice a de trois tours de spire et chacun porte un site de fixation du fer (Fig.4 ). 

La molécule possède un axe de symétrie par rapport auquel le lobe N-terminal subit une 

rotation de 180°, suivie par une translation de 25 A. Une zone de contact existe entre les deux 

lobes. Cette zone de contact serait le siège des interactions inter-lobes qui ont été mises en 

évidence dans notre laboratoire (Legrand et al., 1986). Chaque lobe de la lactotransferrine 

humaine est constitué de deux domaines d'environ 160 résidus d'acides aminés chacun, le site 

de fixation du fer étant situé à l'interface des deux domaines. Les deux domaines possèdent la 

même organisation structurale basée sur l'alternance de structures en feuillets plissés B et de 

structures en hélice a. Le premier domaine (appelé N-1 pour le lobe N-terminal et C-1 pour le 

lobe C-terminal) est constitué des extrémités N- et C-terminales de chaque moitié de 

lactotransferrine, tandis que le second domaine (appelé N-Il ou C-Il) est constitué de 
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Figure 3 : Modélisation moléculaire de la lactotransferrine humaine réalisée d'après les 

données cristallographiques d'Anderson et al. (1987, 1989) 
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Figure 4 : Schéma de la structure 3 D de la lactotransferrine d'après la structure obtenue par 

diffraction des rayons X (résolution 2,5A)(Anderson et al., 1987, 1989) 
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la partie médiane de la chaîne peptidique (Legrand et al., 1986). Le domaine N-I de la 

lactotransferrine humaine est mobile, il peut pivoter de 30° par rapport au domaine N-Il. Cette 

rotation s'effectue autour des résidus His 91 et Pro 251 localisés dans la région interdomaine 

entre 2 feuillets plissés 13 et 2 hélices a (Anderson et al., 1990), ce qui fait que la 

lactotransferrine peut adopter 2 conformations : une conformation ouverte préférentiellement 

rencontrée dans l'apo-protéine et une conformation fermée préférentiellement rencontrée avec 

la ferri-protéine. 

13) Homologie structurale de la lactotransferrine 

i) Homologie avec la sérotransferrine 

Toutes les structures de transferrine actuellement déterminées montrent que le 

repliement de la chaîne peptidique est identique (Baldwin, 1993). Les différences rencontrées 

dans les régions les plus conservées concernent les feuillets plissés 13 internes, les deux hélices 

5 et 7 et la face interne de l'hélice 9. Par contre, l'homologie à la surface de la protéine est 

localisée à de petites zones, la boucle entre le feuillet plissé 13 et l'hélice 7 et celle entre les 2 

feuillets plissés i et j (Fig. 4 ). 

ii) Homologie conformationnelle 

Les protéines de transport des polyanions ont comme point commun de posséder une 

poche de fixation du ligand située à l'interface de 2 domaines structuraux. Jusqu'à présent elles 

regroupent les transferrines, les récepteurs périplasmiques de groupe II : les transporteurs de 

sulfate, phosphate, maltodextrine, lysine/arginine/ornithine ainsi que la porphobilinogène 

désaminase. 

Ces protéines ne présentent pas d'homologies séquentielles mais possèdent la même 

structure tridimensionnelle (Fig. 5). Les deux domaines sont reliés par 2 segments inter

domaine de liaison. Chaque domaine est composé d'éléments de structure secondaire hélice a 

et feuillet plissé 13 parallèles identiques. Les segments de structure organisée ont la même 

longueur, et la courbure ainsi que l'arrangement des feuillets plissés 13 sont identiques. De plus, 

l'un des éléments structuraux, le domaine 1341 présente toujours la même cassure. Quelques 

éléments comme les boucles connectant chaque segment structural, l'orientation des hélices a 

par rapport à la surface des feuillets plissés 13 et l'orientation des domaines 1 et 2 l'un par 

rapport l'autre, différencient ces protéines. Un troisième domaine, qui suit la dernière hélice a 
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( a41) du domaine 2, est plus ou moins important et peut même être absent comme dans le cas 

des transporteurs de lysine/arginine/omithine. Toutes ces protéines fixent un métal par 

l'intermédiaire d'un ion carbonate ou un ligand oxyaminé (Baldwin, 1993). 

Bien qu'elles ne possèdent pas d'homologie séquentielle, elles ont toutes les mêmes 

résidus d'acides aminés essentiels à leur fonction de transporteur localisés en position 

homologue (tableau ID). ll s'agit d'un résidu d'acide aspartique, d'un résidu d'histidine sur la 

boucle joignant le feuillet plissé .B 31 et l'hélice a 31, et d'un résidu sérine et d'arginine situés en 

début et en bout de l'hélice a 12. Cette homologie structurale entre ces protéines d'origine 

aussi diverse suggère qu'elles sont le résultat d'un processus d'évolution divergente. Elles ont 

pour origine un motifmonomérique (Baker et al., 1987; Baldwin, 1993). 

c) Structure du site de reconnaissance des molécules et 

des récepteurs 

Les interactions entre la lactotransferrine et ses différentes cellules cibles s'effectue par 

l'intermédiaire de plusieurs récepteurs, décrits page 51, différemment exprimés suivant le type 

cellulaire. 

a) Zone d'interaction avec le récepteur lymphocytaire 

La localisation du site d'interaction de la lactotransferrine humaine avec le récepteur de 

lymphocyte humain activé a été réalisée (Fig. 6). Dans un premier temps, l'étude de la fixation 

de différents fragments protéolytiques, obtenus par protéolyse ménagée de la lactotransferrine 

(parmi les fragments utilisés : lobe N-t, lobe C-t, fragment N-Il et domaine 

6 kDa du lobe N-t) a montré que seul le fragment N-terminal de la protéine était capable de se 

fixer sur le récepteur (Rochard et al., 1989). L'hydrolyse ménagée du fragment N-terminal a 

conduit à l'obtention de nombreux peptides dont le 6 kDa a permis une inhibition significative 

de la fixation de la lactotransferrine sur son récepteur : le peptide 6 kDa est localisé entre les 

résidus 4 à 52 de la molécule. Ce site de fixation est constitué de 2 feuillets plissés B, 2 

boucles ( octodécapeptide et KRDS) accessibles aux structures reliées par 1 boucle a. Ces 

résultats préliminaires sont confirmés par l'étude de l'interaction de la lactotransferrine 

modifiée et les cellules Jurkat. La fixation de FITC sur le résidu Lys-264 ou la fixation du 

SASD sur le résidu Lys-74 modifient les propriétés de fixation du ligand sur son récepteur en 

masquant la région 4-52 de la molécule. L'analyse par modélisation moléculaire de la zone 4-

52 de la protéine suggère que deux zones (résidus 28-34 et 38-45) sont probablement 

impliquées dans le site d'interaction avec le récepteur lymphocytaire (Legrand et al., 1991, 

1992). 



Tableau m. Eléments structuraux communs aux protéines bidomaines de fixation (Baldwin, 1993) 

PROTEINES 

PBGD LTF-N-t LTF-C-t Tf-N-t MBP SBP 

Eléments de structure 

impliqués dans la 

fixation 

Ligand Carboxylate Carbonate (Fe j) Carbonate (Fe 3+) Carbonate (Fe :i+) Maltodextrine Sulfate 

hélices a al 1, al2, a22 ah ah al2 a 11, al2, a22 

sérine (al2) Serl29 Thr117 Thr461 Thr 120 Serl30 

arginine ( al2 ) Arg131 Arg121 Arg465 Arg124 Argl34 

aspartate ( p3 1/a31 ) Asp84 Asp60 Asp395 Asp63 Asp65 Asp68 

Coordination du Coordination du Coordination du 
Pont hydrogène 

Pont salin avec 
Rôle de l'aspartate Catalyse avec hydroxyles du 

métal métal métal Argl34 
sucre 

~-

PBGD : Porphobilinogène desaminase MBP : Transporteur de maltodextrine 

SBP : Transporteur de sulfate LTF-N-t/C-t: Lobe N- ou C-terminal de la lactotransferrine 

PBP : Transporteur de phosphate Tf-N-t: Lobe N-terminal de la transferrine sérique 

PBP 

Phosphate 

a2" al2, a22 

Serl39 

Argl35 

Asp56 

Pont 

hydrogène avec 

le phosphate 
-- - ---

' 

N 
v. 
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Figure 6 : Détail du site d'interaction de la lactotransferrine avec le récepteur lymphocytaire 

(Legrand etal., 1991, 1992) 
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13) Zone d'interaction avec les protéoglycannes (GAGs) 

La lactotransferrine peut se fixer aux polysaccharides anioniques. Cette propriété a été 

utilisée pour purifier la lactotransferrine par chromatographie sur héparine-Sepharose et sur 

les GAGs sulfatés (glycosaminoglycannes) (Blackberg & Hernell, 1980). Plus récemment, la 

chromatographie d'affinité de la lactotransferrine sur GAGs a été réalisée (Zou et al., 1992). 

TI a été établi que les GAGs se fixent sur une région de la lactotransferrine humaine qui a été 

localisée dans les 33 premiers résidus (GRRRRS séquence et RKVR séquence à la position 28-

31) de cette protéine. Cette région contient deux clusters de résidus basiques qui constituent 

les sites putatifs de la liaison à l'héparine, sites que l'on retrouve sur d'autres protéines (Mann et 

al., 1994). 

x) Zone d' interaction avec les récepteurs des 

apolipoprotéines de faible densité (LRP) 

Une analyse de la séquence de l'apo E et de la lactotransferrine a permis à Huettinger et 

al. (1988, 1992) de montrer que le site de reconnaissance du récepteur de l'apo E: Arg-X-X

Arg-Lys-Arg (résidus142-147) était en partie retrouvée dans la lactotransferrine: Arg-X-X

Arg-Lys-Val (résidus 25-30). Nous avons repris cette étude en comparant la structure 3D du 

site de reconnaissance du récepteur de l'apo E avec la structure 3D de la lactotransferrine. 

Comme le montre la figure 7, la région 16-32 de la lactotransferrine est très homologue dans 

sa conformation (hélice a) à la région 137-148 de l'apo E avec une superposition presque 

exacte des résidus Arg (142), Arg (145), Arg (147) du site actif Cette homologie séquentielle 

et conformationnelle peut rendre compte de l'affinité de la lactotransferrine pour le récepteur 

LRP dans les cellules parenchymateuses isolées du foie de rat (Efremov, communication 

personnelle). 

2. Site de fixation du métal 

La lactotransferrine (Fig. 8), comme la sérotransferrine, est connue pour fixer avec une 

affinité de l'ordre de 1032 deux ions ferriques par molécule, simultanément avec deux ions 

carbonates (Aisen & Listowsky, 1980). Le métal est fixé à l'interface des domaines N-I et N-Il 

dans le lobe N-terminal et des domaines C-1 et C-Il dans le lobe C-terminal. Les ligands 

histidine, tyrosine et arginine, sont localisés sur les domaines N-Il et C-Il et le résidu d'acide 

aspartique est localisé sur les domaines N-1 et C-1. Le fer réalise un pontage entre les 2 

domaines et stabilise la molécule qui devient très résistante à la dénaturation et à la protéolyse 
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Arg-147 

... ···· ... 

Arg-142 

Lys-146 

Arg-145 

.. ··· 

Figure 7 : Superposition de la chaîne peptidique principale et des chaînes latérales du site de 

reconnaissance du récepteur de l'apolipoprotéine E Gm ) avec le domaine N-terminal de la 

lactotransferrine ~ montrant leur homologie 
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Alg 121 
H H 8 

Figure 8 : Détail de la structure du site de fixation du métal des lactotransferrines (Baker et al, 

1987) 
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(Spik & Montreuil, 1966 ; Montreuil, 1980 ; Mazurier et al., 1983a ; Metz-Boutigue et al., 

1984; Anderson et al., 1987, 1989; Baker et al., 1987; Legrand et al., 1988). 

L'affinité de fixation du fer par la 1actotransferrine est 260 fois plus forte que celle de la 

sérotransferrine (Aisen & Leibman, 1971 ; Aisen & Listowsky, 1980) ce qui suggère que la 

lactotransferrine fixe le fer préférentiellement à la sérotransferrine lorsque les deux protéines 

sont présentes (Aisen & Listowsky, 1980), mais l'apolactotransferrine ne déplace pas le fer de 

la sérotransferrine. La structure tridimensionnelle des sites de fixation du fer est identique pour 

la sérotransferrine et la lactotransferrine, la lactotransferrine conserve particulièrement bien son 

fer à pH acide (Montreuil et al., 1960) il est nécessaire de descendre à pH voisin de 2,5 pour 

désaturer complètement la lactotransferrine humaine (Montreuil et al., 1960 ; Princiotto & 

Zapolski, 1975 ; Lestas, 1976 ; Mazurier & Spik 1980). 

3. Structure des glycannes 

a) Structure primaire des glycannes 

De nombreuses études sur la structure primaire des glycannes de transferrines ont été 

réalisées dans notre laboratoire. Une grande diversité a été mise en évidence, d'une part, au 

niveau du nombre et de la localisation des sites des glycosylations et, d'autre part, au niveau de 

la structure primaire des glycannes entre les différentes espèces (Spik et al., 1982, 1988, 

1993). La lactotransferrine humaine isolée du lait de femme possède deux glycannes de type N

acétyllactosaminique, sialylés et fucosylés en a-1,6 sur la N-acétylglucosamine du point 

d'attache et parfois en a-1,3 sur la N-acétylglucosamine de l'antenne liée en a-1,6 (Fig. 9). lls 

sont localisés dans les domaines N-Il et C-ll. TI existe une importante microhétérogénéité liée 

au nombre variable d'acide sialique, à la présence ou à l'absence de fucose et à la 

polyantennarisation (Spik et al., 1982). Les glycannes de la lactotransferrine humaine isolée du 

leucocyte sont biantennés et dépourvus de résidus de fucose (Derisbourg et al., 1990). 

La structure primaire des glycannes de la lactotransferrine bovine a également été 

déterminée (Coddeville et al., 1992). Elle a révélé une plus grande hétérogénéité par rapport 

aux lactotransferrines humaines avec la coexistence de structures oligomannosidiques et de 

structures N-acétyllactosaminiques. De plus, certaines structures N-acétyllactosaminiques 

possèdent des antennes particulières avec la séquence Gal (al-3) Gal (JH-4) GleNAc (fi1-2) 

branchée sur le résidu de mannose (a1,6) ou la séquence GalNAc (fil-4) GleNAc (fi1-2) 

branchée sur le résidu de mannose (a1,3), ces séquences pouvant être substituées par un 

résidu d'acide N-acétyl neuraminique en (a-2,6). 
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NeuAc( a2-6)Gal(B 1-4 )GleNAc( fi 1-2)Man( a1-6) 

\ 

ManB( 1-4 )GlcNac(B 1-4 )GleNAc( fi 1-N)Asn 

1 1 

N euAc( a2-6)Gal( B 1-4 )GleNAc( B 1-2 )Man( a 1-3) 

Gal(B 1-4 )GleN ac( B 1-2 )Man( a 1-6) 

\ 

Fuc(a1-6) 

Man( fi 1-4 )GleNAc( fi 1-4 )GleNAc( fi 1-N)Asn 

1 1 

N euAc( a2-6)Gal( B 1-4 )GlcNAc(B 1-2 )Man( a 1-3) 

Fuc(a1-3) 

\ 

Gal( B 1-4 )GleNAc( B 1-2 )Man( a 1-6) 

\ 

Fuc(a1-6) 

Man( fi 1-4 )GleNAc( fi 1-4 )GleNAc( fi 1-N)Asn 

1 1 

N euAc( a2-6)Gal( B 1-4 )GleNAc( B 1-2 )Man( a 1-3) Fuc(fi1-6) 

Figure 9: Séquence des glycannes de la lactotransferrine humaine (Spik et al., 1982) 
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b) Structure tri-dimensionnelle 

Concernant les deux glycannes de la lactotransferrine humaine, la diffraction des rayons 

X a permis de visualiser les 2 premiers résidus de N-acétyl glucosamine et le résidu de 

mannose (Baker, communication personnelle). Le reste de la molécule de glycanne, noyau 

trimannosidique et antennes, n'est pas visible. L'absence de diffraction de la fraction 

glycannique est due soit à la microhétérogénéité des séquences soit à la mobilité des glycannes. 

Les récents travaux réalisés en collaboration avec le laboratoire de C. Cambillau ont permis 

d'obtenir une diffraction des glycannes de la lactotransferrine (Fig. 10) lorsqu'ils sont 

immobilisés par la lectine Lathyrus occhrus (Boume et al., 1992, 1994). Ces résultats 

démontrent sans ambiguïté que les glycannes de la lactotransferrine ne possèdent pas, 

contrairement à la partie protéique, de structure organisée. Leur position sur la molécule 

(résidus 138 et 479) indique qu'ils se trouvent à l'opposé des canaux menant aux sites de 

fixation du fer. 

c) Sites de glycosylation 

D'après leurs séquences en acides aminés les lactotransferrines huinaine, munne et 

bovine, possèdent respectivement 3,2 et 5 sites potentiels de N-glycosylation. En fait, les seuls 

qui sont g]ycosylés sont : 2 sites pour la lactotransferrine humaine, l'un (Asn 138) dans le lobe 

N-terminal et l'autre (Asn 475) dans le lobe C-terminal ; 4 sites pour la lactotransferrine 

bovine, un (Asn 233) dans le lobe N-terminal et trois (Asn 368, Asn 476, Asn 545) dans le lobe 

C-terminal (Spik et al., 1993). 

C. Rôles de la lactotransferrine 

Bien que la structure de la lactotransferrine soit très semblable à celle de la 

sérotransferrrine, les fonctions de ces deux protéines sont profondément différentes (lyer & 

Lonnerdal, 1993 ; Sanchez et al., 1992). La sérotransferrine est surtout synthétisée par 

l'hépatocyte et sécrétée dans le plasma, tandis que la lactotransferrine est élaborée par les 

cellules des épithéliums glandulaires et par les leucocytes neutrophiles polymorphonucléaires. 

La concentration et la demi-vie plasmatiques de ces deux protéines sont également très 

différentes. La concentration plasmatique de la sérotransferrine est d'environ 2,5 mg/ml pour 

une demi-vie de plusieurs jours. Le taux de la lactotransferrine ne dépasse jamais l!J.g/ml et sa 

demi-vie est exceptionnellement brève (quelques minutes). De plus, la transferrine sérique dans 
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Figure 10 : Modélisation moléculaire de la structure d'un glycanne de la lactotransferrine 

humaine après son immobilisation par la lectine Lathyrus occhrus (d'après Boume et al. 1992, 

1994). 
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des conditions physiologiques normales possède un taux de saturation en fer de l'ordre de 

30 % contrairement à la lactotransferrine qui est principalement présente sous la forme apo 

c'est-à-dire non saturée en fer. La distribution et la quantité de fer transportée par ces deux 

protéines sont donc très différentes. La sérotransferrine est incontestablement le principal 

transporteur du fer pour l'ensemble des cellules de l'organisme. Ce qui n'est pas le cas de la 

lactotransferrine, qui joue plutôt un rôle de chélateur. Ains~ par ses propriétés de chélatrice du 

fer, la lactotransferrine, soit isolée, soit en association avec d'autres produits de sécrétion, par 

exemple, IgA et lysozyme, joue un rôle important dans la protection des muqueuses et des 

sécrétions contre l'infection. Bien qu'aucune preuve n'ait été apportée, de nombreux arguments 

expérimentaux suggèrent fortement que la lactotransferrine pourrait moduler l'absorption 

intestinale du fer. Cependant, la lactotransferrine joue, sans qu'intervienne sa capacité à fixer le 

fer, un rôle important dans la myélopoïèse et la production des interleukines. 

1. Rôle physiologique 

a) Rôle de la lactotransferrine dans la prolifération 

cellulaire 

Une activité facteur de croissance de la lactotransferrine humaine a été mise en évidence 

sur des lignées lymphocytaires humaines B et T (Hashizume et al., 1983, 1987) et vis-à-vis 

d'une lignée murine macrophagique (P388DI) (Orla et al., 1988). Cette activité a également été 

décrite pour d'autres lignées cellulaires telles que la lignée HT-29 d'adénocarcinome de colon 

humain (Amouric et al., 1984), la lignée BALB/C 3T3 de fibroblastes embryonnaires de souris 

(Azuma et al., 1989) et la lignée myéloblastique L6 pour la lactotransferrine bovine (Byatt et 

al., 1990) ainsi que pour les cellules isolées de cryptes de l'intestin de rat (Nichols et al., 1987, 

1989). Enfin, très récemment une inhibition de la croissance de cellules de glande mammaire 

par la lactotransferrine de vache vient d'être décrite (Hurley et al., 1994), cette inhibition de la 

croissance cellulaire n'est pas observée avec la lactotransferrine humaine. 

Le mécanisme d'action de la lactotransferrine est très controversé. Selon certains auteurs, 

la lactotransferrine agirait en apportant le fer nécessaire à la prolifération cellulaire (Azuma et 

al., 1989). Pour d'autres auteurs, l'activité facteur de croissance de la lactotransferrine ne serait 

pas liée à la présence de fer, c'est la protéine elle-même qui agirait en tant que signal de 

prolifération (Oria et al., 1988 ; Byatt et al., 1990 ; Nichols et al., 1990 ; Bi et al., 1994). La 

lactotransferrine pourrait agir en tant qu'agent oxydant à la surface cellulaire. Sün et al. (1991) 

montrent que la lactotransferrine, comme la sérotransferrine, stimule une activité NADH

oxydo-réductase à la surface cellulaire. Les réactions d'oxydo-réduction au 
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niveau de la membrane plasmique et l'alcanisation du cytoplasme résultant de ce phénomène 

pourraient être responsables de l'activité facteur de croissance de la lactotransferrine. n est à 

remarquer que dans de nombreux cas l'activité facteur de croissance est observée à de fortes 

concentrations en lactotransferrine. Quand l'activité facteur de croissance est décrite à faible 

concentration en lactotransferrine il s'agit de culture de cellules réalisée dans des milieux 

démunis de tout facteur de croissance. Elle ne s'observe plus en présence de transferrine 

sérique. 

En ce qui concerne les lymphocytes circulants humains, activés par un agent mitogène 

ou par une culture mixte de lymphocytes, les résultats sont controversés : l'activité facteur de 

croissance décrite précédemment étant retrouvée ( Mazurier et al., 1989) ou non (Slater & 

Fletcher, 1987a, b ). De plus, sous certaines conditions de culture (utilisation de plaques de 

culture à fond arrondi), Slater & Fletcher ( 1987 a, b) montrent que la lactotransferrine inhibe la 

libération d'interleukine-2, et par conséquent, l'activité transcriptionnelle des lymphocytes 

activés. 

b) Rôle de la lactotransfe"ine dans la réponse 

inflammatoire 

a) Rôle de la lactotransferrine dans la migration des 

cellules imnumocompétentes sur le lieu de 

l'inflammation 

Une des premières réponses de l'organisme lors de la réaction inflammatoire est 

l'adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales des petits vaisseaux sanguins et leur 

migration vers le lieu de l'inflammation. La lactotransferrine provenant de la dégranulation des 

neutrophiles provoquerait une modification des propriétés de surface des leucocytes, en 

particulier, en abolissant la répulsion électrostatique des membranes et permettrait ainsi aux 

leucocytes d'adhérer aux cellules endothéliales (Oseas et al., 1981 ; Boxer et al., 1982). La 

lactotransferrine libérée attirerait les lymphocytes et les macrophages par l'intermédiaire de 

récepteurs spécifiques. Les macrophages attireraient également les lymphocytes grâce à la 

sérotransferrine et à la ferritine qu'ils synthétisent, les lymphocytes possèdant des récepteurs 

pour ces deux molécules. 

~) Rôle de la lactotransferrine dans lhyposidérémie 

inflammatoire 

Au cours de l'inflammation, la modification d'un grand nombre de paramètres régulant le 

métabolisme du fer conduit à une diminution de la concentration plasmatique en fer (tableau 
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IV). L'hyposidérémie inflammatoire ainsi établie va permettre, par ferriprivation, de limiter la 

croissance bactérienne. L'injection intraveineuse d'apo-lactotransferrine chez le rat ou la souris 

Tableau IV. Effet de l'inflammation sur le métabolisme du 

fer (De Sousa & Brock, 1989) 

Libération du fer par les tissus Diminution 

Stockage du fer par les tissus Augmentation 

Absorption intestinale de fer Diminution 

Sidérémie Diminution 

Capacité totale de fixation du fer Diminution 

Taux de renouvellement du fer plasmatique Diminution 

Hémoglobine Diminution 

Volume globulaire Diminution 

Protoporphyrines des globules Augmentation 

Lactotransferrine plasmatique Augmentation 

F erritine plasmatique Augmentation 

provoque une diminution de la concentration plasmatique en fer (Van Snick et al., 1974 ; 

Sawatzki et al., 1983), nous avons vu précédemment que l'apo-lactotransferrine contenue dans 

les granules secondaires des leucocytes polynucléaires était libérée dans le sang au moment d' 

une infection. L'apolactotransferrine, possédant à pH acide une capacité de fixation du fer très 

supérieure à celle de la transferrine sérique, pourrait capter le métal de celle-ci au niveau des 

sites inflammatoires (V an Snick et al., 197 4) (Fig. 11). 

x) Rôle de la lactotransferrine dans l'activité bactéricide 

des leucocytes 

La lactotransferrine en se fixant sur son récepteur bactérien peut développer une activité 

bactéricide (Arnold et al., 1980; Dalamastri et al., 1988). ll en est ainsi pour Escherichia coli 

K12 dont la croissance est inhibée par la lactotransferrine, qu'elle soit sous sa forme apo ou 

sous sa forme saturée en fer (Visca et al., 1990). Cette inhibition est plus importante quand la 
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Figure 11 : Schéma récapitulatif de l'inteiVention des transferrines lors d'une agressiOn 

microbienne (Spik & Montreuil, 1983) 
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lactotransferrine est associée à des immunoglobulines de classe Gl ou A (Spik et al., 1978 ; 

Stephens et al., 1980). 

Récemment, l'utilisation de la microscopie électronique à transmission a pernns à 

Yamauchi et al. (1993) de montrer l'effet produit par la lactotransferrine sur les bactéries 

Gram- dont E. coli. Ainsi, selon ces auteurs, le contact direct de la lactotransferrine avec ces 

microorganismes provoque des "boursouflures" sur les membranes externes et entraîne, d'une 

part, leur altération par la libération des lipopolysaccharides et, d'autre part, l'entrée de certains 

antibiotiques et la destruction des bactéries (Ellison et al., 1988; Nikaido, 1989). 

En 1991, Gado et al. ont expliqué l'absence d'activité bactéricide de la lactotransferrine 

vis à vis de certaines souches mutées d' E.coli. Ainsi, ils ont mis en évidence une corrélation 

entre l'absence de fixation de la lactotransferrine sur certaines bactéries mutées E. coli et la 

sensibilité de ces dernières aux colicines ; les colicines étant des bactériocines produites par 

certaines souches d' E.coli, différentes des premières (Konisky, 1982) capables de tuer E. coli 

en s'absorbant à des récepteurs spécifiques présents sur leurs membranes externes (Kadner et 

al., 1979 ; Konisky, 1982). 

Les domaines bactéricides des lactotransferrines humaine et bovine ont été identifiés : ils 

sont localisés dans une boucle de 18 acides aminés formée par un pont disul:fure entre les 

résidus de cystéine 20 et 37 pour la lactotransferrine humaine et 19 et 36 pour la 

lactotransferrine bovine (Bellamy et al., 1992). De même, Bellamy et al. (1993) ont montré 

que l'addition de la lactotransferrine bovine à des bactéries Candida albicans entraîne leur 

mort due à la perte de leur capacité à former des colonies. 

Notons également que la lactotransferrine possède, en plus de son activité bactéricide, 

une activité bactériostatique qu'elle exerce seu1e ou en combinaison avec d'autres protéines 

telles que le lysozyme et certains anticorps (Revues générales Spik & Montreuil, 1983). 

La lactotransferrine, par l'intermédiaire du fer qu'elle transporte, joue un rôle dans 

l'activité bactéricide des leucocytes polymorphonucléaires (Bullen & Armstrong, 1979). 

L'absence ou le faible taux de lactotransferrine intracellu1aire, ainsi que la déficience en fer, 

provoque une diminution de cette activité bactéricide (Spitznagel et al., 1972). Lors de la 

phagocytose d'une bactérie, la majeure partie de la lactotransferrine contenue dans les granu1es 

secondaires des leucocytes est libérée dans le milieu extérieur, le reste de la lactotransferrine 

des granules non dégradés est déversé dans les phagolysosomes (Le:ffel & Spitznagel, 1975). 

La majorité du fer libéré dans les phagolysosomes et dans le milieu de cu1ture, après 

phagocytose d'Escherichia coli est retrouvée fixée à la lactotransferrine (Molloy & 

Winterbourn, 1990 ). Au cours de la phagocytose, les leucocytes polynucléaires consomment 
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une quantité accrue d'oxygène et le convertissent en anion superoxyde 6
2 

et en peroxyde 

d'hydrogène H
2
0

2
. L'association de ces deux composés conduit à la formation de radicaux 

libres qui induisent une peroxydation des lipides. L'ion ferrique intervient comme catalyseur de 
2-

la réaction de Fenton en augmentant la vitesse de conversion de 1'0
2 

en 0 (Haber & Weiss, 

1934). 
2- 3+ 2+ 

0 +Fe ~ 02 +Fe 

2+ 3+ ' 
Fe + ~02~ Fe +OH-+ OHo 

Ambruso & Johnston (1981) ont montré que la lactotransferrine pouvait augmenter la 

production de radicaux libres par les neutrophiles humains grâce à l'apport du fer lié à la 

protéine et ainsi amplifier la réponse inflammatoire et la peroxydation des lipides. Mais ces 

résultats sont cependant très controversés. En effet, Gutteridge et al. (1981) ont observé que 

l'apo-lactotransferrine pouvait exercer un effet antagoniste en captant le fer et en évitant ainsi 

les dommages occasionnés aux leucocytes par ces radicaux. Cependant ils ont été confirmés 

par Bannister et al. en 1982 et par Klebanoff & Waltersdorph en 1990. La lactotransferrine 

pourrait piéger la membrane cellulaire des leucocytes et diriger les radicaux libres sur les 

membranes des bactéries à lyser (Ward et al., 1983). Enfin, Winterbourn (1983) montre que 

la lactotransferrine saturée en fer n'augmente pas la production de radicaux libres. Seule 

l'addition d'agents complexant le fer, comme l'acide éthylène diamine tétraacétique, permettrait 

à la lactotransferrine d'être un catalyseur de la production de ces radicaux hydroxyles. 

Cependant Ismail & Brock (1993) viennent de démontrer que les cellules monocytaires de la 

lignée U93 7 fixent la lactotransferrine à la surface cellulaire et relâche le fer complexé dans le 

milieu extracellulaire. 

c) Rôle de la lactotransferrine dans la régulation de la 

myélopoïèse 

La lactotransferrine est un facteur granulocytaire régulant, par rétroaction négative, la 

production des colonies de granulocytes-macrophages. Un mécanisme d'action direct a tout 

d'abord été proposé. La lactotransferrine agirait directement en inhibant la production par les 

macrophages de deux facteurs : le facteur de stimulation des colonies granulocytes

macrophages ( GM-CSF) et les isoferritines acides, responsables de la prolifération et de la 

différenciation des cellules progénitrices formant les colonies de granulocytes-macrophages 

(Broxmeyer et al., 1978, 1983, 1984). 

Ce mécanisme est aujourd'hui abandonné en faveur d'un mécanisme d'action indirect de 
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la lactotransferrine (Fig.12). En effet, la lactotransferrine est sans effet lorsque les monocytes 

sont séparés des lymphocytes. La lactotransferrine agirait en inhibant la libération d'une 

monokine responsable, elle-même, de la libération de facteur GM-CSF par les lymphocytes, 

les fibroblastes et les cellules endothéliales (Bagby et al., 1981, 1983a, b). Récemment, cette 

monokine a été identifiée à l'interleukine 1 (Bagby et al., 1986 ; Zucali et al., 1989). 

n est fort probable que le mécanisme d'action indirect de la lactotransferrine ne se limite 

pas à la production du facteur GM-CSF ; l'inhibition de la synthèse d'interleukine ll..,-2 par les 

lymphocytes T (Slater & Fletcher, 1987a, b) ou de la synthèse d'anticorps par les lymphocytes 

B (Duncan & McArthur, 1981) pourrait également passer par ce mécanisme (Fig. 13). 

d) Rôle de la lactotransferrine dans la réponse 

immunitaire 

a) Rôle de la lactotransferrine dans la modulation de la 

synthèse d'anticorps 

La réponse immunitaire des cellules isolées de la rate de souris peut être inhibée in vitro 

par la lactotransferrine. Lorsque les cellules sont incubées in vitro en présence de macrophages 

et de lactotransferrine, la synthèse d'IgM est proportionnelle à la concentration (10-
10 

à 10-
5

) de 

la lactotransferrine (Duncan & McArthur, 1981 ). La lactotransferrine semble agir par 

l'intermédiaire des macrophages en inhibant la libération d'agents responsables de l'induction de 

la synthèse d'anticorps par les lymphocytes B (Duncan & McArthur, 1981). Le mode d'action 

indirect est identique à celui conduisant à l'inhibition de la h'bération du facteur GM-CSF 

(Fig. 13). Par contre, l'injection intramusculaire d'une dose unique de lactotransferrine 

préalablement à l'injection de l'antigène augmente considérablement la production d'anticorps 

dirigé contre celui-ci. 

!3) Rôle de la lactotransferrine dans la maturation des 

lymphocytes 

Zimecki et al. (1991) montrent que la lactotransferrine induit chez les thymocytes CD4-

CD8-, isolés du thymus de souris, l'expression de l'antigène CD4 et, par conséquent, 

l'acquisition d'une activité de type auxiliaire. Le rôle de la lactotransferrine dans la maturation 

cellulaire vient d'être récemment démontré sur les cellules lymphocytaires B de la rate de 

souris (Zimecki, communication personnelle). ll a été démontré que la lactotransferrine 

participait à la différenciation et à la régulation du nombre de lymphocytes TJl et T (possédant 

à leur surface des récepteurs IgM et IgG) dans le thymus (Gnezditskaya et al., 1987). 
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X) Rôle de la lactotransferrine dans l'activation du 

complément 

Le système du complément contient au moins 20 protéines interagissant dans un ordre de 

séquence donné, sous le contrôle de protéines de régulation. La lactotransferrine a récemment 

été ajoutée à la liste des protéines capables de réguler l'activation du complément. En effet, la 

lactotransferrine humaine isolée du lait (Morgan et al., 1975) ou des larmes (Kijlstra & 

Jeurissen, 1981) inhibe l'activité hémolytique du complément. 

Les protéines du complément forment deux cascades enzymatiques reliées entre elles, 

appelées voie classique et voie alterne (Fig. 14 ). Les deux voies classique et alterne du 

complément donnent naissance à la convertase C4b2b pour la voie classique et à la C3bBb 

pour la voie alterne. La lactotransferrine inhibe la formation de la convertase de la voie 

classique, elle n'a pas d'action sur la voie alterne 2. Cette action est rendue réversible par 

addition de fer ferrique dans le milieu de culture, ce qui semble indiquer que le rôle de la 

lactotransferrine dans l'activation du complément est lié à la présence de fer (Kijlstra & 

Jeurissen, 1981). Ces résultats sont confirmés par la démonstration d'une activité inhibitrice de 

la lactotransferrine dans la solubilisation par le complément de complexes immuns précipités. 

Cette action fait intervenir des composés dérivés du C3 (Kulics & Kijlstra, 1987). 

8) Rôle de la lactotransferrine dans l'activité cytotoxique 

des monocytes et des cellules NK 

La lactotransferrine augmente l'activité des cellules NK (Nishiya & Horwitz, 1982 ; 

Horwitz et al., 1984; McCormick et al., 199la, b), in vitro comme in vivo (Lu et al., 1991; 

Bezault et al., 1994). L' activité de régulation, par la lactotransferrine, de l'activité cytotoxique 

des cellules NK et des cellules LAK a été observée à des concentrations très faibles (0, 75 

11g/ml) sur la lignée cellulaire K562. La lactotransferrine est aussi active sur la cytotoxicité 

des monocytes (McCormick et al., 199lb). Le mécanisme d'action de la lactotransferrine sur 

les cellules NK n'est pas encore élucidé mais semble agir in vivo sur les cellules infectées par 

un rétrovirus en synergie avec l'interféron (Lu et al., 1991 ). TI est bien démontré que la 

lactotransferrine augmente de manière significative l'activité cytotoxique des cellules NK vis à 

vis des cellules tumorales (Nishiya & Horwitz, 1982 ; Bezault et al., 1994) et des cellules 

infectées par les rétrovirus (Lu et al., 1991 ). La cause de cette stimulation par la 
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lactotransferrine de l'activité cytotoxique des cellules NK, des lymphocytes, mais aussi des 

cellules adhérentes, peut être la conséquence, soit d'une activation des cellules tueuses à la 

suite de l'internalisation de la lactotransferrine, soit d' une différenciation des cellules cibles qui 

deviendraient alors plus sensibles à la lyse. Ces hypothèses demandent à être vérifiées. Plus 

récemment, il a été suggéré que la lactotransferrine est un facteur de transcription (Baeuerle, 

1995). En effet, l'affinité de la lactotransferrine pour l'ADNe est connue depuis longtemps et a 

même servi à la purifier par chromatographie sur colonne d'ADN immobilisé. TI semble que 

cette interaction soit spécifique puisque He & Furmanski (1995) viennent de démontrer que la 

lactotransferrine ne reconnaît que 3 séquences consensus: GGCACTTCG(A)C, 

TAGA(A/G)GATCAA, et ACTACAGTCTACA Les cellules K562, transformées par un 

plasmide contenant de ces séquences consensus en amont du gène CAT (Chloramphénicol 

acétyltransférase) et de son promoteur, répondent à l'action de la lactotransferrine saturée en 

fer, démontrant ainsi que la lactotransferrine est un facteur de transcription. 

e) Rôle dans l'absorption intestinale du fer 

TI est bien établi que chez le nourrisson alimenté au lait maternel, l'incidence de la 

carence en fer est très faible (Saarien et al., 1977). Cela pourrait être dû essentiellement à une 

haute bio-disponibilité du fer dans le lait de femme. n est bien clair que la quantité de fer 

réellement absorbée est 2 à 3 fois supérieure chez les enfants nourris au sein par rapport aux 

nourrissons alimentés au lait de vache (Saarien et al., 1977; Garry et al., 1981). 

Des auteurs ont attribué la bio-disponibilité du fer dans le lait de femme à des facteurs 

favorables à l'absorption du métal tels que la faible teneur en protéines, en calcium et en 

phosphate, la forte concentration en acide ascorbique et en lactose (Pirzio-Biroli et al., 1958 ; 

Peter et al., 1971 ; Amine & Hegstead, 1975). D'autres ont attribué à la lactotransferrine le 

rôle principal de transporteur de fer dans le lait de femme (Montreuil et al., 1960 ; Montreuil, 

1971 ; Spik, 1981). Cependant, plusieurs auteurs ont mis en doute ce concept en raison du fait 

que, d'une part, la lactotransferrine dans le lait n'est pas saturée en fer (Bullen et al., 1972), 

une saturation maximale de 4% a été mesurée (Fransson & Lonnerdal, 1980 ; Lonnerdal & 

Forsum, 1985) et, d'autre part, il n'existe aucun lien entre le taux de fer et la concentration en 

lactotransferrine (Masson, 1970). 

Tout récemment, pour étudier l'influence de la lactotransferrine sur l'absorption 

intestinale du fer chez le nourrisson, dans du lait humain, natif ou débarrassé à 97% de la 

lactotransferrine, la bio-disponibilité de l'isotope 
58

F e a été mesurée chez des enfants agés de 2 
58 

à 10 mois (Davidson et al., 1987). Le Fe additionné se répartit indépendamment du type de 
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lait entre le lactosérum (80-89%), la caséine (4-5%) et la graisse (6-16%). Dans le lactosérum 

du lait appauvri en lactotransferrine, l'isotope métallique se retrouve à 50% complexé par le 

citrate alors que ce pourcentage n'est que de 36% pour le lait normal. L'absorption a été 

statistiquement plus faible dans les laits contenant de la lactotransferrine (11,8% compris entre 

3,4 et 37,4%) que dans ceux n'en contenant pas (19,8% compris entre 8,4 et 72,8%). Cette 

expérimentation est la première réalisée in vivo qui démontre que la lactotransferrine n'est pas 

le facteur du lait humain qui facilite l'absorption intestinale du fer. 

j) Rôle dans l'inhibition de l'agrégation plaquettaire 

Récemment, Mazoyer et al. (1990) ont montré que la séquence KRDS, localisée entre 

les acides aminés 39 et 42 du lobe N-terminal de la lactotransferrine humaine, est un 

homologue structural et conformationnel de la séquence RGDS, et que le tétrapeptide 

synthétique correspondant à cette séquence inhibe l'agrégation p1aquettaire. Cette découverte a 

amené Leveugle et al. (1993) à étudier l'effet de la lactotransferrine sur l'agrégation 

plaquettaire. La lactotransferrine à une concentration inférieure à 5 nM, c'est-à-dire une 

concentration compatible avec la quantité de lactotransferrine trouvée dans le plasma après la 

dégranulation des leucocytes, inhibe l'agrégation plaquettaire induite par l'ADP. Cette activité 

inhibitrice a été retrouvée avec le lobe N-terminal (2 mM) et l'octodécapeptide (20 mM) dont 

la séquence correspond à celle de la région 20 à 37 de la lactotransferrine humaine. Ces 

activités inhibitrices sont nettement supérieures à celle observée avec le tétrapeptide KRDS 

puisque 500 mM de KRDS sont utilisés pour inhiber 50% de l'agrégation induite par l'ADP 

(Fig. 15). 

Ce résultat suggère que l'activité inhibitrice de la lactotransferrine nécessite sa fixation 

sur le récepteur p1aquettaire ce qui corrobore les observations de Mazoyer et al. (1990) qui 

ont récemment démontré que l'activité inhibitrice du tétrapeptide KRDS sur l'agrégation 

plaquettaire ne transite pas par le complexe GPITb-IDa. ll est donc vraisemblable que le 

récepteur lymphocytaire de la lactotransferrine présent sur les plaquettes soit impliqué dans la 

2 ème voie de l'agrégation des plaquettes qui vient d'être découverte par l'équipe du 

Professeur Caen (Mazoyer et al., 1990). 

g) Rôle dans la production des cytokines 

De nombreux rôles de la lactotransferrine impliquent des mécanismes qui sont régulés 

par des cytokines. Les études de Crouch et al. (1992) montrent que la lactotransferrine peut 

exercer un rétrocontrôle négatif sur certaines cytokines afin d'empêcher le recrutement et 

l'activation des leucocytes sur le lieu de l'inflammation. La lactotransferrine est capable 
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d'inhiber la libération d'll..-1 et de TNF-a et indirectement celle d'IL-2. En effet, la production 

d'll..-2 par les lymphocytes Test dépendante de la sécrétion d'll..-1 par les monocytes (Durum 

et al., 1984) et le TNF est partiellement responsable de cette production d'll..-1. Cette action 

de la lactotransferrine sur la production d'll..-1 et de TNF pourrait ainsi expliquer certains de 

ses rôles. La diminution de la production d'anticorps décrite par Duncan & McArthur (1981) 

proviendrait d'une réduction de l'activation des cellules B qui sont normalement stimulées soit 

directement par l'll..-1 soit indirectement par l'IL-2 provenant des cellules T activées. Ainsi, la 

réduction de l'activité cytotoxique des cellules NK par la lactotransferrine pourrait être due à 

une diminution de la production d'll..-2 (Nishiya & Hornritz, 1982). La lactotransferrine bovine 

injectée à des souris infectées par des lipopolysaccharides induit un taux élevé d'll..-6 qui va 

permettre d'inhiber la libération de TNF-a responsable des lésions tissulaires durant le choc 

septique (Machnichi et al., 1993). 

Par contre, l'injection de lactotransferrine bovine 24 heures avant l'injection de l'agent 

infectieux permet d'obtenir une désensibilisation sans passer par une augmentation du taux 

d'IL-6. Ceci implique probablement l'apparition de récepteurs solubles pour le TNF-a 

(Zagulski et al., 1989). L'hématopoïèse est un processus de développement dynamique et 

complexe régulé par un grand nombre de cytokines capables de stimuler ou d'inhiber la 

croissance des cellules souches hématopoïétiques (Broxmeyer et al., 1978). La 

lactotransferrine diminue la survie des cellules souches des granulocytes/macrophages et des 

érythrocytes en culture car elle inhibe la libération de l'IL-l nécessaire à la libération de 

certains facteurs de stimulation des colonies (Hangoc et al., 1991). 

L'apo-lactotransferrine augmente la capacité des monocytes activés par l'interferon y 

(IFN-y) à inhiber la multiplication intracellulaire de Legionella pneumophila (Byrd & Horwitz, 

1991). La lactotransferrine est également capable d'agir en synergie avec l'IFN-y pour diminuer 

l'infection et augmenter la durée de vie des cellules infectées par le FVC-P (un virus induisant 

une polycythémie ). Ces résultats pourraient avoir un intérêt thérapeutique dans le traitement 

des leucémies et de certaines maladies induites par des rétrovirus (Lu et al., 1991). 

2. Rôle pathologique de la lactotransferrine 

a) Lactotransfe"ine et cancer 

La lactotransferrine est associée à de nombreuses pathologies. Cette protéine fixant le fer 

a une grande affinité pour le 67Ga utilisé comme agent de diagnostic de tumeurs (Weiner et al., 

1981). La lactotransferrine joue un rôle important en tant que marqueur dans l'étude du 
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cancer. Une augmentation du taux de lactotransferrine sécrétée a été montrée dans les cancers 

gastro-intestinal, du poumon et du sein (Herzen, 1985 ; Sanchez et al., 1992). Cependant, en 

ce qui concerne le cancer du sein, Rossielo et al. (1984) ont constaté qu'elle pouvait être 

utilisée comme marqueur de lésions bénignes. Pour les cancers de l'estomac, la détection 

immuno-histochimique de la lactotransferrine semble être en relation avec l'augmentation de la 

demande en fer des cellules néoplasiques (Tuccari et al., 1989), mais ne serait pas associée aux 

lésions malignes (Luqmani et al., 1992). 

La lactotransferrine peut être utilisée pour un diagnostic des tumeurs malignes 

thyroïdiennes (Tuccari & Barres~ 1985) mais ne peut pas servir de marqueur de différenciation 

glandulaire dans l'étude des carcinomes cystiques adénoïdes salivaires (Hiroshi et al., 1991). 

b) Dégranulation des neutrophiles 

La lactotransferrine plasmatique provient de la dégranulation des neutrophiles activés 

lors de l'infection (Rado et al., 1984), la lactotransferrine peut donc servir de marqueur de la 

réapparition des neutrophiles suite à une greffe de la moelle osseuse (Suzuki et al., 1991), de 

la dégranulation des neutrophiles dans le plasma de patients atteints de septicémie (Hayakawa 

et al., 1993) ou de pancréatite calcifiante chronique lorsqu'elle est hyper-sécrétée dans le suc 

gastrique (Hayakawa et al., 1993). Elle serait un composant clé dans la réponse inflammatoire 

de la prostate (Reese et al., 1992) chez des patients souffrant d'infections répétées. On a 

constaté une déficience en lactotransferrine qui serait la conséquence de l'absence de granules 

spécifiques des neutrophiles (Lomax et al., 1989). Dans ce cas, le patient atteint d'un défaut 

de la coagulation sanguine souffre de continuelles infections bactériennes. Par ailleurs, on a 

montré que les tissus glandulaires produisaient et sécrétaient localement de la lactotransferrine 

par un processus qui diffère de la dégranulation des neutrophiles (Breton-Gorius et al., 1980). 

Parker et al. (1992) ont mis en évidence, chez des patients présentant une déficience en 

lactotransferrine, une tendance à saigner due à une absence des hauts polymères du facteur von 

Willebrand. Chez les patients souffrant de leucémie myéloïde chronique, on a montré que la 

lactotransferrine présente sous une forme inactive est incapable d'inhiber le CSF ("Colony 

Stimulating Factor"). La lactotransferrine pourrait servir dans ce cas d'adjuvant de la 

chimiothérapie (Esaguy et al., 1993). 

c) Lactotransferrine et maladies autoimmunes 

On a montré que la lactotransferrine et la protéine hsp65 d'origine mycobactérienne 

possédaient des déterminants antigéniques communs, suggérant que la lactotransferrine serait 

un facteur de stimulation accessoire de l'auto-réactivité des cellules T associée à l'arthrite auto-
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immune induite par les mycobactéries (Aguas et al., 1991 ; Esaguy et al., 1991). D'autres 

études ont montré que l'apparition d'auto-anticorps anti-lactotransferrine chez des patients 

souffrant de colite ulcéreuse ou de la maladie de Crohn pouvait contrecarrer les propriétés 

anti-phylogistiques de la lactotransferrine à la surface des muqueuses (Peen et al., 1993). De 

même l'arthrite rhumatoïde peut être exacerbée par l'ingestion de lait (riche en 

lactotransferrine) montrant l'implication d'auto-anticorps anti-lactotransferrine dans cette 

maladie (Coremans et al., 1992). Par ailleurs, la présence d'anticorps anti-lactotransferrine 

peut être corrélée à l'activité du lupus érythémateux et leur taux à la surface des muqueuses 

peut être utilisé comme marqueur de l'évolution de la maladie (Peen et al., 1993). 

d) Désordre neurodégénérateur et maladie d'Alzheimer 

Kawamata et al. (1993) mettent en évidence une augmentation de l'expression de la 

lactotransferrine dans les neurones de sujets âgés et plus encore de patients atteints de la 

maladie d'Alzheimer et, d'autre part, la détection immunochimique a montré une accumulation 

de lactotransferrine dans le cortex cérébral de patients atteints de désordres 

neurodégénérateurs (Leveugle et al., 1994 ). De même, ce résultat est confirmé par des 

manipulations récentes, qui mettent en évidence la présence de lactotransferrine au niveau du 

mésencéphale de sujets sains (Leveugle et al., 1994). 

3. Conclusion 

Les transferrines regroupent une famille de glycoprotéines capables de fixer 

réversiblement deux ions ferriques dans l'organisme humain. La lactotransferrine est retrouvée 

à la surface des muqueuses et dans les liquides biologiques. Le gène de la lactotransferrine 

humaine a été localisé sur le chromosome 3 aux q-21--q-23, mais sa structure n'est pas bien 

définie. 

Sur le plan structural, les lactotransferrines, en particulier la lactotransferrine humaine, 

ont fait l'objet de nombreuses études. La séquence peptidique, la structure secondaire, ainsi 

que la structure des glycannes qu'elles portent, sont bien connues. La structure peptidique des 

différentes lactotransferrines est proche tant du point de vue de la séquence que du point de 

vue conformationnel. Les LDL et la lactotransferrine présentent une forte identité de 

conformation. 

Ainsi nous avons pu constater au cours de ce chapitre que les fonctions biologiques des 

lactotransferrines sont nombreuses, certaines d'entre elles font l'objet de controverses. Les 

principales fonctions de la lactotransferrine concernent la régulation de la myélopoïèse et les 

mécanismes de la défense antibactérienne. 
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Il. LES RECEPTEURS DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Les travaux portant sur les récepteurs de la lactotransferrine sont peu avancés et 

fortement contradictoires. Des interactions entre la lactotransferrine et un grand nombre de 

cellules ont été mises en évidence mais ces interactions ont des constantes d'affinité très 

variables et concernent un nombre important de cellules : les cellules du foie, les entérocytes, 

les cellules de glande mammaire et les cellules du système leucocytaire. Dans ce chapitre nous 

énumérerons tout d'abord les différentes cellules fixant la lactotransferrine, puis nous décrirons 

les molécules membranaires impliquées dans les interactions de la cellule avec la 

lactotransferrine. 

A. Cellules et organismes fiXant la lactotransferrine 

1. Les cellules du foie 

La lactotra!lsferrine, provenant de la dégranulation des leucocytes 

polymorphonucléaires, est libérée dans le sang où sa concentration reste néanmoins peu élevée 

(20 nM). De même, 80-90% de la lactotransferrine marquée à 
125

1, injectée par voie 

intraveineuse à des souris ou à des lapins, est rapidement éliminée de la circulation et est 

retrouvée dans le foie (Prieels et al., 1978 ; Bennett & Kokocinski, 1979). Par contre, le type 

de cellules responsables de la capture de cette protéine a fait l'objet de nombreuses 

controverses et n'a été établi que très récemment. Une accumulation de lactotransferrine a été 

décrite respectivement dans les hépatocytes, les macrophages et les cellules endothéliales 

(Prieels et al., 1978 ; Imber & Pizzo, 1983 ; Courtoy et al., 1984 ; Moguilevsky, 1987). Plus 

récemment, Mc Abee & Esbensen ( 1991) ont précisé la nature du transport de la 

lactotransferrine dans le foie. En effet, travaillant sur des hépatocytes isolés de rat, ils ont 

montré que la lactotransferrine bovine se fixe sur les hépatocytes et ceci via deux populations 
6 

de sites: sites de haute affinité dépendant du calcium (Kd: 20 nM, 10 sites/cellule) et sites de 
7 

faible affinité calcium indépendant (Kd : 700nM, 10 sites/cellule), la fixation est optimale de 

pH neutre à basique et les hépatocytes fixent la lactotransferrine indépendamment de son degré 

de saturation en fer. Cette localisation sur les cellules parenchymateuses a été récemment 

confirmée (Ziere et al., 1992). 

2. Les entérocytes 

La présence d'un récepteur entérocytaire spécifique de la lactotransferrine a tout d'abord 
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été suggérée par Montreuil pour expliquer l'absorption intestinale du fer transporté par la 

lactotransferrine. Cox et al. (1979) ont démontré in vitro que la lactotransferrine était capable 

de céder son fer à des biopsies intestinales humaines. Par la suite, les interactions de la 

lactotransferrine ont été étudiées avec des vésicules membranaires de la bordure en brosse de 

l'intestin de lapin (Mazurier et al., 1985), de souris (Hu et al., 1988, 1990), de singe 

(Davidson & Lônnerdal, 1988) et d'homme (Kawakami & Lônnerdal, 1991). La fixation de la 

lactotransferrine a également été démontrée sur une lignée entérocytaire (HT-29, HT29-D4) 

dérivée d'un adénocarcinome humain colique (Roiron-Lagroux et al., 1989 ; Derisbourg, 1990 

Mikogami, 1993). La lactotransferrine se fixe spécifiquement sur les cellules HT-29 

différenciées en entérocytes. Les constantes de fixation de la lactotransferrine sur ces 

différentes cellules sont récapitulées dans le tableau V. 

Tableau V. Caractérisation du récepteur de la lactotransferrine sur les entérocytes 

Type cellulaire Ligand Kd (10-9 M) Nombre de sites Masse moléculaire 
du récepteur (kDa) 

Entérocytes de lapin ( 1) LTFhumaine 830 0,15x10 14 100 

Entérocytes de souris (2, 3) LTF murine 280 5,3x1014 130 

LTFhumaine 380 5,3x10 14 

LTF bovine 380 5,3x1014 

Entérocytes de singe ( 4) L TF simienne 9000 ND ND 

LTFhumaine 9000 ND ND 

Entérocytes humains ( 5) LTFhumaine 300 4,3x1014 100 
Lignées cellulaires 

HT29(6) LTFhumaine 40 0,29x105 ND 

HT29D4 (7) LTF humaine 400 40x105 

Caco-2 (8) LTFhumaine 1600 2,44x106 ND 

HT29 Cl.19A (9) LTFhumaine 1400 2,41x106 ND 

HT29-18-C1 (10) LTFhumaine 1030 ND 3,04x106 

ND: non déterminé 

Références: (1) Mazurier et al., 1985 ; (2, 3) Hu et al., 1988, 1990; (4) Davidson 
& Lônnerdal, 1988 ; (5) Kawakami & Lônnerdal, 1991 ; (6) Derisbourg, 1990; (7) 
Roiron-Lagroux et al., 1989; (8, 9, 10) Mikogami, 1993. 
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Les récepteurs entérocytaires de souris et de singe reconnaissent les lactotransferrines 

isolées du lait de différents espèces (Hu et al., 1988 ; Davidson & Lônnerdal, 1989). La 

fixation de la lactotransferrine sur son récepteur ne dépend pas de son degré de saturation en 

fer (Hu et al., 1988 ; Davidson & Lônnerdal, 1989). Elle est dépendante du pH, le pH 

optimum étant de 5,5 pour le récepteur entérocytaire de souris (Hu et al., 1988). Enfin, les 

travaux de Mikogami (1993), sur des lignées cellulaires capables de se différencier en 

entérocytes, ont permis de préciser la nature de ce récepteur entérocytaire humain. En effet, ce 

dernier a montré que la fixation de la lactotransferrine sur son récepteur n'est pas liée à son 

degré de saturation en fer et que cette fixation est spécifique puisqu'elle ne résulte pas 

d'interactions électrostatiques ou lectiniques. 

3. Les monocytes et les macrophages 

La capacité de fixation de la lactotransferrine sur les macrophages et les monocytes a été 

décrite par de nombreux auteurs (Bennett & Davis, 1981 ; Birgens et al., 1983, 1984 ; Oria et 

al., 1988; Goavec et al., 1985 ; Bartal et al., 1987) et est maintenant bien établie. Des études 

réalisées sur des macrophages péritonéaux de souris (Van Snick et al., 1977) ou sur des 

monocytes humains (Birgens et al., 1988) ont démontré que la lactotransferrine est capable de 

céder son fer à la ferritine intracellulaire, suggérant que la lactotransferrine est impliquée dans 

la séquestration du fer lors de l'hyposidérémie inflammatoire. D'autre part, cette interaction de 

la lactotransferrine avec les macrophages peut expliquer l'inhibition de la production d'IL-l par 

le macrophage traité en présence de la lactotransferrine. L'analyse de la fixation de la 

lactotransferrine sur les monocytes et sur les macrophages selon la méthode de Scatchard 

(1949) par différents auteurs montre des constantes de fixation très variables (tableau VI). A 

ce jour, le récepteur de la lactotransferrine n'a pas encore été isolé et plusieurs auteurs ont 

même mis en doute son existence (Bennett et al., 1983 ; Moguilevsky et al., 1985a ; Goavec 

et al., 1985 ; Moguilevsky, 1987 ; Leclercq, 1987). En outre, la nature de cette interaction et 

sa signification biologique sont beaucoup moins claires, bien qu' elles puissent être liées à la 

propriété de la lactotransferrine à inhiber la production d'IL-l. 

4. Les leucocytes neutrophiles 

Les leucocytes polymorphonucléaires synthétisent la lactotransferrine à un stade 

primaire de leur maturation (Baggiolini et al., 1979 ; Rado et al., 1984). L'activation des 

leucocytes provoque la libération dans le milieu extracellulaire de la lactotransferrine contenue 
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Tableau VI. Paramètres de fixation de la lactotransferrine sur les macrophages/ monocytes 

Références Type cellulaire Kd (10-9 M) Sites/ cellule 
(x106

) 

Makowetz et al., Macrophages alvéolaires ND 2 
1983 murins 
V an Snick & Masson, Macrophages 1500 22 
1976 péritonéaux murins 

lmber & Pizzo, 1983 Macrophages ND 28 
péritonéaux murins 

Campbell, 1982 Macrophages alvéolaires 1700 54 
humains 

Goavec et al., 1985 Macrophages alvéolaires 500 12 
humains 

Bennett & Davis,1981 Monocytes sanguins 1800 33 
humains 

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

Moguilevsky et al., Monocytes sanguins 430 10 
1985a humains 

ND: non déterminé 

dans les granules secondaires. La lactotransferrine ainsi libérée se fixe à la surface des 

leucocytes humains (tableau VIT) ce qui suggère que les leucocytes possèderaient également 

un récepteur pour la lactotransferrine (Maneva et al., 1983 ; Birgens et al., 1984). Cependant, 

Bennett & Davis (1981) décrivent une fixation importante de la lactotransferrine à la surface 

mais la qualifient de non spécifique. Enfin, Leveugle ( 1992 ), par la technique de 

cytofluorimétrie en flux, ne met en évidence que la fixation de très faible affinité à la surface 

des leucocytes humains. 

Tableau VU. Paramètres de fixation de la lactotransferrine sur les neutrophiles 

Références Kd (10-9 M) Sites/ cellules (x 1 06
) 

Maneva et al., 1983 0,44 0,04 

Birgens et al., 1984 160 0,08 

200 4,60 
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5. Les lymphocytes 

La présence de récepteurs spécifiques de la lactotransferrine a été suggérée pour la 

première fois à la surface des lymphocytes péritonéaux de souris par Van Snick & Masson en 

1976 et à la surface des lymphocytes humains en 1981 par Bennett & Davis. Ces auteurs 

précisent la localisation du récepteur sur des lymphocytes B dans un système hétérologue. 

Buttler et al. (1990), à l'aide de lactotransferrine marquée au FITC sur sa partie 

protéique, mettent en évidence la présence de la lactotransferrine à la surface des lymphocytes 

B isolés de l'amygdale ou du sang de sujets sains, et sur des lymphocytes B issus de différents 

types de leucémie, chacune étant représentative d'un stade de maturation cellulaire différent. 

Les résultats obtenus suggèrent que la quantité de lactotransferrine fixée augmente à certains 

stades de maturation cellulaire. Les cellules pré-B, représentatives d'un stade précoce de 

différenciation, n'expriment pas de lactotransferrine à leur surface. Les lymphocytes B 

immatures, représentatifs d' un stade plus tardif, possèdent un taux élevé de lactotransferrine à 

leur surface, ce taux diminue lors de la maturation de ces cellules en plasmocytes. 

Les travaux de Gnezditskaya et al. (1984) montrent que le thymus humain possède une 

sous-population de lymphocytes capables de fixer la lactotransferrine grâce à la présence de 

récepteurs spécifiques. L'expression de ces récepteurs dépend de la concentration 

intracellulaire en AMP cyclique. L'utilisation d'agents mitogènes, comme la 

phytohémagglutinine ou l'anticorps anti-CD3, permet de mimer l'activation des lymphocytes 

lors d'une infection et de transformer ainsi les lymphocytes quiescents en lymphocytes. Les 

travaux entrepris dans notre laboratoire ont conduit à l'observation selon laquelle les 

lymphocytes quiescents ne possèdent pas de récepteurs pour la lactotransferrine et la PHA 

induisait l'apparition de récepteurs à haute affinité de la lactotransferrine à la surface des 

lymphocytes circulants humains, qui sont synthétisés au cours des deux premiers jours 

d'activation (Mazurier et al., 1989). Les constantes de dissociation et les nombres de sites de 

fixation sont 80 nM et 200000 pour les lymphocytes activés par PHA. La fixation est saturable 

et réversible (tableau VID). 

6. Les plaquettes et les mégakaryocytes 

L'utilisation d'une nouvelle sonde fluorescente (lactotransferrine marquée à la 

fluorescéine sur la partie glycannique) a permis à Leveugle ( 1992) de mettre en évidence dans 

notre laboratoire, par cytofluorimétrie en flux, une fixation spécifique de cette protéine à la 
-7 

surface des plaquettes. Cette fixation, observée en présence de 10 M de lactotransferrine, est 
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Tableau VID . Paramètres de fixation de la lactotransferrine sur les lymphocytes 

Références Type cellulaire Kd (10-6 M) Sites/ cellule (x 10 
6

) 

Van Snick et al., 1977 Lymphocytes péritonéaux de 1100 6,7 souns 

Bennett & Davis, Lymphocytes B circulants ND 26 1981 humains 

Birgens et al., 1984 Lymphocytes circulants humains 43 1,9 

Lymphoblastes et myéloblastes 20 10 humains 

Mazurier et al., 1989 Lymphocytes circulants humains 80 0,2 activés 

Bi et al., 1994 Lignée lymphocytaire-T 40 0,3 

ND: non déterminé 

caractéristique de la présence de récepteurs de haute affinité (Maneva et al., 1993). Les 

récepteurs plaquettaires fixent la lactotransferrine saturée en fer. De plus, la fixation de la 

lactotransferrine diferrique est inhibée par l'apo-lactotransferrine et la lactotransferrine native. 

Ces résultats montrent que, contrairement à la sérotransferrine, et comme dans le cas des 

lymphocytes activés, le degré de saturation en fer de la lactotransferrine n'influence pas le 

mécanisme de reconnaissance de cette protéine par le récepteur plaquettaire. La fixation a été 

retrouvée sur la lignée mégakaryocytaire Dami (Nillesse, 1994 ). 

7. Les cellules épithéliales de la glande mammaire 

Dans notre laboratoire, Rochard ( 1992) s'est intéressée à l'interaction entre la lactotransferrine 

humaine et les différentes lignées cellulaires humaines de glande mammaire. Cette étude 

réalisée par cytofluorimétrie en flux met en évidence une fixation de la lactotransferrine sur 

des cellules cancéreuses, de mastoses et de tissus sains cellulaires issus de glande mammaire 

humaine. Les paramètres de fixation obtenus selon la technique de Scatchard (1949) sont 

décrits dans le tableau IX. Chacune de ces lignées fixe la lactotransferrine mais avec des 

affinités faibles et très variables allant de 120 à 960 nM. Ces résultats sont à rapprocher de 
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ceux obtenus avec le facteur de croissance (FGF) pour lequel l'importance du compartiment 

de faible affinité est proportionnelle à la teneur en protéoglycanne de la cellule et est maximale 

pour la lignée MDAMB-231 (Peyrat et al., 1991). 

Tableau IX. Paramètres de fixation de la lactotransferrine sur différentes lignées cellulaires 

humaines de glande mammaire (Rochard et al., 1992). 

Cellules 
-9 

Kd (10 M) Sites/ cellule (x 10 
6

) 

Cellules cancéreuses 

T47D 120 1,20 

MCF7 190 1,18 

HH9 340 1,21 

BT20 160 1,18 

VHBl 288 1,21 
·-

MDAMB-231 960 4,80 

Cellules de mastose 

NPM14T 288 1,40 

NPM21T 350 1,60 

Cellules de tissus sains 

HBL100 216 1,40 

8. Les bactéries 

Une fixation de la lactotransferrine a été mise en évidence sur des bactéries Gram(-) 

telles que Bordetella pertussis (Redhead et al., 1987, 1991), Neisseria (McKenna et al., 1988 

; Schryvers & Morris, 1988 ; Tsai et al., 1988), Haemophilus (Schryvers & Morris, 1988, 

Schryvers et al., 1989), Trepanoma pallidium (Alderete et al., 1988), sur les Staphylocoques 

(Naidu et al., 1990, 1992), Escherichia coli (Naidu et al., 1991), Bordetella pertussis et 

Bronchiseptia (Redhead et al., 1987 ; Menozzi et al., 1991), Prevotella intermedia (Kalfas et 

al., 1991) (tableau X). Plus récemment, nous avons démontré dans notre laboratoire que la 

croissance de Helicobacter pylori était dépendante de la présence de la lactotransferrine 

humaine (Husson et al., 1993). La capacité de fixer la lactotransferrine par les bactéries n'est 

observée que lorsque celles-ci sont cultivées dans un milieu dépourvu de fer (Schryvers et al., 
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1989}. Elle peut être induite par addition d'un chélateur de fer et inversée par un excès de 

FeCh, ce qui suggère que l'expression du récepteur de la lactotransferrine à la surface des 

bactéries est régulée par la quantité de fer disponible dans le milieu. La capacité des bactéries 

pathogènes à utiliser le fer de la sérotransferrine ou de la lactotransferrine humaine joue 

probablement un rôle important dans la prolifération bactérienne au moment d'une infection. 

Néanmoins, elle ne peut être considérée comme un critère chez des souches commensales 

Neisseriajluvescens (Schryvers et al., 1989). 

Tableau X. Bactéries pouvant interagir avec la lactotransferrine (LTF} par l'intermédiaire de 

récepteurs spécifiques 

Références Bactéries Sites/ cellule Caractérisation du 

récepteur de la L TF 

Redhead et al., 1987 Bordetella pertussis ND 

Alderete et al., 1988 Treponema pallidium ND 

Naidu et al., 1990 Staphylocoques ND 

McKenna et al., 1988 Neisseria ND 

Lee & Schryvers, 1988 Neisseria gonorrhoeae ND 

Schryvers et al., 1988 Neisseria meningitidis 105 k.Da 

Schryvers et al., 1989 Neisseria 105 k.Da 

Schryvers et al., 1988 Haemophilus ND 

Schryvers et al., 1989 Influenzae 105 et 106 kDa 

Menozzi et al., 1991 Bronchiseptia 27 et 32 kDa 

Naidu et al., 1991 Staphylococcus 5700 62 et 67 kDa 

Kalfas et al., 1991 Prevotella intermedia 45000 ND 

ND : non déterminé 

9. Les parasites 

Le récepteur de la lactotransferrine a été mis en évidence à la surface de Trichomonas 

vaginalis (Kennet & Alderete, 1984) et de Trypanosoma cruzi (Lima & Kierszenbaum, 1985) 

(tableau XI). Les monocytes possédant également un récepteur spécifique lactotransferrine, 
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Lima & Kierszenbaum (1985) ont étudié l'influence de cette protéine dans l'interaction 

monocytes-Trypanosoma cruzi. La lactotransferrine, en se liant au récepteur monocytaire et au 

récepteur parasitaire, jouerait un rôle de "pontage" et faciliterait ainsi l'interaction et la 

phagocytose de Trypanosoma par les monocytes. La purification du récepteur de la 

lactotransferrine chez Trichomonas vaginalis a permis d'isoler deux protéines de 178 et 

75 kDa (Kenneth & Alderete, 1984). 

Tableau XL Parasites pouvant interagir avec la lactotransferrine (L TF) par l'intermédiaire de 

récepteurs spécifiques 

Références Parasites 
Caractérisation du 

récepteur de la lactotransferrrine 

Lima & Kierszenbaum, 1985 Trypanoma brucei ND 

Kenneth & Alderete, 1984 Trichomonas vaginalis 178 et 75 kDa 

ND : non déterminé 

B. Les récepteurs de la lactotransfe"ine 

De nombreuses équipes ont entrepris la purification des protéines membranaires 

fixatrices de lactotransferrine par chromatographie d'affinité. Les résultats obtenus jusqu'à 

présent ont conduit à la purification de plusieurs protéines dont la séquence peptidique n'a pas 

pu être définitivement établie. 

1. Caractérisation du récepteur de la lactotransferrine 

entérocytaire 

Le récepteur entérocytaire a été caractérisé comme étant une protéine dont la masse 

moléculaire apparente varie entre 100 et 130 kDa chez l'homme et chez la souris (Hu et al., 

1990 ; Kawakami & Lonnerdal, 1991). Hu et al. (1990) ont mis au point un protocole de 

purification du récepteur de lactotransferrine par chromatographie d'affinité sur la colonne de 

lactotransferrine immobilisée. Le récepteur est composé d'une chaîne polypeptidique 

monocaténaire. Le pHi du récepteur a été mesuré à 5,8 par l'iso-électrofocalisation. La fixation 

de lectines sur le récepteur entérocytaire après électrotransfert a révélé sa nature 

glycoprotéinique. La déglycosylation par des endoglycosidases, en abaissant la masse 

moléculaire de 20 à 25 kDa, conduit à la conclusion que le récepteur entérocytaire murin 
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renferme de 20 à 25 glycannes de type de N-acétyllactosaminique (Hu et al., 1990). 

L'implication des glycannes de la lactotransferrine dans la fixation à son récepteur 

entérocytaire a fait l'objet de résultats contradictoires. Ainsi chez le singe, les résidus de fucose 

de la partie glycannique de la lactotransferrine sont essentiels à la reconnaissance ligand

récepteur, suggérant l'existence d'un récepteur de type lectique (Davidson & Lônnerdal, 1988). 

Cependant, chez la souris (Hu et al., 1990) et chez l'homme (Kawakami & Lônnerdal, 1991), 

il semble que les glycannes de la lactotransferrine n'interviennent pas, la lactotransferrine 

humaine déglycosylée se fixant normalement à son récepteur entérocytaire. 

2. Le récepteur lymphocytaire 

a) Le récepteur membranaire 

Le récepteur 1ymphocytaire de la lactotransferrine a été visualisé après électrotransfert 
125 

du lysat lymphocytaire par la fixation de la lactotransferrine marquée à l'iode I. n se présente 

sous la forme de deux bandes protéiques de masse moléculaire voisine de 100 et 110 kDa. Le 

récepteur a été purifié sous la forme du complexe lactotransferrine-récepteur par 

chromatographie d'affinité sur anticorps anti-lactotransferrine (Mazurier et al., 1989). Des 

résultats identiques ont été obtenus à partir de plaquettes non activées ce qui démontre que les 

récepteurs lymphocytaires et plaquettaires ont la même structure. Le récepteur lymphocytaire 

ainsi purifié se présente sous la forme d'une chaîne polypeptidique monocaténaire de masse 

moléculaire voisine de 105 kDa. Ces résultats sont confirmés sur "Western blot" par les 

anticorps polyclonaux contre le récepteur lymphocytaire de lactotransferrine par Leveugle et 

al. (1993). 

L'utilisation de techniques spécifiques de mise en évidence des glycannes a montré que 

les récepteurs lymphocytaire et plaquettaire sont glycosylés. De même, les diverses 

endoglycosidases et lectines utilisées ont révélé la nature de ces glycannes : le récepteur 

renferme deux ou trois glycannes liés N-glycosidiquement de type N-acétyllactosaminique 

(Leveugle, 1992 ). 

b) Le récepteur soluble 

La présence de récepteurs solubles de la lactotransferrine dans le milieu de culture de 

lymphocytes humains activés a été mise en évidence par Leveugle ( 1992 ). Celui-ci a été purifié 

comme précédemment, c'est-à-dire par chromatographie d'affinité du milieu de culture, filtré et 

concentré sur une colonne d'anticorps anti-lactotransferrine. Ce récepteur se présente sous la 

forme d'une glycoprotéine monocaténaire de masse moléculaire apparente de 95 kDa, la 
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différence de masse avec le récepteur membranaire correspondant au domaine 

intramembranaire (Bi et al., 1994). Le domaine extracellulaire est reconnu par les anticorps 

polyclonaux préparés à partir du récepteur membranaire (Leveugle, 1992 ). 

3. Le récepteur des lipoprotéines de faible densité (LDL) 

L'interaction entre la lactotransferrine et l'hépatocyte met en jeu 2 compartiments : l'un 

de faible affinité, Ca2
+ indépendant et l'autre de forte affinité Ca2

+ dépendant. Les travaux 

récents de Ziere et al., (1992) montrent que le compartiment de haute affinité Ca z+ dépendant 

implique la région de la lactotransferrine homologue au site d'interaction des apo-lipoprotéines 

avec le récepteur de l'apo E . Ces résultats confirment ceux de Willnow et al. (1992) qui 

montrent que la lactotransferrine marquée à 1251 se fixe spécifiquement sur le LRP ("LDL 

receptor related protein"). La fixation a lieu, comme le montrent les expérimentations de 

"Western blot", sur la sous-unité 515 k.Da du LRP et est calcium dépendante. Cette fixation est 

compétitive avec les LDL puisque l'incubation des hépatocytes par un excès de 

lactotransferrine inhibe de manière significative la clairance des LDL. 

Le LRP est synthétisé sous la forme d'un précurseur transmembranaire de 4525 acides 

aminés qui subit une maturation dans le Golgi. Cette maturation consiste en un clivage en 2 

sous-unités de 515 et 85 kDa environ. La plus grosse sous-unité contient le domaine de 

fixation (Herz et al., 1990). Lors de la purification du LRP, une petite protéine de 39 k.Da 

(RAP : "Receptor Associated Protein") est copuri:fiée. La molécule RAP inhibe in vitro la 

fixation des apo E/.BVLDL (Herzet al., 1991). 

En plus du LRP, la lactotransferrine se fixe aussi spécifiquement sur la glycoprotéine 

membranaire gp 330. Cette glycoprotéine dont la masse moléculaire varie entre 330 et 600 

k.Da est exprimée sur de nombreux types de cellules épithéliales en brosse mais surtout sur la 

cellule rénale. Elle présente de nombreuses homologies séquentielles avec les récepteurs LDL 

et LRP (Willnow et al., 1992 ). 

4. Les lectines cellulaires 

L'implication de la structure de la lactotransferrine dans l'interaction avec la cellule a été 

étudiée en 1978 par Prieels et al., ils ont attribué à un réc.epteur lectinique, spécifique du 

fucose, la fixation de la lactotransferrine par l'hépatocyte. Ces résultats ont été repris et sont 

bien démontrés. La présence de résidus de fucose dans les chaînes glycanniques est essentielle 

à la fixation de la lactotransferrine sur le récepteur entérocytaire de singe et sur le récepteur 

macrophage (Goavec et al., 1985 ; Davidson & Lônnerdal, 1988). 

La présence de résidu galactose terminal au niveau de la structure glucidique de la 
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lactotransferrine a conduit certains auteurs à suggérer que la clairance de cette protéine 

s'effectuait par l'intermédiaire du récepteur des asialoglycoprotéines (Pricer et al., 1971). 

Cependant, Imber & Pizzo (1983) écartent cette hypothèse, l'asialo-orosomucoide spécifique 

de ce récepteur n'inhibant pas la clairance de cette protéine. 

Les travaux de Debanne et al. (1985) mettent en évidence une fixation spécifique de la 

lactotransferrine sur les membranes d'hépatocytes de rat, mais ces auteurs démontrent que 

cette fixation est de type électrostatique et ne fait pas intervenir de récepteurs spécifiques. De 

plus, la fixation de la lactotransferrine humaine sur le macrophage alvéolaire humain est inhibée 

par des néoglycoprotéines à mannose et à fucose, suggérant ainsi l'existence du récepteur de 

type lectinique capable de reconnaître des glycannes renfermant des résidus du fucose ou de 

mannose en position externe (Goavec et al., 1985). Le récepteur lectinique pourrait être 

impliqué dans la reconnaissance de la lactotransferrine par le macrophage lors d'une 

inflammation. 

5. Les protéoglycannes 

n est bien établi que la lactotransferrine peut se fixer aux polysaccharides anioniques. 

Ainsi la chromatographie sur héparine immobilisée a été utilisée pour purifier cette protéine 

(Blackberg & Hemell, 1980). Plus récemment, Zou et al. (1992) et Mann et al.(1994) ont 

montré que la lactotransferrine interagissait avec les glycosaminoglycannes via le domaine N-1 

et plus particulièrement les séquences GRRRRS (résidus 1-6) et RKVR (résidus 28-31) de la 

lactotransferrine. Bien qu'aucune expérimentation n'ait directement démontré la participation 

des protéoglycannes dans la fixation de la lactotransferrine sur les cellules, de nombreux 

arguments sont en faveur de cette hypothèse. Ainsi les polysaccharides et les dextrans sulfatés 

sont des inhibiteurs compétitifs de la fixation de la lactotransferrine sur les hépatocytes 

(McAbee & Esbensen, 1991) et sur les macrophages (Imber & Pizzo, 1983 ; Moguilevsky, 

1987). De plus, l'élimination sélective des 6 premiers résidus de la chaîne peptidique (séquence 

GRRRRS) se traduit par une diminution de 80% de la fixation de la lactotransferrine par les 

hépatocytes sans modifier l'amplitude de l'endocytose de la protéine. Cette hypothèse vient 

récemment d'être confirmée dans notre laboratoire. En effet, le traitement des cellules MCF7 

par les chondroïtines sulfatases entraîne une diminution (80%) de la fixation de la 

lactotransferrine. Tous ces résultats suggèrent que les protéoglycannes sont directement 

responsables de la fixation de faible affinité de la lactotransferrine sur les cellules. 
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6. Les composés acides 

La lactotransferrine est une glycoprotéine possédant un pHi très basique et pourrait de ce 

fait interagir avec des groupements anioniques présents à la surface membranaire tels que les 

acides sialiques des glycoprotéines intégrées dans la membrane, les phospholipides ou encore 

les acides nucléiques attachés ou associés aux membranes (Moyer, 1979). 

Les études réalisées par Bennett et al. (1983) et par Moguilevsky (1987) ont montré que 

des constituants anioniques seul l'ADN membranaire était capable de fixer la lactotransferrine 

de façon non spécifique. Après le traitement des monocytes par des endonucléases, la fixation 

de la lactotransferrine à la surface de la cellule est réduite de plus de 50 %. La fixation non 

spécifique de la lactotransferrine sur les monocytes semble très importante. 

7. Conclusion 

De cette étude, il apparaît que de nombreuses cellules fixent la lactotransferrine. Deux 

types de récepteur peuvent être mis en évidence suivant leur affinité pour la lactotransferrine : 

cellules à faible affinité qui possèdent un grand nombre de sites et sont riches en 

protéoglycannes (hépatocytes et les cellules de glande mammaire), cellules de forte affinité 

renfermant un faible nombre de sites, vraisembablement pauvres en protéoglycannes et 

possédant un récepteur à forte affinité pour les LDL et le récepteur lymphocytaire. Les 

interactions entre la lactotransferrine et les récepteurs sont localisées dans le domaine N-1 de la 

lactotransferrine et rendent bien compte de la structure du lobe N-1 de la lactotransferrine. 
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III. ENDOCYTOSE DE LA LACTOTRANSFERRINE 

A. Introduction 

Grâce à des récepteurs de la membrane plasmique, les cellules sont capables d'internaliser 

sélectivement des macromolécules du milieu extracellulaire et ce phénomène est appelé 

endocytose. Depuis les premiers travaux de Roth & Porter en 1964, les mécanismes de 

l'endocytose n'ont cessé d'être étudiés (revues: Rodman et al., 1990 ; Smythe & Warren, 1991 

; Rothman, 1994)). Nous rappellerons brièvement les principales étapes de l'endocytose. TI 

existe une diversité quant au devenir des ligands et des récepteurs. Quatre cas peuvent se 

présenter. 

1. Recyclage du récepteur et dégradation du ligand 

Dans ce cas, le ligand, par exemple les LDL, se lie à son récepteur situé à la surface de 

la cellule. Après rassemblement des complexes ainsi formés, lllle invagination de la membrane 

plasmique se produit tandis qu'un assemblage de protéines ( clathrine) constitue une enveloppe 

de cette vésicule en formation. La vésicule formée contenant le complexe récepteur/ligand est 

alors transportée dans la cellule, son manteau de clathrine se dissocie et permet à la vésicule de 

fusionner avec un endosome pour former un endosome précoce. Cette formation s'accompagne 

d'une acidification due à une pompe à proton ATP-dépendant qui concentre les ions lt à 

l'intérieur des vésicules. La diminution du pH provoque la dissociation du complexe 

récepteur/ligand à l'intérieur de l'endosome précoce, également appelé CURL ("compartment 

of uncoupling receptor ligand"). Récepteurs et ligands sont alors dirigés vers leurs destinations. 

Les récepteurs sont recyclés à la surface cellulaire et les ligands sont transférés dans les 

prélysosomes (ou endosomes tardifs) puis dans les lysosomes où il seront dégradés. 

2. Recyclage du récepteur et du ligand 

A pH physiologique dans le fluide extracellulaire, la transferrine monoferrique se fixe 

avec une forte affinité sur son récepteur. Le complexe transferrine sérique-récepteur est 

endocyté via les puits recouverts ("coated pits") (membranes tapissées de clathrine ). Ces puits 

se détachent de la surface de la cellule pour former des vésicules recouvertes ("coated vesicle") 

; celles-ci perdent leur revêtement de clathrine et fusionnent avec des structures vésiculaires 

plus grandes appelées endosomes primaires ("early endosome") ou CURL ("compartment of 

uncoupling receptor and ligand") (Geuze et al., 1983 ; Dautry-Varsat et al., 1983, Dautry

Varsat & Lodish, 1984, Dautry-Varsat, 1986), le lumen de la vésicule est rapidement acidifié 
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(pH 6,0-6,2) par l'action d'une pompe à proton ATPasique (Mellman et al., 1986), ensuite, le 

fer est libéré de la transferrine sérique, cette libération étant facilitée par le récepteur lui-même 

(Bali et al., 1991 ; Sipe & Murphy, 1991). L'apotransferrine sérique, quant à elle, reste fixée 

sur son récepteur et le complexe est recyclé en surface. 'A pH acide, une transition 

conformationnelle du récepteur de la transferrine a été démontrée qui conduit à son agrégation 

(Turkewitz & Harrison, 1989). A pH neutre, l'apotransferrine sérique se libère alors de son 

récepteur, elle peut à nouveau fixer deux ions ferriques et une nouvelle endocytose peut avoir 

lieu. 

3. Dégradation du récepteur et du ligand 

En raison de son importance, l'EGF ("Epithermal Growth Factor") a fait l'objet d' un 

grand nombre d'études ; parmi elles, beaucoup ont porté sur son interaction avec des cellules 

humaines en culture ("fibroblasts") et sur son internalisation et son devenir intracellulaire 

(Haigler et al., 1979). Le cas de l'EGF est très différent de celui de la transferrine sérique et de 

la lipoprotéine. En effet, après fixation de l'EGF sur ses récepteurs, lesquels sont disposés de 

façon homogène à la surface des cellules et non regroupés dans des puits recouverts, les 

complexes récepteur-EGF finissent par être concentrés au niveau des puits recouverts et sont 

internalisés pour finalement aboutir dans un endosome, ce dernier va migrer le long des 

microtubules vers la zone périnucléaire et fusionner avec un lysosome 5 à 10 minutes après 

l'endosome, l'EGF et son récepteur seront détruits par les enzymes lysosomaux. 

4. Cas de la transcytose 

La transcytose (ou transcytose vectorielle) est le nom donné au transport d'un pôle à 

l'autre de la cellule de nombreux ligands. Le ligand est relargué intact de l'autre côté de la 

membrane tandis que le récepteur est dégradé ou bien recyclé. Ce phénomène est très courant 

dans les cellules épithéliales et concernent, par exemple, le transport de l'insuline, l'albumine, la 

thyroglobuline. L'insuline, après avoir fixée sur son récepteur de l'adipocyte, est dégradée dans 

les lysosomes, néanmoins une quantité non négligeable de l'insuline fixée est libérée à l'autre 

pôle de la cellule (Marshall, 1985). Dans les cas de l'EGF et de son récepteur sur des cellules 

MDKC ("Madin-Darby Kidney Cell"), il a été constaté que la protéine internalisée pouvait être 

transportée d'un pôle à l'autre de la cellule, ou être dégradée ou encore être recyclée, c'est-à

dire exocytée du côté où elle avait été internalisée (Maratos-Flier et al., 1987). Dans le cas de 

l'entérocyte, un transport transépithélial de certaines protéines a été démontré, notamment pour 

la HRP ("Horse-radish peroxidase") dont la transcytose a été mise en évidence chez différentes 

espèces de mammifères, dont l'homme et chez un modèle de cellules intestinales humaines en 



66 

culture: les cellules Caco-2 (Heyman et al., 1982, 1986, 1988, 1990) et pour les protéines du 

lait (Marcon-Genty et al., 1989). ll a été montré que 90% des protéines sont dégradés par voie 

lysosomale et 10% sont transportés sous une forme intacte et antigéniquement active à l'autre 

pôle de la cellule. 

B. Internalisation de la lactotransferrine 

L'étude de l'endocytose de la lactotransferrine a été entreprise par de nombreux groupes 

(Sato et al., 1990 ; Roiron-Lagroux & Figarella, 1990 ; Mc Abee & Esbensen 1991 ; Rochard, 

1992 ; Garré et al., 1992 ; Ziere et al., 1992 ; Ismail & Brock, 1993 ; Mikogami et al., 1994) 

et les résultats obtenus sont très contradictoires et dépendent du système cellulaire utilisé. 

1. Endocytose de la lactotransferrine 

Garré et al. (1992) ont montré que la lactotransferrine, après sa fixation en surface, est 

internalisée par les cellules de la lignée K562. En effet, après fractionnement cellulaire, les 

auteurs retrouvent la lactotransferrine localisée dans le noyau. Cette observation suggère 

l'existence sur la lactotransferrine d'une séquence signal qui oriente le trafic intracellulaire de la 

lactotransferrine vers le noyau. Cette séquence signal n'a pas été trouvée dans la séquence 

peptidique. D'autre part, on peut imaginer que la lactotransferrine se fixe non spécifiquement 

sur les éléments très acides du noyau. Mc Abee & Esbensen ( 1991) ont précisé la nature du 

transport de la lactotransferrine médié par les sites calcium dépendant dans le foie. Les 

hépatocytes internalisent la lactotransferrine via une endocytose dépendante de la clathrine. La 

lactotransferrine et la lactotransferrine modifiée au niveau de ses résidus d'arginine par 1,2 

cyclohexanedione sont injectées par voie intraveineuse à des rats. Ces auteurs ont tout d'abord 

montré que les cellules parenchymateuses contiennent 97 % de la lactotransferrine normale 

injectée, que 40% de la lactotransferrine associée au foie est intemalisée au bout de 10 min et 

que cela prend 180 min pour internaliser 90 % de la lactotransferrine. Un fractionnement 

subcellulaire indique que la protéine internalisée est transportée dans les lysosomes. De plus, la 

séquence riche en arginine est à la fois responsable de l'internalisation de la lactotransferrine et 

de l'inhibition du prélèvement hépatique des lipoprotéines portant l'apo E (Ziere et al., 1992). 

Dans notre laboratoire, Derisbourg (1990) montre que la lactotransferrine, après s'être 

fixée sur ses récepteurs au niveau de la bordure en brosse des cellules HT29 différenciées, 

pénètre dans la cellule par un mécanisme d'endocytose adsorptive. Elle est alors dégradée dans 

les lysosomes et les produits de dégradation sont retrouvés à l'extérieur. Sato et al. (1990) 

observent, par microscopie électronique, que la lactotransferrine est intemalisée par les 
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lymphocytes B puis excrétée dans le milieu extracellulaire. 

2. Transcytose de la lactotransferrine 

Mikogami et al. (1994) suggèrent que le transport trans-épithélial de la lactotransferrine 

à travers les monocouches des cellules HT29 clone 19A est de type transcellulaire et non 

paracellulaire. En effet, lors d'expériences réalisées avec la chambre d'U ssing, ils montrent que 

la lactotransferrine est transportée du côté apical vers le côté basolatéral via deux voies 

intracellulaires. La première voie majeure transporte 90 % de la lactotransferrine et conduit à la 

libération du fer de la lactotransferrine, celui-ci étant retenu dans la cellule et les fragments de 

lactotransferrine dégradée transportés vers le compartiment basolatéral La seconde voie 

mineure transporte les 10% restants et permet le passage dans le compartiment basolatéral de 

la lactotransferrine diferrique intacte. Ces derniers résultats sont compatibles avec la présence 

de lactotransferrine maternelle dans le sang des nouveau-nés. De plus, il suggère que la 

lactotransferrine et son récepteur entérocytaire pourraient jouer un rôle mineur dans 

l'absorption du fer. 

3. Fixation de la lactotransferrine sans endocytose 

La fixation de la lactotransferrine sans endocytose a été d'abord démontrée sur les 

cellules HT-29 puisqu'aucune internalisation de la lactotransferrine n'a été observée sur le sous

clone HT29-D4, celle-ci restant fixée à la surface cellulaire (Roiron-Lagroux & Figarella, 

1990). Dans notre laboratoire, Rochard a montré que la lactotransferrine ainsi que son fer ne 

sont pas endocytés par la cellule de glande de mammaire (T47D). Elle se fixe simplement sur 

son récepteur et son fer est alors libéré dans le milieu extérieur, ces résultats indiquent que la 

lactotransferrine ne joue aucun rôle dans la nutrition martiale des cellules (Rochard, 1992). 

Ismail & Brock ( 1993) viennent de démontrer que les cellules monocytaires de la lignée U93 7 

fixent la lactotransferrine à la surface cellulaire et relâchent le fer qu'elle complexait dans le 

milieu extracellulaire, mais qu'il n'y a pas d'endocytose de la lactotransferrine. 
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1. LOCALISATION DU RECEPTEUR DE LA 

LACTOTRANSFERRRINE DANS LA LIGNEE 

CELLULAIRE LYMPHOCYTAIRE JURKAT PAR 

IMMUNOCYTOCHIMIE 

A. Introduction 

A l'époque où nous avons entrepris ce travail, le récepteur lymphocytaire de la 

lactotransferrine humaine avait été mis en évidence sur les lymphocytes humains activés 

(Mazurier et al., 1989), les plaquettes (Leveugle et al., 1993) et les mégacaryocytes (Nillesse, 

1994). Des fixations de lactotransferrine avaient aussi été observées sur les cellules de la 

glande mammaire humaine (Rochard et al., 1992 ). 

Le récepteur avait été purifié sous la forme d'un complexe lactotransferrine/récepteur par 

chromatographie d'affinité sur une colonne d'anticorps anti-lactotransferrine à partir d'un lysat 

de lymphocytes activés par la PHA ou à partir de plaquettes non activées. Deux formes de 

récepteur avaient été mises en évidence : une forme membranaire de 105 kDa et une forme 

soluble de 95 k:Da (Mazurier et al., 1989 ; Leveugle et al., 1993). La forme soluble du 

récepteur avait été purifiée et avait permis la préparation d'un anticorps polyclonal. L'utilisation 

de cet anticorps avait confirmé l'identité structurale et immunologique des récepteurs 

lymphocytaire et plaquettaire, mais cet anticorps polyclonal n'était pas monospécifique puisqu'il 

révélait la lactotransferrine et d'autres protéines du cytosquelette comme l'actine. ll s'est avéré 

très rapidement qu'il nous fallait préparer un anticorps monoclonal contre le récepteur de la 

lactotransferrine. Cet outil était indispensable pour entreprendre l'étude fonctionnelle in vitro et 

in vivo du rôle de la lactotransferrine. 

Les lymphocytes activés et les plaquettes ne produisent que de faibles quantités de 

récepteur. ll nous a donc semblé intéressant de rechercher une autre source de récepteur et 

pour cela nous avons étudié l'expression du récepteur de la lactotransferrine à la surface de 

lignées lymphocytaires. Nous avons, dans un premier temps, mis en évidence par 

cytofluorimétrie en flux, la présence du récepteur de la lactotransferrine à la surface de 

différentes cellules et notre choix s'est porté sur la lignée Jurkat. Dans un second temps, le 

récepteur a été préparé en grande quantité à partir du milieu de culture de Jurkat pour la 

production de l'anticorps monoclonal. Cet anticorps nous a permis de mettre en évidence par 
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(Cern) et des lymphocytes B (Raji). Finalement, nous avons entrepris l'étude de la localisation 

du récepteur de la lactotransferrine par immunocytochimie. 

L'article présenté ci-après est paru dans la revue : "Eur. J. Cell Biol. (1994) 65 : 164-

171". TI résume les résultats que nous avons obtenus concernant l'isolement du récepteur 

soluble pour la lactotransferrine, la production des anticorps monoclonaux des récepteurs pour 

la lactotransferrine et la localisation de ces récepteurs sur la cellule Jurkat. 

B. Article 1 

Immunolocalization of the lactotransferrin receptor on the 

humanT lymphoblastic cellline Jurkat 
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Lactoferrin - lymphocyte - monoclonal antibodies -
soluble receptor 

Monoclonal antibodies have been raised against the soluble lacto
transferrin bindiug protein purified from the cell culture supema· 
tant of Jurkat cell line, a human T-lymphoblastic cell. Ali mono· 
clonal antibodies were able to specifically bind to the membrane of 
Jurkat cells. One of the monoclonal antibodies, DPSB3G10, 
recognized both the soluble lactotransferrin-binding protein and 
the membrane lymphocyte lactotransferrin receptor after SOS
PAGE in presence of 2-mercaptoethanol and electrotransfer on 
nitrocellulose. The monoclonal antibody DPSB3G10 inhibited the 
bindiug of lactotransferrin to Jurkat cells and human peripheral 
activated lymphocytes. In addition, lactotransferrin inhibited the 
bindiug of the monoclonal antibody to the cell surface. These 
results suggest that the 95 kDa lactotransferrin-bindiug protein 
isolated from the cell culture medium corresponds to the soluble 
form of the 105 kDa lymphocyte lactotransferrin receptor. Corre
spondiug proteins of 105 kDa molecular mass were identified in 
Jurkat and CEM T-cells and Raji B-cells. Fmally, the monoclonal 
antibody DPSB3G10 was used to immunolocalize the lactotrans
ferrin receptor on the Jurkat cells. Using fluorescence and elec
tron microscopy, the receptor was localized both inside and at the 
cell surface. The cell membrane receptor was associated into clus
ters. After permeabilization of the plasma membrane, the staining 
was positive in the peri-membrane area. The region near the 
nucleus was devoid of receptor. 

Introduction 

Human lactotransferrin (23, 24], an iron binding glycopro
tein also called lactoferrin, displays considerable structural 
and biochemical homologies with human serum transfer-

'> Dr. Joël Mazurier, Laboratoire de Chimie Biologique, Unité 
Mixte de Recherche du Centre National de la Recherche Scientifi
que no. 111, Université des Sciences et Technologies de Lille, 
F-59655 Villeneuve d'Ascq Cedex/France. 

rio. However, lactotransferrin is not specifically bound by 
the weil described receptor which intemalizes iron
saturated serum transferrin. Moreover, lactotransferrin 
does not act as an iron donor for dividing cells [12, 25]. The 
binding of human lactotransferrin to a great variety of cells 
has been reported. These include macrophages/monocytes 
[6, 10], hepatocytes [21, 26], enterocytes [11, 13, 19] from 
different species, human peripheral activated lymphocytes 
[20] and more recently, human mammary epithelial cell 
lines [30], human non-activated platelets [17] and U937, a 
monocytic cell line [12]. The binding of lactotransferrin 
cao probably be mediated by different types of molecules, 
and the relationships between the lactotransferrin recep
tors found on these different cells are not yet known. The 
cell surface molecule responsible for lactotransferrin bind
ing has only been successfully identified in two cases. For 
liver and kidney cells, the 600 kDa membrane high density 
lipoprotein receptor-related protein and the gp330 both 
display a high affinity for lactotransferrin [34] and are 
probably responsible for the endocytosis of lactotransfer
rin [21]. For human activated lymphocytes [20] and human 
non-activated platelets [17], the lactotransferrin receptor 
has been partially purified. In that case, the receptor con
sists of a single transmembrane polypeptide chain of 105 
kDa molecular mass [20] which binds lactotransferrin with 
a binding affinity constant of Ka= 10+8 M. lt interacts with 
lactotransferrin through two accessible loops [15, 16] or an 
a~a superstructure (residues 4-52) located in the N1 
domain of human lactotransferrin [1, 22]. Up to now, inter
nalization of lactotransferrin has only been clearly 
demonstrated for hepatocytes [21]. However, binding of 
lactotransferrin to either HT 29-04 adenocarcinoma cells 
[29] or U 937 promocytic cells [12] is not followed by endo
cytosis, suggesting that the high volume binding of lacto
transferrin to cells involves a relatively non-specifie mech
anism, probably due to surface ionie interactions with 
acidic structural membrane proteins. 

European Journal of Cell Biology 65, 164-171 (1994) © Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH · Stuttgart 
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In view of the doubts raised about the function of lym
phocyte lactotransferrin-binding protein, we have investi
gated the presence of intracellular receptor and its release 
to the medium as a soluble full-length or truncated form. 
The human lymphoblastic cell line Jurkat was used as a 
mode!. First, we demonstrated that Jurkat cells expressed 
at the cell surface the same lactotransferrin receptor that 
we previously described on human peripheral activated 
lymphocytes [20]. We showed that the lactotransferrin 
membrane receptor is released as a soluble truncated 
receptor in the culture medium. Then, we prepared a panel 
of monoclonal antibodies against the soluble lactotransfer
rin receptor. Finally, using immunofluorescence and elec
tron microscopy, we observed the membrane localization 
of lactotransferrin receptor and demonstrated the pres
ence of intracellular receptor. 

Materials and methods 

Materials 

Bovine serum albumin, phenylmethylsulfonyl fluoride, diisopro
pyl fluorophosphate, saponin, paraformaldehyde, 1,4-diaza
bicyclo[2.2.2]octane, goat anti-mouse IgM (~-t-chain specifie perox
idase, ~-t-chain specifie gold and ~-t-chain specifie fluorescein
conjugated) immunoglobulins were purchased from Sigma (St. 
Louis, MO/USA). Human serum transferrin and blood were a 
generous gift from the Centre Régional de Transfusion Sanguine 
(Liiie/France). Human anti-CD3 antibody was from Diagast 
(Lille/France). Human anti-actin and anti-myosin immunoglobu
Iins were from Interchim (Montluçon/France). Iodo-Beads, Iodo
Gen and Triton X-100 were from Pierce (Rockford, IL/USA). 
Carrier-free Na125I, [35S]methionine, hyperfilm-.NŒ' and mouse 
monoclonal antibody isotyping kit were from Amersham Interna
tional (Amersham, Buckinghamshire/UK) and 5-( {[2-( carbohy
drazino) methyl]-thio} acetyl) aminofluorescein was from Molecu
lar Probes (Eugene, OR/USA). Sephadex G-25 PD-10 columns 
were purchased from Pharmacia (Uppsala/Sweden). Nitrocellu
lose membrane was from Schleicher and Schuell (Dassel/Ger
many). Molecular mass markers were from Bio-Rad Laboratories 
(Richmond, CA/USA). Ultrafiltration unit was from Filtron 
(Coignières/France) and 0.2 1-tffi filter from Millipore (Bedford, 
MA/USA). RPMI 1640 medium and fetal calf serum were from 
Eurobio (Les Ulis/France) and D. Dutscher (Brumath/France), 
respectively. Gentamycin was from Gibco (Eragny/France). Poly
ethylene glycol 4000 and HAT were purchased from Boehringer 
(Mannheim/Germany). 

Cell culture 

Lymphocytes were obtained from anti-coagulated human blood of 
healthy volunteers. Blood was Iayered onto Iymphoprep for gradi
ent separation of mononuclear Ieukocytes as previously described 
[20]. The monocytes/macrophages were depleted by adhesion for 
2 hon Nunc culture plates under a 5% C02 atmosphere. The non
adherent cells (1.6 x 106/ml) were stimulated for 72 h with the anti
CD3 antibody (50 ng/ml) for 72 h in RPMI 1640 containing 1 mM 

L-glutamine, 25 mM Hepes, 300 mgll pyruvate, 50 mgll gentamycin 
and 10% of heat-inactivated fetal calf serum. Jurkat, CEM Iym
phoblastic T-cell !ines, the Raji Iymphoblastic B-cell Iine and the 
HL-60 monocytic cell line were routinely grown under similar con
ditions. 

Radiolabeling 

The metabolic 35S-labeling was carried out on 5 x 106/ml cells in 
a methionine-free RPMI 1640 medium. Then, [35S]methionine 
(10 mCi/106 cells) was added, and cells were incubated for 8 h. 1251 
surface cell labeling was performed on cells resuspended at a cell 
density of 50 x 106 in Tris buffered saline, containing 0.2 mM phe
nylmethylsulfonyl fluoride and 1 mM KI. One Iodo-Bead and 0.3 
mCi of 1251 solution were added and the mixture was gently shaked 
every 5 min for 30 min. Fmally, the radiolabeled cells were exten
sively washed and solubilized in Tris buffered saline containing 1 % 
Triton X-100 and 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride. 

Fluorescein labeling 

Fluorescein labeling of lactotransferrin was carried out by coup ling 
a 5-( {[2-( carbohydrazino )methyl]-thio }acetyl) aminofluorescein 
probe on aldehyde groups of lactotransferrin glycans resulting 
from the mild periodate oxidation of N-acetylneuraminic acid resi
dues as previously described [17]. 

Immobilization of pro teins 

Human Iactotransferrin, purified according to Spik et al. [32], 
bovine serum albumin and anti-human lactotransferrin immuno
globulins were immobilized on Sepharose 4-B [18]. The binding 
capacity of 1 ml of Sepharose beads was about 0.8 to 1.5 mg of 
protein. 

Purification of the soluble lactotransferrin receptor 

After removal of Jurkat cells or activated lymphocytes by centrifu
gation, the cell-free medium, to which the protease-inhibitor di
isopropyl fluorophosphate was added to a final concentration of 
10 ~-tgll, was filtered through a 0.2 1-tffi filter and 20-fold concen
trated at 4 oc. Soluble receptor was purified by anti-Iigand affinity 
chromatography as described previously [20] with the following 
modifications: lactotransferrin!lactotransferrin receptor com
plexes were bound to anti-lactotransferrin immunoglobulins by 
incubating overnight 50 ml of concentrated culture medium with 1 
mg of lactotransferrin and 10 ml of anti-lactotransferrin immunog
lobulins immobilized on Sepharose 4B. Ali the chromatography 
procedures were carried out at 4 oc in the presence of 0.1 mM di
isopropyl fluorophosphate. The Iactotransferrin-binding proteins 
were eluted with 10 mM Tris-HCI, 6 M urea buffer, pH 8 and precip
itated by 10 % trichloroacetic acid, washed with distilled ethanol 
and lyophilized. 

Electrophoresis and electroblotting 

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoreses (SDS
PAGE) was performed on a 1.5 mm thick slab gel according to the 
method of Laemmli [14]. Electroblotting of membrane proteins to 
nitrocellulose was performed overnight at 4 oc according to Tow
bin et al. [33] in a 20 mM Tris, 150 mM glycine, 20% methanol buf
fer at 0.3 A. Nitrocellulose paper was soaked for 2 h with 10 mM 

Tris-HCI, 150 mM NaCI, 0.1% Triton X-100, pH 7.4 containing 
0.5% ovalbumin. Then, monoclonal anti-lactotransferrin immu
noglobulins were added at a concentration of 10 ~-tg/ml. After 2 h 
incubation, the nitrocellulose sheets were washed 3 times 10 min 
with a solution of 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCI, 0.1% Triton X
lOO, pH 7.4 and then incubated for 2 h in the same buffer with 
peroxidase-labeled anti-mouse IgM immunoglobulins. Proteins 
were stained using Coomassie Blue or detected by staining with 
diaminobenzidine and hydrogen peroxide. 

European Journal of Cell Biology 65, 164-171 (1994) © Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH ·Stuttgart 
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Production of monoclonal anti-soluble lactotransferrin receptor 
immunoglobulins 

BALB/c mice were immunized intraperitoneally, each with 30 J.Lg 
of lactotransferrin/soluble Jactotransferrin receptor complex con
taining traces of bovine serum albumin in 200 J.LI of phosphate
buffered saline (PBS) mixed with complete Freund's adjuvant for 
the first injection. Five other injections were performed at three
week intervals using incomplete Freund's adjuvant. Four days 
after the last injection which was performed without adjuvant, the 
spleen was aseptically removed. The splenocytes were mixed with 
mouse myeloma cells SP2/0-Ag 14 at a ratio of 1:1, and the fusion 
was induced with polyethylene glycol 4000. The cells were then 
seeded into 96-well tissue culture plates at a density of 6 x 104 cells 
per weil in 150 f.LI of selective medium containing HAT. The posi
tive hybridomas were further screened. The selected clones were 
amplified and injected into the peritoneal cavity of mice for high 
scale production of antibodies. The latter were purified by gel 
filtration chromatography on Superdex 200 column for IgM sub
class and on protein G-Sepharose for other 'subclasses of mouse 
immunoglobulins. Isotypes were determined by enzyme-linked 
immunosorbent assay using monoclonal antibody isotyping kit. 

Screening procedures 

Microtiter plates were coated with PBS containing either 1 J.Lg/ml 
of bovine serum albumin or 0.1 f.Lg/ml human lactotransferrin. The 
amount of coated proteins was 100 ng per weil. Plates were cov
ered and Jeft ovemight at 4 •c. In order to block the non-specifie 
binding sites, 200 f.L) of casein hydrolysate were added to each weil, 
and plates were incubated for 30 min at room temperature. After 
three washes with PBS containing 0.1% Tween 20, 100 f.Ll of cul
ture supematants were added, and the plates were incubated for 
1 h at room temperature. Binding of monoclonal antibodies was 
detected with peroxidase-Jabeled conjugate using 3 % H20 2 and 
0.01% 3.3'.5.5'-tetramethylbenzidine in 1 M sodium acetate buffer 
as substrate. Finally, Jurkat cells were Jayered at a densitiy of 1 x 
106 cells/well on Microtiter plates with round bottom, and then 
centrifuged at 1200 rpm for 15 min at 4 •c. The supematant was 
discarded and the cells resuspended in 200 J.Ll of PBS containing 
0.1% of NaN3 at 4 •c. The centrifugation and washing steps were 
repeated twice, then the cells were resuspended in 180 J.LI of hybri
doma supernatants and 20 J.Ll of phosphate-buffered saline contain
ing 0.1% of NaN3 and incubated 1 h at 4 •c. Cells were washed as 
previously described, resuspended in a solution of fluorescein
conjugated goat anti-mouse IgG or IgM and incubated for 1 h at 
4 •c. Cells were analyzed using an inverted UV light microscope. 

Binding of monoclonal anti-soluble lactotransferrin receptor 
immunoglobulins to lymphocyte cells · 

Cells were rinsed with PBS three times and washed with PBS con
taining 0.5% ovalbumin in order to reduce non-specifie background 
staining. Then, cells were incubated with anti-Jactotransferrin 
receptor monoclonal immunoglobulins DP5B3G10 at a concentra
tion of 10 f.Lg/ml for 2 h at room temperature and washed three times 
in PBS. When necessary, cells were fixed in 2% paraformaldehyde 
and permeabilized in 0.05% saponin for 1 h before incubation with 
anti-lactotransferrin receptor monoclonal immunoglobulins. Fi
nally, cells were incubated for 1 h with either fluorescein-conjugated 
or gold-labeled goat anti-mouse IgM immunoglobulins at a dilution 
of 1:20. 

Competition experiments 

Fixed cells were treated with either 100 J.Lg per ml of unlabeled 
Jactotransferrin, or 100 J.Lg serum transferrin or 100 to 200 f.Lg per 
ml of anti-lactotransferrin receptor monoclonal immunoglobulin 

DP5B3G10 for 30 min before addition of 5 f.lg of fluorescein
carbohydrate-Jabeled lactotransferrin. After 1 h incubation, cells 
were washed twice before analysis. In a second set of experiments, 
cells were preincubated with unlabeled lactotransferrin at a con
centration of 4 mg per ml or non-related mouse IgM immunoglob
ulins, for 30 min at room temperature. Then, after washing, cells 
were incubated for 1 h with the anti-Jactotransferrin receptor 
monoclonal immunoglobulins DP5B3G10 at a concentration of 
10 f.lg per ml. Staining was performed using fluorescein-conjugated 
goat anti-mouse IgM immunoglobulins. 

Flow-cytometry analysis 

Data were collected on a Becton Dickinson FACScan cytofluorim
eter. The light-scatter channels were set on Jinear gains and the 
fluorescence channels on a logarithmic scale. Cells were gated for 
forward and side-angle scatters and 5000 fluorescent particles of 
each gated population were analyzed. 

Fluorescence microscopy 

Cytospin preparations were obtained by cytocentrifugation and 
mounted in PBS/glycerol containing 50 mg/ml of 1,4-diazabicyclo 
(2.2.2)octane. Cells were viewed using a confocal microscope 
Nikon. 

lmmunoelectron microscopy 

Cells were washed with 0.1 M cacodylate buffer and postfixed for 
2 h in 1 % osmium tetroxide in water. The contrast was enhanced 
by the incubation· of the specimens with 2 % uranyl acetate in 
0.5% sucrose solution at 4 •c ovemight. Specimens were then 
dehydrated in acetone and embedded in Lowicryl K4M according 
to instructions of the manufacturer. Ultrathin sections of 100 nm 
were eut on a Reichert ultracut E Ultrarnicrotome with Diatome 
diamond knife and were examined with a Philips EM420 electron 
microscope. 

Results 

Isolation of the soluble lactotransferrin receptor 

The concentrated culture medium of 35S-labeled cells, to 
which human lactotransferrin has been added, was chro
matographed on immobilized anti-human lactotransferrin 
immunoglobulins as previously described [20]. The SDS
PAGE given in Figure 1 shows, for example, in the case of 
peripheral activated lymphocytes, that the proteins eluted 
with 10 IIlM Tris-HCI, 6 M urea, pH 8 contained one radio
labeled lactotransferrin binding protein of molecular mass 
close to 95 kDa (Fig. 1, lane 1). The analysis of the Coo
massie Blue staining of the SDS-PAGE indicates that the 
95 kDa lactotransferrin-binding protein was purified from 
both activated lymphocytes (Fig. 1, lanes 3, 5) and Jurkat 
cells (Fig. 1, lane 10) together with 80 and 66 kDa molecu
lar mass proteins. The 95 kDa lactotransferrin-binding 
protein was not detected by Coomassie Blue staining when 
purification procedures were carried out without addition 
oflactotransferrin (Fig. 1, lane 4). Futhermore, the 95 kDa 
protein was not present in the culture medium of HL-60 
(Fig. 1, lane 11), a promyelocytic cellline which does not 
express detectable amounts of lactotransferrin receptor. 
The 80 kDa protein was mainly eluted from the immobi
lized anti-lactotransferrin immunoglobulins column with 
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Fig. 1. Purification of the membrane and of the soluble human 
lactotransferrin receptor from peripheral activated lymphocytes 
and Jurkat cells. Cell-free medium of activated lymphocytes (lanes 
1-5), Jurkat cells (fane 10) and HI..-60 cells (fane 11) and 1% Tri
ton X-100 membrane of activated lymphocytes (fane 7) and Jurkat 
cell (fane 8) extracts were chromatographed on immobilized anti
lactotransferrin immunoglobulins. Proteins eluted with 10 mM Tris
HCl, 6 M urea, pH 8 (lanes 1, 3-5, 7, 8, 10, 11) and with 0.1 M Gly
HCl, pH 2.8 (Iane 2) were submitted to SDS-PAGE under reduc
ing conditions. Lactotransferrin was omitted from the chromatog
raphy mixture during the purification procedure of lactotransferrin 
receptor in fane 4. The protein content of the 1% Triton X-100 
membrane of Jurkat cell extracts is shown in fane 9. Activated lym
phocytes were [35SJmethionine-labeled in lanes 1 to 3 and detec
tion of [35SJmethionine-labeled proteins (fane 1) was performed by 
autoradiography. Staining of proteins was performed using Coo
massie Blue (lanes 2-11). Molecular mass markers (fane 6): ~
galactosidase (116.3 kDa), phosphorylase b (97.4 kDa), bovine 
serum alburnin (66.2 kDa), ovalbumin (42.7 kDa). 

0.1 M Gly-HCl, pH 2.8 (Fig. 1, lane 2), and has been identi
fied, using monospecific immunoglobulins, as human lac
totransferrin (data not shown). Using monospecific immu
noglobulins, the 66 kDa protein has been identified as 
bovine serum albumin. 

Proteins purified by the same method from the cell-free 
culture medium and from the 1% Triton X-100 membrane 
extract were quite different. First, the 95. kDa soluble 
lactotransferrin-binding protein purified from the cell cul
ture medium was not present in the protein fraction puri
fied from the Triton X-100 extract ofboth Jurkat cells (Fig. 
1, lane 8) and activated lymphocytes (Fig. 1, lane 7). In 
fact, the lactotransferrin receptor isolated under these 
experimental conditions from cell membranes, the protein 
content of which is given in lane 9 in the case of Jurkat 
cells, was migrating, as previously described [20], as a 
105 kDa molecular mass protein. The membrane lacto
transferrin receptor purified fraction contained in addition 
to lactotransferrin, a 42 kDa protein which has been 
identified (not shown), using specifie immunoglobulins, as 
actin. In the case of activated lymphocytes, an additional 
protein of 90 kDa (Fig. 1, lane 7), was sometimes revealed. 
The 110 kDa protein we have previously described [17] was 
not observed under these experimental conditions. 

Production and screening of monoclonal 
immunoglobulins to soluble human lactotransferrin 
receptor from lymphocytes 

After elimination of positive clones to human lactotrans
ferrin and bovine serum albumin, we have first selected 
clones producing immunoglobulins which bind to the cell 
surface of Jurkat cells. Then, we screened 10 selected 
clones for their ability to recognize the membrane lacto
transferrin receptor after SDS-PAGE electrophoresis and 
electrotransfer on nitrocellulose. Only the clone 
DP5B3G10 recognized the 105 kDa membrane lactotrans
ferrin receptor prepared from either activated lymphocy
tes or Jurkat cells and immobilized on a nitrocellulose 
sheet. The clone was producing an lgM-immunoglobulin, 
the specificity of which was investigated. First, using flow 
cytometry, the monoclonal antibody was demonstrated to 
bind to the surface of Jurkat cells (Fig. 2) when compared 
to non-specifie mouse immunoglobulins. By measuring the 
variation of the mean value of the logarithm of fluores
cence, the percentage of positive cells has been estimated 
to 90% of the total Jurkat cell population. Similar results 
have been obtained with activated lymphocytes, T
lymphoblastic cell line such as CEM and the B
lymphoblastic Raji cell line. We do not observe specifie 
binding to HL-60 cells (data not shown). 

Finally, the anti-lactotransferrin receptor monoclonal 
immunoglobulin DP3B5G10 was shown to recognize on a 
Western blot of a purified fraction of membrane lactotrans
ferrin receptor (Fig. 3, lane 6) or a 1% Triton X-100 mem
brane extract, only one protein of 105 kDa molecular mass 
for each of the analyzed cells (Fig. 3): Jurkat (lane 3) and 
CEM T-lymphoblastic cells (lane 4) and Raji B
lymphoblastic cells (lane 5). In contrast, and as expected, 
the antibody did not stain a 1% Triton X-100 membrane 
extract of HL-60 cells (Fig. 3, lane 1). Addition of purified 
soluble lactotransferrin receptor fraction highly decreased 
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Fig. 2. Binding of the monoclonal anti-lactotransferrin immu
noglobulin DPSB3G10 to Jurkat cells. Cells were incubated with 
monoclonal anti-lactotransferrin receptor immunoglobulin and 
the binding was monitored by flow cytometry after staining with 
fluorescent anti-mouse IgM immunoglobulins (2). Control (1) was 
performed using non-specifie mouse IgM immunoglobulins. 
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Fig. 3. Specificity of the anti-lactotransferrin receptor immuno
globulin. 1% Triton X-100 membrane extract of HL-60 (Iane 1), 
Jurkat (lanes 2, 3), CEM (lane 4), and Raji (lane 5) cells were sub
mitted to SDS-PAGE under reducing conditions and electrotrans
ferred on nitrocellulose. After incubation with the monoclonal 
immunoglobulin DP5B3G10, the lactotransferrin receptor was 
detected using peroxidase-labeled anti-mouse IgM immunoglobu
lins. Control was performed by incubating 1% Triton X-100 mem
brane extract of Jurkat cells with the monoclonal immunoglobulin 
DP5B3G10 in presence of soluble lactotransferrin receptor 
enriched fraction (lane 2). 

the reactivity of the antibody to membrane lactotransferrin 
receptor in the Western blot of Jurkat cells (Fig. 3, lane 2) 
thus suggesting that the soluble receptor bas blocked the 
antibody. 

Competition experiments 

To determine whether the monoclonal anti-lacto
transferrin receptor immunoglobulin DP5JBG10 was able 
to affect the binding of lactotransferrin, competition 
experiments were perforrned. Jurkat cells were incubated 
at !east 30 min with either serum transferrin, lactotransfer
rin or monoclonal immunoglobulin DP5B3G10 before 
addition of fluorescein-carbohydrate-labeled lactotransfer
rin. Under these experimental conditions, as it is shown in 
Figure 4a, the binding activity of fluorescein-carbo
hydrate-labeled lactotransferrin was inhibited by both 
unlabeled lactotransferrin and anti-lactotransferrin recep
tor monoclonal immunoglobulins DP5B3G10. Similarly, 
the inhibition of the binding of anti-lactotransferrin recep
tor immunoglobulins to lymphocytes after saturation of 
membrane receptor with lactotransferrin bas been ana
lyzed. The incubation of cells with lactotransferrin fully 
inhibited binding of the monoclonal anti-lactotransferrin 
receptor (Fig. 4b). 
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Fig. 4. Competitive inhibition assays between lactotransferrin 
and monoclonal anti-lactotransferrin receptor. - a. Jurkat cells 
were treated with either unlabeled lactotransferrin (1), mono
clonal anti-lactotransferrin receptor immunoglobulin (2) or serum 
transferrin (3) and then incubated with fluorescein-carbohydrate
labeled lactotransferrin. - b. Cells were preincubated with unla
beled lactotransferrin (1) or non-specifie mouse IgM immunoglo
bulins (3) and then incubated successively with monoclonal immu
noglobulin DP5B3G10 and fluorescent anti-mouse IgM immuno
globulins. Control was performed in absence of moncolonal 
immunoglobulin DP5B3G10 (2). 

Immunolocalization of the lactotransferrin receptor 

In the fust set of experiments, the monoclonal antibody 
DP5B3G10 bas been used to localize the lactotransferrin 
receptor on Jurkat cells using immunofluorescence tech
niques. The cell surface staining was analyzed using a con
focal microscope. As shown in Figure 5, almost ail the 
examined cell populations (Fig. 5e) were positive (Fig. Sf) 
and the staining of the control cells was negative (Figs. Sa, 
b). Staining was localized on the cell membrane, in a form 
of bright patches of fluorescence (Fig. Sf). The staining 
observed after fixation and perrneabilization of cells was 
quite different as shown in Figures 5c, d and g, h. Intense 
lactotransferrin receptor immunoreactivity was apparent 
inside the cell (Fig. 5h) contrarily to cells stained with non
related IgM immunoglobulins (Fig. Sd). The strong stain
ing of Figure 5h can be accounted for by the properties of 
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Fig. 5. Immunolocalization of the lactotransferrin receptor on 
Jurkat cells. The receptor was localized by confocal immunofluo
rescence microscopy using the monoclonal immunoglobulin 
DP385Gl0. Intact cells (a, b, e, f), permeabilized cells (c, d, g, h), 

saponin which will extract phospholipids from the cell 
plasma membrane during permeabilization and damage of 
the cell. Fluorescence staining was uniform and abundant 
in the region proximal to the plasma membrane. In ail 
cells, the cytoplasm located near the nucleus and the 
nucleus itself were not stained. 

To further identify localization of the lactotransferrin 
receptor at the cel! surface, immunoelectron microscope 
studies were performed. Gold particles were observed 
only in association with the plasma membrane of Jurkat 
cells and as shown in Figure 6, particles were found 
arranged in clusters. Sorne particles were localized in 
coated pit-like domains surrounded by non-coated mem
brane domains. 

Discussion 

Numerous biological responses have been assigned to lac
totransferrin after binding to cells. The hepatic lactotrans
ferrin receptor is probably responsible for the rapid clear
ance of lactotransferrin from the serum [3, 28] while the 
intestinal receptor could be involved in the mechanism of 
iron absorption [ 4, 7, 11, 19, 24]. In addition, lactotransfer
rin has been suspected to act in a variety of immunological 

cel! control (a, c, e, g), in which the monoclonal DP3B5Gl0 
immunoglobulin has been replaced by non-specifie mouse IgM 
immunoglobulins (b, d).- Bar 10 ~-tm. 

processes [5, 36] and in the inhibition of ADP-induced 
platelet aggregation [17, 27]. In fact, the mechanism by 
which lactotransferrin acts on cells is still controversial. 
Studies showed that lactotransferrin can be internalized [9, 
21] and follows a pathway leading to the nucleus [9]. In 
contrast, sorne studies demonstrated binding of lactotrans
ferrin without intemalization [12, 29]. This study has 
attempted to provide evidence that the 105 kDa lactotrans
ferrin receptor we have characterized on peripheral acti
vated lymphocytes is a specifie element which can be local
ized intracellularly and released into the medium. 

The lactotransferrin-binding protein has been purified 
from the cell culture medium of both Jurkat cells or acti
vated lymphocytes by anti-ligand affinity chromatography. 
Traditional affinity chromatography on immobilized ligand 
failed to purify both soluble and membrane lacto
transferrin-binding molecules. In fact, we have demon
strated that lactotransferrin interacts with the lymphocyte 
receptor through a highly accessible domain, whose amino 
acid side chains are very reactive [16]. Covalent binding of 
various reagents leads to the inactivation of the binding 
activity of lactotransferrin. Therefore, it can be assumed 
that the immobilization of lactotransferrin results in the 
destruction of the binding activity of human lactotransfer
rin. 
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Fig. 6. Electron microscopy immunolocalization of the lacto
transferrin receptor on Jurkat cells. The receptor was Iocalized 
using the monoclonal immunoglobulin DP3B5G10 on intact ceiis. 
- Bar0.2~-tm. 

Severa! monoclonal antibodies have been raised against 
both the soluble lactotransferrin-binding protein and the 
Jurkat membrane proteins. Among them only DP5B3G10 
recognized on Western blot and after denaturation the 
105 kDa membrane receptor we have purified from 
peripheral activated lymphocytes [20], platelets [17] and 
Jurkat cells. Incubation of Jurkat cells with this mono
clonal an ti body full y inhibited the binding of Iactotransfer
rin, suggesting that the antibody recognized an epitope 
which lies very near to. or in the regions which are 
involved in the binding of the Iactotransferrin molecule. 
The possibility of cross-reaction between anti-lacto
transferrin receptor with a shared epitope on another pro
tein must be considered. One line of evidence argues 
against this hypothesis. The anti-Iactotransferrin receptor 
monoclonal immunoglobulin DP5B3G10 recognized only 
a single band of a molecular mass corresponding to that 
lactotransferrin receptor on immunoblots of whole cell 
plasma membrane ofT- and B-myeloid celllines for which 
the presence of lactotransferrin receptor has been 
described [35]. It is unlikely that the immunoglobulins 
cross-reactcd with a protein in the native state and did not 
recognize the same protein after SDS denaturation. 
Although we do not have any information on their amino 
acid sequence, it could be assumed that the lactotransfer
rin binding proteins correspond to the soluble lactotrans
ferrin receptor released from the cell membrane of acti
vated lymphocytes and Jurkat cells. 

The purification of actin together with the membrane 
lactotransferrin receptor suggests that the membrane 
receptor interacts with the cytoskeleton as is the case. for 
example. for epidermal growth factor [8]. This hypothesis 
is strengthened by the observation that the soluble Iacto
transferrin receptor was never copurified with cytoskele
ton proteins. 

The production of shed receptors may be a feature corn
mon to severa! receptor-ligand systems and has been well 
documented [2]. It is now established that soluble recep
tors correspond to the extracellular ligand binding 
demains of the respective cell-associated receptors [31]. 
The molecular mass of the lactotransferrin soluble recep
tor is about 95 kDa while that of the membrane receptor 
has been estimated to 105 kDa. The truncated receptor is 
lacking 80 to 100 amino acid residues which could corre
spond to the cytoplasmic and transmembrane domains. 

Lactotransferrin receptor appears to be localized both 
inside the celland at the cel! surface. It was not possible to 
identify by fluorescence microscopy the nature of the intra
cellular substructures containing lactotransferrin receptor. 
These results highly suggest that Jurkat cells, and probably 
lymphocytes. can bind and internalize lactotransferrin to 
ccli compartments which are yet to be described. How
ever, the absence of lactotransferrin receptor near the 
nucleus does not support the recent finding of Garré et al. 
[9] who suggest that lactotransferrin can be internalized by 
the cell and enter the nucleus. 
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C. Conclusion 

Nous avons retrouvé les résultats préalablement acquis sur les lymphocytes activés et 

les plaquettes. Le récepteur a été purifié par chromatographie d'affinité sur colonne d'anticorps 

anti-lactotransferrine immobilisés à partir de la cellule Jurkat. L'étude biochimique du 

récepteur membranaire a montré qu'il s'agissait d'une glycoprotéine monocaténaire de masse 

moléculaire de 105 k.Da, identique à celle des récepteurs isolés des lymphocytes activés ou des 

plaquettes non activées. 

La présence du récepteur soluble de la lactotransferrine a été démontrée dans le milieu 

de culture de la lignée Jurkat. Le récepteur soluble a été purifié et possède une masse 

moléculaire de 95 k.Da. La reconnaissance de cette protéine soluble par la lactotransferrrine 
125 

marquée à I a été démontrée. La différence de 10 k.Da entre la forme soluble et la forme 

membranaire devrait correspondre à la région d'ancrage dans la membrane plasmique et à la 

région cytoplasmique du récepteur. Cette fraction a permis l'immunisation de souris et la 

production d'hybridomes. Parmi les hybridomes produisant des anticorps contre les protéines 

solubles nous avons sélectionné l'hybridome DP5B3Gl0 qui reconnaissait une protéine de 

masse moléculaire de 105 k.Da de la membrane plasmique de la cellule Jurkat, soit la masse 

moléculaire du récepteur de la lactotransferrine humaine. 

Nous avons montré que l'anticorps monoclonal bloque la fixation de la lactotransferrine 

sur les cellules Jurkat, et réversiblement que la lactotransferrine inhibe la reconnaissance du 

récepteur par l'anticorps monoclonal. Finalement, l'étude immunocytochimique a montré que 

le récepteur de la lactotransferrine est localisé sur la membrane cytoplasmique et dans le 

cytoplasme. A la surface de la cellule, les molécules de récepteur sont concentrées dans de 

petits "clusters" et sont souvent associées à des puits recouverts. Dans le cytoplasme le 

récepteur est trouvé à proximité de la membrane et est absent de la région périnucléaire. 

Cette localisation suggère que la lactotransferrine est intemalisée par cette cellule et que 

plusieurs mécanismes de transduction pourraient médier l'action biologique de la 

lactotransferrine. Afin de mieux comprendre les mécanismes de l'interaction du récepteur avec 

le ligand, nous avons entrepris l'étude de l'internalisation de la lactotransferrine. C'est 

pourquoi nous avons repris les expériences d'endocytose qui n'avaient jusqu'à présent donné 

aucun résultat positif 
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II. ETUDE DU MECANISME D'ENDOCYTOSE DE LA 

LACTOTRANSFEREŒNE 

A. Introduction 

Jusqu' à présent, les résultats obtenus concernant l'endocytose de la lactotransferrine 

sont très contradictoires. Sato et al. (1990) observent par microscopie électronique que la 

lactotransferrine est internalisée par les lymphocytes B puis excrétée dans le milieu 

extracellulaire. Garré et al. (1992) montrent que la lactotransferrine, après fixation à la surface 

de la cellule K562, est internalisée. Après fractionnement cellulaire, les auteurs retrouvent la 

lactotransferrine localisée dans le noyau. Ziere et al. (1992) ont montré que 97% de la 

lactotransferrine injectée par voie intraveineuse à des rats se retrouvaient fixés aux cellules 

parenchymateuses, que 10% de la lactotransferrine fixés au foie sont internalisés au bout de 

180 min. Mc Abee & Esbensen (1991) ont précisé la nature du transport de la lactotransferrine 

dans le foie. Les hépatocytes internalisent la lactotransferrine via une endocytose dépendante 

de la clathrine. Un fractionnement subcellulaire indique que la protéine internalisée est 

transportée dans les lysosomes. De plus, l'internalisation de la lactotransferrine par les cellules 

de rat fait vraisemblement intervenir le récepteur des LDL dans le cas de l'hépatocyte (Ziere et 

al., 1992). 

Mikogami et al. (1994) ont montré, lors d'expériences réalisées avec la chambre 

d'Ussing, que la lactotransferrine est transportée du côté apical vers le côté baso-latéral via 

deux voies intracellulaires dans les cellules HT-29 (clone 19A). La première voie majeure 

transporte 90% de la lactotransferrine et conduit à la libération du fer de la lactotransferrine, 

celui-ci étant retenu dans la cellule et les fragments de lactotransferrine dégradée transportés 

vers le compartiment baso-latéral. La seconde voie mineure transporte les 10% restants et 

permet le passage dans le compartiment basolatéral de la lactotransferrine diferrique intacte. lls 

suggèrent que la lactotransferrine et son récepteur pourraient dans ce modèle jouer un rôle 

mineur dans l'absorption du fer. Par contre, Roiron-Lagroux & Figarella (1990) n'observent 

aucune internalisation de la lactotransferrine fixée par les cellules ill29-D4, celle-ci restant 

fixée à la surface cellulaire. 

Finalement, les expenences de cinétique à 3 7°C et de radiomarquage de la 

lactotransferrine à l'iode 1251 et au fer 59p e sur la cellule de la glande de mammaire (T 4 7D) ont 
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résultats ont été retrouvés par Ismail & Brock, (1993) qui viennent de démontrer que les 

cellules monocytaires de la lignée U937 fixent la lactotransferrine à la surface cellulaire et 

relâchent le fer qu'elle complexait dans le milieu extracellulaire. 

Afin de mieux comprendre le rôle de la lactotransferrine dans le fonctionnement du 

système immunitaire, il était indispensable d'étudier le mécanisme d'interaction entre la 

glycoprotéine et son récepteur. Pour cela, nous avons pris comme modèle les cellules Jurkat 

(lymphoblastes T). Ces cellules constituent le modèle d'étude idéal d'une éventuelle 

endocytose de la lactotransferrine puisque la fixation non spécifique de la lactotransferrine y 

est très faible contrairement aux cellules de la glande mammaire, aux hépatocytes ou aux 

macrophages. Nous avons étudié le devenir de la lactotransferrine après fixation à la surface 

cellulaire en utilisant une lactotransferrine marquée à 1251 et à la fluorescéine sur sa partie 

glycannique. Nous avons utilisé les techniques de microscopie confocale et de microscopie 

électronique pour localiser le compartiment où la lactotransferrine est dirigée. L'utilisation 

d'inhibiteurs spécifiques de chaque étape du parcours intracellulaire des ligands, ainsi que des 

études ultrastructurales, nous ont permis de mettre en évidence le devenir intracellulaire de la 

lactotransferrine. Les résultats que nous avons obtenus sont résumés dans le manuscrit qui est 

actuellement en révision pour publication dansEur. J. Cell. Biol. 

B. Article 2 

lnternalization of human lactotransferrin by the Jurkat human 

lymphoblastic T-cellline 
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Abstract 

Lactotransferrin-lymphocytes-endocytosis-lysosome 

Bincling of either iron-saturated or iron-:free lactotransferrin to the Jurkat human 

lymphoblastic T -cell line was saturable with a dissociation constant Kd of 40 nM. The total 

number of bincling sites was estimated to be ~300,000. Non-specifie binding did not exceed 

30% of the total binding. Removal of the 4 clustered arginine residues of lactotransferrin at 

position 2-5 did not modify the bincling parameters. Therefore, the high number oflow affinity 

binding sites previously described as responsible for the interaction between lactotransferrin 

and either hepatocytes or enterocytes or the U93 7 monocytic cell line, is not involved in the 

binding oflactotransferrin to Jurkat cells. After bincling at 4°C, a shift to 37°C causes cells to 

intemalize lactotransferrin, with the maximum intracellular concentration found at 3-8 and 5-

15 min for iron-saturated and iron-free forms, respectively. Addition of colchicine had no 

effect on binding or intemalization. These results suggest that endocytosis of lactotransferrin 

by Jurkat cells occurs through a receptor-mediated process. Jurkat cells intemalize 

lactotransferrin monophasically with a first-order endocytic constant kin of 0.060 min-1 at 

37°C. Confocal microscopie analysis, using fluorescein-carbohydrate labeled lactotransferrin 

showed that lactotransferrin was mainly localized in intracellular vesicles. F ollowing uptake, 

the endocytic path utilized by fluorescein-carbohydrate labeled lactotransferrin was shown to 

diverge from that of rhodamine labeled serum transferrin; after intemalization, lactotransferrin 

and serum transferrin did not :fully colocalize. Intracellular lactotransferrin was found in 

endosomal vesicles as assessed by electron microscopy. Raising the pH in endosomes using 

chloroquine led to the accumulation of lactotransferrin into endosomes ( acidic compartiment). 

After intemalization, Jurkat cells released both degraded and intact lactotransferrin into the 

culture medium, suggesting the existence of two endocytic pathways. 
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Introduction 

Lactotransferrin (27, 28), also called lactoferrin is a strongly cationic iron-binding 

glycoprotein structuraly closely re1ated to the serum iron glycoprotein, transferrin. However, it 

does not, as it is the case for serum transferrin, bring to cells the iron necessary for division 

( 13 ). It is widely distributed and is found in secretions and in the secondary granules of 

neutrophils (21). The liver regulates the steady state level of lactotransferrin by rapidly 

clearing it from the blood stream (29). Therefore unlike serum transferrin, the concentration of 

lactotransferrin in plasma is normally very low (2), although concentrations can increase in 

plasma upon bacterial infection (18) and in sorne tumors (32). The function oflactotransferrin 

has not been definitively established. lts ability to bind iron under conditions in which serum 

transferrin loses it, suggests that it might act in physiological conditions as a specialised iron 

scavenger glycoprotein rather than an iron donor (13). Lactotransferrin has been shown to be 

involved in numerous inflammatory and immune response functions such as regulation of 

granulocyte monocyte colony stimulatory factor synthesis (7, 33), regulation of interleukin 

synthesis (20, 43), activation of NK cell activity (4, 34), maturation of T-cells (42) and 

protection against sep sis ( 40 ). Several functions appear to be regulatory in nature and imply an 

ability to specifically interact with DNA. In fact, it is well known that lactotransferrin has an 

high affinity for acidic compounds such as nucleic acids (3). Recently it has been shown that 

binding of lactotransferrin to DNA occurs under stringent conditions with distinct sequence 

specificity and that interaction between lactotransferrin and these sequences leads to 

transcriptional activation (9). Lactotransferrin has been immunocytochemically demonstrated 

in the nuclei of human granulocytes (6) and found in isolated nuclei of K562 cells (11) 

suggesting that it is intemalized by the cell and enters the nucleus. Lactotransferrin also binds 

to numerous cells, the predominant interaction involves a low affinity binding (13, 19, 30, 41) 

but specifie high affinity components which have only been described for hepatocytes (19, 41), 

activated-lymphocytes (25) and platelets (17) are also detected. The low affinity component 

allows only the binding and not the intemalization ofboth iron free and iron saturated forms of 

lactotransferrin by HT29-D4 cells (30) or U937 cells (13). In hepatocytes, the low affinity 

component can be inhibited either by remova1, using aminopeptidase, of the basic cluster of 

arginine residues 1ocated at the N-terminal extremity of lactotransferrin ( 41) or by using 

competitive inhibitors (19) which reveal the high affinity component. The high affinity receptor 

of hepatocytes has not been identified but it may be related to the low density lipoprotein 

receptor-related protein (39) and to the apo E receptor (41). The high affinity receptor of 
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hepatocytes allows intemalization probably to the lysosomal compartment where 

lactotransferrin is degraded (19). The lactotransferrin-receptor of human activated

lymphocytes (25) and human non-activated platelets ( 17), has been partially purified. It has 

been shown to be a membrane-bound monomer glycoprotein of about 105 kDa molecular 

mass (5, 17, 25) that binds lactotransferrin with a binding affinity constant of Ka=10+8 M. The 

receptor is released into the culture medium as a soluble receptor of 95 kDa which is still able 

to bind lactotransferrin (5). It interacts with two accessible loops (15, 16) of an abab super 

structure [residues 4-52] located in the N1 domain of the N-terminal lobe of human 

lactotransferrin (1, 25). The receptor has been localized in Jurkat cells, both at the cell surface 

in coated-pit like domains, associated into clusters, and in different subsets of intracellular 

vesicles (5). The region near the nucleus and the nucleus were devoid of receptor. The 

intemalization of lactotransferrin and subsequent effect on activated-lymphocytes and 

lymphocytic cell lines and have not yet been studied. However, the presence of the 

intracellular receptor ( 5) suggests that lactotransferrin is intemalized to compartments which 

will be described in this study. We have determined the binding constant parameters of 

lactotransferrin to Jurkat cells and we have examined endocytosis of lactotransferrin in Jurkat 

cells. Then, we have investigated the intracellular processing of lactotransferrin and compared 

it to that of serum transferrin. We have demonstrated that 60-70% of the lactotransferrin is 

recycled and that remaining fraction (40-30%) of the lactotransferrin is brought to the 

lysosome at each round of endocytosis. 

Materials and methods 

Che mi cals 

Bovine serum albumin, ovalbumin, phenylmethylsulfonyl fluoride and gold 

immunoglobulins were purchased from Sigma (St. Louis, MO/USA). Human serum transferrin 

was a generous gift from the Centre Régional de Transfusion Sanguine (Lille/France). 

Iodo-Beads, Iodo-Gen, Triton X-100, sulfosuccinimidyl 6-((4'-azido-2'-nitro-phenyl)amino) 

hexanoate ( sulfo-SANP AH) and sulfosuccinimidyl 2{p-azidosalicylamido )ethyl-1,3'

dithiopropionate (SASD) were from Pierce (Rockford, IL/USA). Carrier-free Na125I and 

hyperfilm-MP were from Amersham International (Amersham, Buckinghamshire!UK) and 

fluorescein isothiocyanate and 5-( { [2-( carbohydrazino )-methyl]-thio} acetyl) amino-fluorescein 

were from Molecular Probes (Eugene, OR/USA). Sephadex G-25 PD-10 columns were 
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purchased from Pharmacia (Uppsala/Sweden}, nitrocellulose membrane from Schleicher and 

Schuell (Dassel/Germany). Molecular mass markers were from Bio-Rad Laboratories 

(Richmond, CNUSA}. RPMI 1640 medium and fetal calf serum were from Eurobio (Les 

Ulis/France) and D. Dutscher (Brumath/France), respectively. Gentamycin was from Gibco 

(Eragny, France). Lactotransferrin was prepared from pooled human milk and purified as 

described by Spik et al. (35). Lactotransferrin was iron-saturated or desaturated according to 

Mazurier and Spik (23}. Derivatization of lactotransferrin using SASD, sulfo SANPAH and 

F1TC was performed as described elsewhere (16). Amino-peptidase treated lactotransferrin 

(residues 8-694 and 12-694} was prepared as described by Ziere et al. (41) and N-terminal 

amino acid sequence was determined by PrA Tartar (Institut Pasteur, Lille/France). Apo E 

enriched low density lipoprotein was a generous gift from Dr V. Clavez (Pasteur Institute, 

Lille/France). 

Cel! Culture and Maintenance 

Jurkat cells were routinely grown at 37°C in a humidified atmosphere under 5% C02 in 

RPMI 1640 medium pH 7.4, containing 5 ~g/ml gentamycin, 2 mM L-glutamine and 20 mM 

Hepes and supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum. Cells were kept in the 

logarithmic growth phase and diluted to a cell density of 4Xl05/ml the day before the 

experiment. Density of cells was determined by using a cell counter. Cell viability was checked 

before the experiments by using the trypan blue method. Cells were washed twice in ice-cold 

PBS and harvested by centrifugation at 4°C for 10 min. 

Fluorescein Labeling and 1251-Radiolabeling 

Fluorescent labeling oflactotransferrin on the glycan moiety was carried out by coupling 

5-( { [(2-carbohydrazino )methyl]-thio }acetyl) amino-fluorescein on aldehyde groups resulting 

from the mild periodate oxidation of N-acetylneuraminic acid residues as previously described 

(16}. 1251-labeling oflactotransferrin and amino-peptidase treated lactotransferrin (100-500 11g) 

was carried out with 0.3 mCi of 1251 in the presence of one 1odo-Bead according to the 

manufacturer instructions. After 15 min incubation, free iodine was removed by gel filtration 

on a Sephadex G-25 PD-10 column. The iodinated protein was used within 1 week in order to 

avoid radiation damage. 
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Preparation of Polyclonal Antibodies 

Anti-lactotransferrin immunoglobulins were raised in rabbit (37), by intradermal 

injections of iron-saturated lactotransferrin. Immunoglobulins were then puri:fied by immuno

affinity chromatography on lactotransferrin-immobilized Sepharose 4-B columns. 

Affinity-puri:fied lgG was dialysed against PBS, diluted with glycerol ( 40%, v/v), and stored at 

-20°C until use. 

Binding of Lactotransferrin 

Equilibrium binding was measured in RPMI medium, containing 0.2% human serum 

transferrin, and 20 mM Hepes, pH 7.3 on ice, using 2x106 cells as previously described (25). 

Experiments (n=5) were performed in duplicate samples. Non-specifie binding was measured 

in the presence of a 50 fold molar excess ofunlabeled-lactotransferrin. 

Kinetics of Lactotransferrin Endocytosis 

Uptake (n=2) oflactotransferrin was determined as follows: cells (lxl07 per tube) were 

washed twice with PBS containing 0.2% serum transferrin, 5 ml of RPMI 1640 medium was 

added to each tube and then cells were exposed to lOO !lg of 1251-labeled lactotransferrin for 

various time periods at 37°C. At the end of the incubation period, 1 ml of suspension was 

removed and cells were harvested and treated with ice-cold 50 mM-glycine, 100 mM NaCl 

buffer pH 2. 5 in order to remove cell surface bound lactotransferrin. The remaining 

intracellular 1251-lactotransferrin was determined. Effect of the concentration of outside ligand 

was analyzed after 30 min of intemalization at concentrations ranging from 20 to 200 !lg of 

lactotransferrin per ml. The results have been expressed as the number of intracellular 

lactotransferrin molecules intemalized per cell (pmoles ). 

Expression of results 

Scatchard plot and kinetics analysis were performed using enzfitter sofware (Sigma, MI, 

USA) 

Endocytosis of Lactotransferrin Prebound to Cel/ 
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Cells were incubated on ice and at a cell density of 4x106/ml, with 200 flg of 1251-labeled 

lactotransferrin in 5 ml of RPMI 1640 culture medium containing 0.2% human serum 

transferrin. After 60 min incubation, cells were centrifuged at 1000 rpm and washed twice with 

30 ml ofice-co1d PBS in order to remove unbound lactotransferrin. The washed cell pellet was 

resuspended in 10 ml of the above incubation medium and placed in a shaking water bath at 

37°C. Samp1es of 1 ml were removed at different time periods of incubation and diluted with 2 

ml of ice-cold PBS, then cells were centrifuged at 4°C for 10 min. Supematants were 

decanted, the amount of radioactivity determined and the cell pellet was resuspended with 4 

ml of ice-co1d 50 mM-glycine, 100 mM NaCl buffer, pH 2.5 for 15 min at 4°C. After 

centrifugation, supematants were collected and another 1 ml of cold acid buffer was used to 

wash the tube. The two solutions were combined and the amount of acid-sensitive 

radioactivity was determined. Finally, cells were dissolved in 1 M NaOH which allows one to 

determine the amount of acid-resistant radioactivity. Summation of acid-sensitive and 

acid-resistant radioactivity was considered to be the total radioactivity. The radioactivity of the 

cells was measured using a 1282 Compugamma LKB-Wallac Counter (Turku, Finland). 

Degradation of Internalized 125 1-Labeled Lactotransferrin 

After intemalization of lactotransferrin by Jurkat cells, membrane-bound lactotransferrin 

was removed by acid-washed as described above and washed cells were solubilized and 

analyzed by SDS-PAGE as previously described (24, 25). The amounts of degraded and 

undegraded material in medium were determined by precipitation of undegraded material with 

10% TCA (10). 

Electrophoresis 

SDS/PAGE analysis was performed under reducing conditions on 7.5% slab gels (1.5 

mm) according to the method ofLaemmli (14). 

Fluorescence Microscopy 

Jurkat cells were incubated for different times at 37°C or 60 min at 4°C with fluorescein 

carbohydrate-labeled lactotransferrin at a concentration of 40 f.!g/ml in RPMI 1640 containing 
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0.2% serum transferrin. Cells were washed, treated for 60 min at 4°C with 2% 

paraformaldehyde in PBS and washed two more times. For double labeling experiments, cells 

were incubated for 30 min with fluorescein-labeled lactotransferrin, the 15 1ast min in presence 

of rhodamine-1abeled transferrin ( 40 !J.g/ml). Cytospin preparations were obtained by 

cytocentrifugation and mounted in phosphate-buffered saline/glycerol containing 50 mg/ml of 

1,4-diazabicyc1o [2.2.2] octane. Cells were examined using a Nikon associated with a scanning 

confocal imaging system (MRC 600 system) from Bio-R supplied with a krypton/argon laser 

and equipped with an excitation filter set ( 488, 568 and 647 nm). The oïl-objective 

magnification was 60-fold with a 1.4 numerical aperture. A series of optical sections at 0.9 !J.ID 

interval were recorded through individual cells. Photographs were taken using Kodak 

TMAX-100.2 film. Control experiments were carried out on acid-treated cells to remove 

membrane bound lactotransferrine. 

Immunoelectron Microscopy 

After incubation with lactotransferrin, Jurkat cells were :fixed with 1% glutaraldehyde in 

0.15 M cacodylate buffer at 4°C overnight. Fixation was followed by treatment with 0.1 M 

lysine for 4-6 h at 4 oc prior to embedding in Lowicryl K 4 M according to instructions of the 

manufacturer. Ultrathin sections, collected on nickel grids, were incubated for 10 min on a 

drop of 20 mM Tris, 0.5 M NaCl buffer pH 7.4 containing 0.5% ovalbumin and 5% heat 

inactivated goat serum. Sections were incubated at 4°C overnight with purified anti-human 

lactotransferrin immunoglobulins at a concentration of 10 !J.g/ml. Cells were rinsed and 

incubated on a drop of 1nm gold-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:50) in a 20 mM Tris/HCI, 

0.5 M NaCl buffer pH 7.4 containing 0.5% ovalbumin. After 1 h incubation, cells were 

washed, post-:fixed for 10 min in the same buffer containing 1% glutaraldehyde and washed 

with distilled water. Finally, sections were submitted to silver enhancement according to a 

modification of Dansschers' silver lactate hydroquinone physical developer. The specificity of 

the immunostaining was tested by omitting the primary antibody and incubation of cells 

without lactotransferrin was used as a negative control. Labeled sections were stained with 

uranyl acetate and lead citrate before examination with a Philips EM420 electron-microscope. 

Results 

Binding of Lactotransferrin 
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Bimling of 1251-labeled lactotransferrin to the Jurkat human lymphoblastic T -cell line 

was both concentration dependent and saturable at concentrations ranging from 0.1 to 60 nM 

(Fig. 1 ). The binding was performed in the presence of serum transferrin to saturate the serum 

transferrin receptor and to decrease non specifie interactions. The binding of lactotransferrin 

was inhibited 70 to 80% in the presence of a 50 fold molar excess of unlabeled 

lactotransferrin, suggesting that the binding is specifie and reversible. Scatchard analysis 

revealed that the apparent equilibrium constant Kd of the specifie element was equal to 40nM 

and the number of binding sites was estimated to be _300,000. Varying the iron saturation 

from 0 to 100% had no effect either on the binding constant or the number ofbinding sites. 

Previous experiments (16) have shown that FITC and SASD derivatization of 

lactotransferrin results in masking the 105 kDa receptor binding site of lactotransferrin and 

greatly decreases the binding of lactotransferrin to activated-lymphocytes. In contrast, binding 

was not affected if lactotransferrin was derivatized with sulfo-SANPAH (16). In order to 

verify that the lactotransferrin binding sites to Jurkat cells are similar to that we have 

previously described on platelets and activated-lymphocytes, we have performed in the present 

study competition experiments. It was found that total binding was not modi:fied in the 

presence of a 100 fold molar excess of fluorescein isothiocyanate-lactotransferrin or SASD 

derivatized-lactotransferrin (data not shown). In contrast, the binding of lactotransferrin was 

inhibited 70% by sulfo SANPAH-modi:fied lactotransferrin demonstrating that lactotransferrin 

probably interacts with Jurkat cells through the same baba super structure we have described 

for activated-lymphocytes (16) and platelets (17). 

The binding of aminopeptidase treated lactotransferrin in which the basic cluster of 

arginine residues (residues 2-5) have been removed, was not significantly different from that of 

untreated lactotransferrin (Fig. 1 ). Furthermore, the binding of lactotransferrin was inhibited 

70% upon addition of a 100 fold molar excess of aminopeptidase treated lactotransferrin (data 

not shown). 

Finally, recent studies have suggested that lactotransferrin can bind cells via the low 

density lipoprotein receptor-related protein (41) or the remnant receptor (39). We have 

therefore performed competition experiments between lactotransferrin and apo E enriched 

lipoproteins. It was found that the binding of lactotransferrin to Jurkat cells was partially 

inhibited in the presence of apo E enriched lipoproteins. In fact, the percent of inhibition was 

50% no matter what molar excess of apo E enriched lipoproteins was used and therefore 

inhibition not dependent on the concentration of apo E (data not shown). 
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Kinetics of Lactotransferrin Endocytosis 

In order to determine whether bound lactotransferrin was internalized, the cells were 

incubated with 1251-labeled lactotransferrin at either 4°C or 37°C and the cell surface bound 

protein was removed by acid wasbing. After a 30 min incubation, about 95% and 50% of 

bound 1251-labeled lactotransferrin was acid-sensitive at 4° and 37°C, respectively. These 

results demonstrated that at 3 7°C, half of the lactotransferrin had been intemalized. We also 

examined the kinetics of lactotransferrin accumulation at 37°C in Jurkat cells (Fig. 2). In the 

continuous presence of 1251-labeled lactotransferrin (0.25 !lM), cells accumulated 

lactotransferrin monophasically with a first-order constant km of 0.060 min-1
. We calculated 

that under these experimental conditions about 240 molecules of lactotransferrin were 

intemalized per second at the beginning of the pro cess. The uptake of lactotransferrin was not 

dependant on the outside lactotransferrin ligand on the concentration range of 0.12 to 0.5 !lM 

and was asbolished in presence of an ex cess of cold lactotransferrin. 

Endocytosis of Lactotransferrin Prebound to Cel! 

Lactotransferrin binding sites were saturated with 1251-labeled lactotransferrin at 4 °C. 

After removal of excess unbound ligand, cells were incubated at 37°C for various time and the 

radioactivity present on the cell surface, in the medium, and inside the cell was determined. As 

is shown in Fig. 3, the lactotransferrin initially bound to the cell surface was rapidly 

intemalized with the maximum amount of intracellular iron-saturated lactotransferrin found 3 

to 8 min later. By ten min, about 60% of the lactotransferrin had disappeared from the cell 

surface and radioactivity was found in the culture medium. Similar results were obtained using 

iron-free lactotransferrin; the maximum intracellular concentration was found at 5-15 min after 

the intemalization processes (Fig. 4 ). 

The addition of colchicine, which is known to inhibit endocytosis clathrin-independent 

and to not modify the binding of ligand, did not significantly change the kinetics of 

intemalization of lactotransferrin at 37°C and at concentrations up to 15 mM. Furthermore, 

when Jurkat cells were fust incubated at 4°C with 1251-labeled lactotransferrin in the presence 

of 15 mM colchicine, the maximum uptake of lactotransferrin (Fig. 5) at 37°C was not 

modi:fied. 
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Degradation of Jnternalized Lactotransferrin 

After intemalization, lactotransferrin is released into the medium in the form of intact 

protein which was precipitated by TCA 10% and small peptides. The kinetics of release show 

that after 90 min incubation, about 30-40% of the intemalized 125!-labeled lactotransferrin was 

found in the medium in a degraded form (Fig. 6). The proteolysis of lactotransferrin was not 

altered when experiments were performed in the presence of protease inhibitors, demonstrating 

that membrane proteases are not involved in degradation. About 5-l 0% of lactotransferrin was 

found undegraded in the culture medium at the beginning of the intemalization process and 

probably represents lactotransferrin dissociated from the cell surface after initial binding. 

W e have tested whether increasing of the pH of intracellular acidic compartments, 

using either chloroquine or ammonium chloride can alter the processing of lactotransferrin. 

Addition of chloroquine up to a concentration of 0.2 mM had no effect on 125!-labeled 

lactotransferrin binding at 4 oc (data not shown). However, the amount of intracellular 125!

labeled lactotransferrin increased continuously during intemalization process at 37°C (Fig. 

7 A), suggesting that the lactotransferrin accumulates. Similar results were found with 

ammonium chloride (data not shown). To investigate intracellular degradation of 

lactotransferrin in Jurkat cells, we also analysed intemalized 125!-labeled lactotransferrin, 

following a temperature shift from 4°C to 37°C, by SDS-PAGE (Fig. 7B). At 2 min, small 

amounts of intemalized 125!-lactotransferrin were observed m both control and 

chloroquine-treated cells. These levels were most likely due to the 5-l 0% of cell 

surface-bound lactotransferrin which was not removed by acidic treatment. In the presence of 

chloroquine, the 125!-labeled lactotransferrin migrated as a single polypeptide chain of 80 kDa 

molecular mass equivalent to the native glycoprotein and its intracellular concentration 

increased during the intemalization process from 2 to 60 min. In contrast, in the absence of 

chloroquine, the maximum intracellular concentration of undegraded lactotransferrin was 

found 5 min after incubation at 37°C. However, 60 min after intemalization the level was 

essentially zero. Lysomotropic reagents significantly reduced the basal degradation of 

lactotransferrin, indicating that the lysosome is one of the organelles in which sorne of the 

normal degradation oflactotransferrin takes place. 

Intracellular Pathway of Internalized Lactotransferrin 
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When monitored usmg fluorescence microscopy, the binding of fluorescein 

carbohydrate-labeled lactotransferrin at 4°C (Fig. 8a) was visualized as discrete clusters on the 

surface of the cell, associated with the plasma membrane. Warming the cells to 37°C caused a 

redistribution (Fig. 8b) of the fluorescein-carbohydrate labeled lactotransferrin into an intense 

abundant intracellular fluorescent punctuate pattern found randomly throughout the cell. 

Treatment of cells with 0.2 mM chloroquine, which inhibited lactotransferrin degradation, 

induced an increase in the intensity of the vesicular fluorescence (Fig. 8c ). T o visualize the 

organization of the endocytic pathways in Jurkat cells, fluorescein-carbohydrate labeled 

lactotransferrin was continuously internalized from cell surface at 37°C. The spatial 

distribution of the marker was analyzed by confocal bearn scanning laser microscopy. Fig. 8d 

shows a pair of cells where a series of 8 horizontal planes, taken every 0.9 !lm between two 

cell poles, displays the complete cellular redistribution of the lactotransferrin compartment 30 

min a:fter internalization. In each plane, the lactotransferrin fluorescence was bright. The 

discrete clusters ( shown as arrows 1 or 2) are representative of sub-cellular compartments of 

smal1 and different size. The cluster indicated by arrow n °2 is found in only 1 plane and can be 

identified as a single vesicule of less than 0.9 Jlm of diameter. On the contrary, the 

compartment indicated by the arrow n°1 was fluorescent through 3 successive planes and is 

therefore at least 2-3 Jlm large. 

This distibution was further studied by double immunofluorescence microscopy using 

rhodamine-labeled transferrin, which is known to be mainly confined in the early endosome. A 

comparison of the immunofluorescent patterns obtained with fluorescein-carbohydrate labeled 

lactotransferrin and rhodamine-labeled transferrin in Jurkat cells showed that the staining of 

both glycoproteins overlapped in a region close to the cell membrane (Fig. 8e ). Sorne green 

fluorescence (fluorescein-carbohydrate labeled lactotransferrin), that did not overlap with red 

fluorescence (rhodamine-labeled transferrin) was observed. 

Immunoelectron Microscopie Identification of the Compartment in which Internalized 

Lactotransferrin is Found 

In order to extend the immunofluorescent microscopie localization of lactotransferrin, 

we carried out immunoelectron microscopy detection of internalized lactotransferrin on 

ultrathin section of Jurkat cells using monospecific anti-lactotransferrin immunoglobulins. 

Intracellular lactotransferrin was localized in endosomal vesicles in the perinuclear region (Fig. 

9a). Lactotransferrin was never observed to be associated with the nucleus or associated 
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structures. Treatment of cells with chloroquine caused accumulation of lactotransferrin into 

endosome structures (Fig. 9b ). 

Discussion 

The N-terminal moiety of human lactotransferrin presents several sequence and 

structural clusters which could explain the large volume of binding of lactotransferrin to cells. 

First, the basic region [tetrapeptide RRRR; residues 2-5] has been shown to be involved in the 

large volume and low affinity binding to hepatocytes and probably other cells possibly through 

a proteoglycan component (41). The consensus KRDS sequence [residues 40-43], 

homologous to the RGD sequence (22) could be implicated in interaction with integrins. The 

QRNMRK sequence (residues 25-30) possesses structural homology with the LDL-receptor 

binding site of apo E lipoprotein ( 41) and could exp lain the high a:ffinity of lactotransferrin for 

the LRP-receptor (39). 

On the other hand, we have described specifie interactions which occur between two 

loops [residues 28-34 and 39-42] of an .Ba.Ba domain of lactotransferrin and a 105 kDa 

membrane receptor present on both activated-lymphocytes (25) and platelets (17). The 

presence of the 105 kDa receptor has been demonstrated both at the surface and inside Jurkat 

cells (5) but the :functionality of the receptor has not yet been investigated. The binding affinity 

has been measured to Kd=40nM which is in the range of the binding affinity recently measured 

for the U937 monocytic cellline (13) and for the binding of bovine lactotransferrin to isolated 

rat hepatocytes (19). However, the total number of binding sites involved in the binding of 

lactotransferrin to Jurkat cells is considerably lower (n= ~300,000) than in the case of U937 

cells ( 13) and hepatocytes ( 19, 41 ). Competition experiments performed in the presence of apo 

E enriched lipoproteins failed to fully inhibit the binding of lactotransferrin to Jurkat cells. The 

partial inhibition we have observed was not concentration dependent, suggesting it is due to a 

charge effect. The fact that the binding of aminopeptidase treated lactotransferrin did not differ 

from the binding of unmodified lactotransferrin demonstrates that the electrostatic binding 

which can occur between lactotransferrin and cells is not detectable on Jurkat cells. Moreover, 

the lactotransferrin binding to Jurkat cells was not modified during competition experiment 

with SASD- and FITC-modified lactotransferrin and was fully inhibited in the presence of 

SANPAH-modified lactotransferrin. Altogether, these results demonstrate that lactotransferrin 

binds Jurkat cells in the same way as platelets and activated-lymphocytes. 
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We have shown usmg both a biochemical approach and confocal and electron 

microscopy that after binding to the cell surface, lactotransferrin enters T -cells. Under the 

experimental conditions used and in the continued presence of lactotransferrin, up to 50% of 

the protein was intemalized in 30 min. The :first-order endocytic rate constant (0.060 min-1 at 

37°C) was not dependant on the outside lactotransferrin concentration and addition of 

colchicin did not modified the kinetics of intemalization at 3 7°C. In other words, the uptake of 

lactotransferrin is receptor mediated and not fluid phase dependant (38). This high efficiency 

of endocytosis was not observed with U937 monocytic cells (13) and rat hepatocytes 

endocytosed only a minor fraction of bound bovine lactotransferrin (19). The demonstration 

that lactotransferrin was readily intemalized by a human lymphoblastic cell line favors the 

existence of2 binding components: a specifie one which could involve the 105 kDa molecular 

mass membrane glycoprotein we have purified (25) and be the lipoprotein receptor-related 

protein and one less specifie component involving mainly ionie interactions between basic 

residues of lactotransferrin and the extracellular matrix. The volume of the low affinity 

component depends on the cell studied: small in the case of lymphocytes and high in the case 

ofhepatocytes, monocytes and maybe epithelial tumor cells (31). 

Both iron-:free and iron-saturated lactotransferrins were intemalized at different rates. 

However, their endocytic pathway is identical. The intemalization of both forms of 

lactotransferrin was followed by an accumulation of degraded lactotransferrin into cells and 

into the culture medium. Moreover, the addition of chloroquine which prevents transfer of 

endocytosed ligands to lysosomes results in the accumulation of intracellular lactotransferrin 

and inhibits its proteolysis. The presence of vesicular intact lactotransferrin and of persistent 

leve! of 60-70% of undegraded lactotransferrin in the the culture medium as well as the 

presence of both lactotransferrin and serum transferrin in the same vesicles suggests that the 

pathways might be common between the two ligands up to the early endosomal 

compartments. In fact, confocal and electron microscopy have shown a complex pattern of 

localisation for the lactotransferrin molecule. Fluorescein carbohydrate lactotransferrin 

accumulated in vesicles and electron microscopy showed the presence of lactotransferrin in 

endosome compartments. 

The endocytic pathway utilized by lactotransferrin could diverge from that of iron

saturated serum transferrin as a fraction (40-30%) ofthe ligand is degraded at each round of 

endocytosis. Finally, lymphocytes intemalize lactotransferrin via a receptor-mediated process. 

Experiments are actually under investigation to determine how lactotransferrin, an 
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extracellular transcription factor (9) reach the DNA in the cell nucleus or deliver the signal 

from the membrane receptor to the DNA bound transcriptional activator. 
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Figure 1. Representative experiment showing the binding of lactotransferrin to Jurkat 

125 
cells at 4°C. Cells were incubated at 4°C for lh with increasing concentrations of 1-l.abeled 

lactotransferrin ( 0 ) or 
125

1-labeled aminopeptidase treated lactotransferrin ( • ). Non specifie 

binding ( 0 ) was measured in the presence of a 50_ fold molar excess of unlabeled 

lactotransferrin. Experiments (n=5) were performed in duplièates. 



102 

4.00 
,_ 

..!!! 
:;, 
=-Q):E 3.00 <Je. cu-,_ 
-c C·- Cil ·- ,_ ........ ..c 
0~ 0 ccn 2.00 ~ oc _cu 0 -,_ + cu-.... o .a. E --C<J :.:J -3.00-Q)C'CS c • <J...I 1.00 c ...1 
0 0.00 20 40 
() 

Tlme (min) 

0.00 
0 10 20 30 40 50 

Time (min) 

Figure 2. Kinetics of lactotransfenin uptake in Jurkat cells. Cells were incubated at 37°C in 

the continuous presence of an excess of 1251-labeled lactotransfenin. At the designated time, 

aliquots of the suspension were removed and the amount of intracellular lactotransfenin was 

determined. Inser: Linearization of the curve for calculation of the fust order rate constant. 

Symbols represent means of duplicate samples. 
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Figure 3. lntemalization kinetics of lactotransferrin in Jurkat cells. The cells were incubated 

for lh at 4°C in the presence of 
125

1-labeled lactotransferrin, washed and at time zero 

prewarmed medium containing unlabeled Iactotransferrin was added. Aliquots were removed 

at various times and were treated as descnl>ed un der "Experimental Procedures". The amount 

of radioactivity present in the medium ( • ), on the cell surface ( Â ), and inside the cells 

( • ) is shown. Symbols represent mean of duplicate samples. 
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Figure 4. Intemalization of apo-lactotransferrin. The cells were treated as previously 

descn"bed. The amount of radioactivity present inside the cells is shown. Symbols represent 

mean of duplicate samples. 
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Figure 5. Effect of colchicine on the internalization of lactotransferrin in Jurkat cells. Figure 
125 

shows the amounts of radioactivity present inside the cells when 1-labeled lactotransferrin 

prebound at 4°C is internalized at 37°C in absence (•) or in presence of 15 mM colchicine 

( • ). Symbols represent mean of duplicate samples. 
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Figure 6. Degradation kinetics of lactotransferrin in Jurkat cells. Cells were treated as for 

endocytosis of prebound lactotransferrin and the amount of degraded 1251-labeled 

lactotransferrin ( •) in the medium was determined as descn'bed in "Experimental Procedures". 
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Figure 7. Effect of chloroquine on the internalization of lactotransferrin (A) and on the 

degradation kinetics of internalized lactotransferrin (B ). In A, figure shows the amounts of 

radioactivity present inside the cells when 
125

1-labeled lactotransferrin prebound at 4°C is 

internalized at 37°C in absence (•) or in presence of 200 )lM chloroqu:ine ( .... ). Symbols 

represent the men of duplicate symbols. In B, SDS-PAGE under reducing conditions was 

performed on 1% Triton X-1 00 extract of cells a.fter internalization of 1251-labeled 

lactotransferrin in absence (I) and in presence of200 )lM chloroqu:ine (ll). 
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Figure 8. Intracellular localization of internalized lactotransferrin in Jurkat cells as seen by 

fluorescence microscopy. The cel!s were iucubated for 1 h at 4'C in the presence of 

fluorescein-carbohydrate labeled lactotransferrin (a). washed and incubated at 37°C for 30 min 

in the abs~nco (b) or in the presence of chloroquine (c). lu (d). cells were incubated at 37'C 

for 30 min in the coutinuous presence or fluorescein-carbohydrate labeled lactotransferrin and 

con focal microscopie analysis was perlèHmed ou fixed cells and a series of 8 optical transverse 

sections at 0.9 ~tm through the whole cell were examiued. lu (e). cel!s were incubated at 37'C 

for 30 min with Lluoresccin-carbohydratc labeled lactotransfeniu. the last 15 min in the 

presence of rhodamine Jabeled serum transferrin. 
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__.-~·-:. 

Figure 9. Intracellular localization of lactotransferrin in Jurkat cells as seen by electron

microscopy. The cells were incubated at 37°C for 60 min with lactotransferrin in the absence 

(a) or in the presence (b) of200 11M chloroquine. (bar: 0.2 !J.ID) 
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C. Conclusion 

Nous avons mis en évidence l'internalisation de la lactotransferrine dans les cellules 

lymphoblastiques Jurkat. L'entrée de la lactotransferrine dans la cellule se produit très 

rapidement. Après l'étape de saturation des sites membranaires par la lactotransferrine radio

iodée, l'incubation du système à 37°C induit une endocytose par laquelle la concentration 

intracellulaire en lactotransferrine est obsetvée après 3-8 min pour la lactotransferrine saturée 

en fer et 5-15 min pour l'apo-lactotransferrine. L'endocytose ne dépend pas du taux de 

saturation en fer, contrairement à la transferrine sérique où la forme apo n'est pas reconnue par 

le récepteur. 

Une partie de la lactotransferrine intemalisée par les cellules Jurkat est dégradée. L'étude 

cinétique de la dégradation a montré que 30-40% de la 1251-lactotransferrine se retrouvaient 

dans le milieu extérieur sous la forme de petits peptides, après 90 min d'incubation avec les 

cellules à 37°C. L'étude de l'influence des inhibiteurs a permis de confirmer ces résultats, la 

colchicine qui est un inhibiteur de la contraction de la tubuline et des microfibrilles du fuseau 

n'empêche pas l'internalisation de la lactotransferrine. La chloroquine et le NH.Cl n'empêchent 

pas l'internalisation de la lactotransferrine, mais empêchent le recyclage de la protéine. Les 

expériences d'immunolocalisation ont montré que cette inhibition était due à l'accumulation de 

la lactotransferrine dans les endosomes. 

La microscopie confocale permet d'observer la distribution spatiale d'un ligand 

fluorescent à l'intérieur d'une cellule. La lactotransferrine intemalisée apparaît concentrée dans 

des vésicules de tailles variables, surtout en présence de chloroquine dans le milieu. L'étude de 

la co-localisation de la lactotransferrine marquée à la fluorescéine avec la sérotransferrine 

marquée à la rhodamine nous a montré que la localisation de deux protéines fluorescentes n'est 

pas absolument identique. La microscopie électronique nous a montré que la lactotransferrine 

intemalisée est localisée dans différents compartiments intracellulaires après 30 min 

d'incubation à 37°C. La lactotransferrine intemalisée à 37°C en présence de chloroquine a été 

concentrée dans des vésicules de tailles variables, comme le montre l'obsetvation des cellules 

par microscopie confocale et électronique . 
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Les résultats que nous avons obtenus jusqu'à présent montrent que la lactotransferrine 

après avoir été intemalisée emprunte la voie de recyclage, puisque une grande partie de la 

lactotransferrine et de la sérotransferrine sont en effet colocalisées dans les mêmes 

compartiments. Cependant une partie de la lactotransferrine à chaque cycle d'endocytose 

semble être dirigée vers le lysosome où elle est dégradée avant d'être rejetée dans le milieu 

extérieur sous la forme de petits peptides. 
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III. ACTION DE LA LACTOTRANSFERRINE SUR LA LIGNEE 

LYMPHOCYTAIRET JURKAT 

A. Introduction 

Le rôle de la lactotransferrine sur la prolifération cellulaire est très controversé et semble 

en contradiction avec l'activité de différenciation qui vient d'être décrite (Zimecki et al., 1991). 

Dans notre laboratoire, des études préliminaires ont montré que la lactotransferrine pouvait 

apporter aux lymphocytes activés, maintenus en culture dans un milieu de sevrage, le fer 

indispensable à leur croissance (Mazurier et al., 1989). Par contre, les groupes de Brock 

( Ismail & Brock, 1993) et de Fletcher (Slater et Fletcher, 1987a,b) ont montré que les 

lymphocytes utilisent pour leur croissance le seul fer apporté par la transferrine sérique. Par 

ailleurs, l'activité facteur de croissance observée pour les cellules en culture par la majorité des 

expérimentateurs a été obtenue à des concentrations en lactotransferrine très importantes ce 

qui laisse supposer qu'elle pourrait être due à l'apport d'un contaminant. Plus récemment, une 

activité cytotoxique de la lactotransferrine vient même d'être décrite pour les cellules de la 

glande mammaire (Hurley et al., 1994). 

Le rôle biologique de la lactotransferrine a surtout été attribué à sa capacité à fixer le fer 

(Fe3+) et par analogie avec son homologue sérique à sa possibilité à céder le métal à un 

récepteur cellulaire. Cependant, les expérimentations récentes laissent supposer que la 

lactotransferrine est plus une protéine qui immobilise le fer pour détoxifier l'organisme et 

qu'elle agit sur la prolifération cellulaire par l'intermédiaire de la stimulation d'une activité 

NADH réductase (Sün et al., 1991). En outre la lactotransferrine peut transmettre un signal 

biologique par elle-même puisqu'il vient d'être récemment démontré qu'elle est un facteur d' 

activation de la transcription (Baeuerle, 1995 ; He & Furmanski, 1995). 

Le modèle cellulaire Jurkat, pour lequel nous avons mis en évidence une fixation 

spécifique de la lactotransferrine et une endocytose de celle-c~ constitue un modèle 

expérimental de choix pour étudier le rôle de la lactotransferrine aussi bien dans la 

prolifération que dans la différenciation cellulaire. Nous avons donc repris les expérimentations 

en étudiant l'expression des antigènes marqueurs de la prolifération et de la différenciation à la 

surface des cellules lymphoblastiques Jurkat traitées par la lactotransferrine saturée ou non en 

fer. 
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B. Article 3 

Effect of lactotransferrin on proliferation and differentiation of 

the Jurkat human lymphoblastic T -cellline 
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1. Abstract 

The effect of human lactotransferrin on the human lymphoblastic T cellline Jurkat was 

tested on both proliferation and differentiation. Lactotransferrin enhanced cell proliferation in a 

serum (1% fetal calf serum) deprived culture. The proliferative effect was dependent on the 

degree of iron saturation and the amplitude of the effect was small and similar to that obtained 

in presence of serum transferrin. The proliferative effect of lactotransferrin was not observed 

in presence of fetal calf serum at a concentration of 10% in the culture medium. These results 

suggest that Fe-lactotransferrin can substitute Fe-transferrin during the prolonged serum 

starvation of cells. Lactotransferrin was also shown to promote T -cell differentiation. Jurkat 

cells treated in the presence of both iron-saturated lactotransferrin and fetal calf serum, at a 

concentration of 10%, slowly undergo a decrease of the cell volume, a decrease in cell surface 

density of CD71, a decrease of the incorporation of [methyl-3H]thymidine and an increase of 

the percentage of cell population in the G 1 phase of the cell cycle. These modifications were 

observed together with the appearance of CD4 antigen at cell surface. Therefore, growing cells 

slowly enter into quiescence in the continuous presence of lactotransferrin and undergo cell 

differentiation. 
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2. Introduction 

Lactotransferrin [1, 2] belongs to the transferrin family, however unlike serum 

transferrin, it appears to be, in normal physiological conditions, involved in immunological 

processes rather than in the cellular uptake of iron [3]. In fact, the biological activity ofhuman 

lactotransferrin is po orly understood and remains highly controversial. For example, it has 

been reported that lactotransferrin either promotes the proliferation of different cell lines [ 4-

10], activated lymphocytes [11], has no effect on the lymphocyte proliferation [12] or inlnl>its 

lymphocytes [13] and mammary cell growth [14]. lt has also been demonstrated that 

lactotransferrin :inht'bits in vitro the immune response [15] by inhibiting the release of ILl by 

macrophages [ 16] or in crea ses in vivo the immune response [ 17] through a mechanism which 

involved the maturation of double negative CD4-cns- thymie lymphocytes. In fact, it has also 

been recently demonstrated that lactotransferrin activates a nuclear reporter gene harbouring 

the specifie DNA sequence lactotransferrin recognized (18,19). Lactotransferrin must 

therefore be considered as a transcriptional factor. Lactotransferrin binds to activated 

lymphocytes [11], non-activated platelets [20] and lymphoblastic celllines through the 105 

kDa lactotransferrin-receptor [21]. It is a membrane bound receptor [11, 22, 23] that interacts 

with lactotransferrin with a binding affinity constant of about Kd=I0-8M. Using the 

lymphoblastic T -cellline Jurkat as a cellular model, the receptor has been localized both at the 

cell surface in coated-pit like domains, associated into clusters, and in different subsets of 

intracellular vesicles [21]. We have shown using both a biochemical approach and confocal 

and electron microscopy that after binding to the cell surface, lactotransferrin enters T -cells via 

receptor mediated endocytosis [personal communication, B. Y. Bi, J. L. Liu, D. Legrand, A

C. Roche, M. Capron, G. Spik and J. Mazurier]. Both iron-free and iron-saturated 

lactotransferrins were intemalized at different rates. However, their endocytic pathway is 

identical. 

Modulation of surface lactotransferrin receptor expression could be associated with 

leukemia cell differentiation and proliferation endocytosis. To examine the mechanism 

involved in regulation of this events we have undertaken the study of the influence of 

lactotransferrin presence on the proliferation and maturation status of T-lymphocytes. To do 

this, we have used as a model, the Jurkat human lymphoblastic T cellline [21]. In this report, 

we have investigated whether the time course of the lactotransferrin presence has sorne 
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influence on the cell phenotype of the Jurkat cellline. We have analysed the kinetics of severa! 

cell surface markers expression by dual parameter flow cytometry. Our data demonstrated, 

that lactotransferrin should be considered as a molecule that is involved in a rescue pathway of 

lymphocyte proliferation and a molecule that is involved in lymphocyte triggering of 

differentiation. 

3. Materials and Methods 

3.1. Reagents 

Mouse monoclonal anti-CD3, -CD4, -CDS, -CD25 and -CD71 immunoglobulins were 

purchased from Jmmunotech (Marseille, France). Fluorescein-isothiocyanate-conjugated rab bit 

anti-mouse immunoglobulins were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, 

U.S.A.). [Methyl-~thymidine was from Amersham (Amersham, United Kingdom). 

Lactotransferrin was prepared as previously described [24] and iron desaturation and iron 

saturation were performed according to Mazurier et a/.(11, 25) 

3.2. Cells 

The human Jurkat lymphoblastic T -cell line was grown under standard conditions in 

RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum, 0.005% 

gentamicin and 2.5 mM L-glutamine. The cell density was maintained at 0.2-0.5 x 106 cells per 

ml. Flow cytometric analysis of these cells showed that they were ali homogeneously labeled 

with anti-CD3 immunoglobulins but were negative with anti-CD4, anti-CDS and anti-CD25 

immunoglobulins. 

3.3. Flow cytometry analysis 

Cells at a density of 0.25-1 x 106 per ml were incubated with monoclonal 

immunoglobulins against CD3, CD4, CDS, CD71 and CD25 (control negative) antigens, 

diluted 1:50 and, subsequently, with a secondary antibody of rabbit anti-mouse 

immunoglobulins fluorescein conjugated. Cells were incubated in phosphate bu:ffered saline on 

ice with the test antibody for 1 h, twice washed and incubated 30 min with the secondary 

antloody. Negative control cells were incubated with the control mouse immunoglobulin of the 
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same Ig isotype and wi:th the second antibody. The fluorescence intensity was measured using 

a F AC Scan flow cytometer (Becton and Dickinson, Sunnyvale, CA). Cells were gated for 

forward and side-angle scatters and 5000 single cell fluorescence events of the gated 

population were recorded. Results were expressed as a number of equivalent-fluorescein 

particles per cell calculated from the mean fluorescence intensity, as compared with calibrated 

fluorescent beads. Dead cells were excluded after propidium iodide (10 flg per ml) staining, on 

the basis of red fluorescence emission. 

3. 4. Cel! proliferation 

To measure proliferation, cells were incubated for 72 hat a cell density of0.5 x 106 per 

ml in medium supplemented with either 1% or 10% fetal calf serum. Four hours before the end 

of the incubation, 37 kBq of [methyl-3H]thymidine was added. The cells were lysed with 10% 

trichloroacetic acid and the insoluble material was filtered on a Multimash 2000 (Dynatec, 

France), washed and analyzed by liquid scintillation spectrometry on an Beckman (Gagny, 

France) apparatus. The results were expressed as the percentage of the incorporation obtained 

in the presence of 10% fetal calf serum. Cells were also counted. Two cell counts in each of 

two replicate botties per time point were made every 24 h for up to 5 days, with an electronic 

particle Coulter counter (Coulter Electronic, Inc., Hialcon, Florida). 

3. 5. Evaluation of cel! differentiation 

Cells were maintained in culture, during 3 weeks, at a density of 1 x 106 per ml in 

absence and in presence of iron-saturated or iron free-lactotransferrin at concentrations of 50 

to 500 flg per ml. The degree of differentiation was evaluated using flow cytometry, according 

to the following four parameters: cell size, expression of CD4, CD8 and CD71 antigens and 

cell cycle analysis. Cell staining with propidium iodide was carried out on cells fixed with cold 

( -30°C) ethanol 70% in water for 3 h on ice. Then fixed cells were thawed and stained at 37°C 

with propidium iodide (100 Jlg/ml) in presence ofRNase (10 flglml) for 1 h. After 2 washing 

in PBS, cells were analysed on FACS using the Cell Fit software (Bencton and Dickinson). 

4. Results 

4.1 The effect of lactotransferrin on Jurknt proliferation in a serum deprived culture 



119 

Cells were cultured in the presence of increasing amounts of either 30% iron-saturated 

lactotransferrin or 30% iron-saturated serum transferrin in RPMI medium supplemented with 

1% of fetal calf serum and growth stimulating activity was evaluated by the 3H-thymidine 

uptake level. Although there was variation, the same pattern of proliferation was seen for both 

transferrins (Fig.1A). As the transferrin concentrations increased there was fust an increase in 

proliferation which reached for lactotransferrin a plateau between 20 and 100 J.Lg per ml. Then, 

there was a significant decrease in the proliferation e:ffect. However, the proliferation effect 

obtained with lactotransferrin was always lower than that observed with serum transferrin. 

Even under optimal concentration, the growth rate was never more than 50% of the growth 

measured in medium containing 10% fetal calf serum. 

To distinguish between a direct effect oflactotransferrin on proliferation and the effect 

of iron brought by an iron binding protein, the effect of iron saturation of lactotransferrin was 

also determined. Cells were cultured after addition of either iron-free, 30% iron-saturated or 

100% iron-saturated 1actotransferrin at concentrations ranging from 0 to 200 J.lg per ml 

(Fig.1B). Even ifiron-free and 30% iron saturated lactotransferrin is suscepti'ble to bind trace 

amounts of non-transferrin iron present in the medi~ the results do show that the 

proliferation effect is dependent on the total iron content: it is maximum for 30% iron

saturated 1actotransferrin at concentrations ranging from 10 to 100 J.Lg per ml. At higher iron 

concentrations : 100 to 200 J.Lg per ml of 100% iron-saturated lactotransferrin or 200 !lg per 

ml of 30% iron-saturated 1actotransferrin there was a noticeab1e decline in proliferation. The 

effect observed with iron-free lactotransferrin is probably due to the free iron already present 

in the culture medium and complexed by lactotransferrin. 

4.2. The effect of lactotransferrin on Jurkat proliferation in the presence of jeta/ calf 

serum 

The low growth stimulating activity of lactotransferrin described in a serum deprived 

culture was not observed for the cells cultured in a medium supplemented with 10% fetal calf 

serum (Fig. 2). In contrast, at lactotransferrin concentrations higher than 200 J.Lg per ml, a 

progressive decrease of the incorporation of [Methyl-3H]thymidine was observed and the 

lethal effect reached up to 50% for cells cultured in presence of 10% fetal calf serum and of 

500 J.Lg per ml oflactotransferrin (data not shown). 
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We have also analyzed the incorporation of [Methyl-3H]thymidine in Jurkat cells in 

presence of iron-free or iron-saturated lactotransferrin at concentrations ranging from 50 to 

200 flg per ml and we have compared it to the growth of cells in medium supplemented with 

10% of fetal calf serum only, over a long time culture period. As expected, the proliferation 

effects were statistically not divergent during the first week of culture. On the second week, a 

progressive lowering of [Methyl-3H]thymidine uptake was observed for cells cultured in 

presence of iron-saturated lactotransferrin (data not shown), without affecting the cell 

viability. After 3 weeks of culture the cell growth decreased, reaching about 50% of the 

control value. These results were not observed with iron-free lactotransferrin. 

4.3. The effect of lactotransferrin on Jurkat differentiation 

We have studied the modulation of CD4 antigen expressiOn m parallel with the 

expression of serum transferrin receptor ( CD71) over a period of 3 weeks culture in presence 

of 10% fetal calf serum and in the continuons presence of iron-saturated lactotransferrin ( 100 

flg/ml). In these conditions, Jurkat cells after one week of treatment showed (Fig.3) an 

upregulation of CD4 antigen. The cell surface density of the CD4 antigen reached a plateau 

after 2 weeks of treatment. Simultaneously, a progressive downregulation of CD71 with 

accompanying reduction of cell volume were observed. Expression of CDS antigen was 

negative. These modifications in the expression of CD4 and CD71 antigens were not observed 

on cells growing in absence oflactotransferrin. Calculation of the cell cycle distribution (Fig.4) 

indicates that in the absence oflactotransferrin after one week of culture, 32.5% and 66% of 

cells are in G 1 and S phases, respectively. Addition of lactotransferrin in duces an in crea se of 

the number of cells in G1 up to 45% and a decrease of cells in S phase down to 56%. At the 

same time, a decrease of the cell volume was also observed. These effects were dependent on 

both lactotransferrin concentration and presence of iron. In fact, 1actotransferrin was effective 

in the concentration range from 50 to 200 flg per ml and only in the iron-saturated form. 

5. Discussion 

While signifi.cant progress has been made in our understanding of the molecular and 

functional aspects oflactotransferrin, there are a number ofunresolved issues. Lactotransferrin 

is capable of mediating multiple ligand interactions. However, it remains unclear how 

lactotransferrin participates in cell growth and differentiation. 
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Whether lactotransferrin acts as an iron donor in an analogons way to serum transferrin 

remains unclear. Ismail and Brock [26] speculated that the uptake of iron by cells in culture 

when incubated in the presence of lactotransferrin was probably the result of transfer of Fe 

from lactotransferrin to unlabeled serum transferrin. Lactotransferrin may stimulate cell 

proliferation through activation of the NADH-oxydo-reductase activity at the cell surface [27]. 

We have demonstrated that lactotransferrin can promote Jurkat cell proliferation. This 

stimulation effect is only obseiVed, with either iron-free or iron-saturated lactotransferrin when 

the cells are incubated in medium containing small amounts of fetal calf serum. Such a 

stimulatory effect disappeared as the percentage/ amount of fetal calf serum reached 10%. In 

fact, the stimulatory effect of lactotransferrin was only obseiVed in experimental conditions 

when the proliferation of cells is low due to the lack of serum growth factors. Furthermore, 

the proliferation of cells in presence of lactotransferrin is no more than 50% of the 

proliferation obtained under normal culture conditions, ie in the presence of fetal calf serum at 

a concentration of 10%. The results reported here can explain the contradictory results 

previously reported [11,14]. It cannot be excluded, that, in sorne conditions, lactotransferrin 

may be intemalized and seiVe as an iron donor/source for starving cells kept in the absence of 

serum. 

Furthermore, we demonstrate that lactotransferrin can also promote T -cell 

differentiation, under experimental culture conditions, while growing cells enter into 

quiescence. The upregulation of CD4 was obseiVed together with a down regulation of CD71, 

an increase of the percentage of cells in G 1 phase and a decrease of the cell volume. 

Upregulation of lactotransferrin binding capacity and lactotransferrin uptake by Jurkat cells 

with accompanying downregulation of transferrin receptor may be independent of cell growth 

inln'bition and, instead, may be involved in the signalling of the maturation process. The 

phenomenon of differentiation is probably due to a transcriptional regulation effect. The 

regulation of transcription can occur either via a transmembrane signalling pathway involving a 

succession ofprotein kinases or via, as suggested recently [18, 19] by entry oflactotransferrin 

into cell and binding to a specifie DNA sequence leading to gene activation. Changes in 

lactotransferrin binding capacity seems to correlate closely with the acquisition of the mature 

phenotype (CD4 expression) ratherthan with the cessation of proliferation ofJurkat cells. 

Although the proliferation rate may be considered as an indicator of differentiation, or 

growth initiation, for a variety of cell types, it seems that in the presence of lactotransferrin, 

entry into quiescence of previously proliferating cells could be accompanied by cell 

differentiation. Lactotransferrin expression at exponential phase growth and at plateau phase 
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growth of human T -cellleukemia Jurkat cells, its activation and CD4 upregulation remain to 

be elucidated. 
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Fig. 1. Effect oflactotransferrin on the incorporation of [methyl-3H]thymidine in Jurkat cells 

grown in a medium supplemented with 1% fetal calf serum. (A) Proliferation in the presence 

of increasing concentrations of 30% iron-saturated human lactotransferrin or 30% iron

saturated serum transferrin. (B) Proliferation in the presence of human lactotransferrin of 

varying iron saturation. Incorporation of [ methyl-3H]thymidine was measured after 3 days 

incubation with varying concentrations of human lactotransferrin. Iron-saturated 

lactotransferrin (0), 30% iron-saturated lactotransferrin (0), iron-free lactotransferrin ( <> ), 
30% iron-saturated serum transferrin ( • ). Experiments (n=3) were performed in triplicate 

samples. The results were expressed as the percentage of the incorporation of [ methyl-

3H]thymidine obtained in the presence of 10% fetal calf serum. 
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Fig. 2. Kinetic of proliferation of Jurkat cells in the presence of human lactotransferrin in a 

medium supplemented 'With 10% fetal calf serum. Cells were incubated 'With iron-free 

lactotransferrin at concentration of 50 !J.g/ml (•) and 100 1-1g/ml ( .... ), iron-saturated 

lactotransferrin of at concentration of 50 !lg/ml (o) and 100 !J.g/ml (.6.). Control cells (X) 

grown in absence oflactotransferrin. 
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lactotransferrin (IOO~glml) in a medium supplemented with 10% fetal calf serum The number 

of fluorescent particles per cell were calculated, as described in Material and Methods from 

logarithm of fluorescence intensity. CD4 ( • ), CDS ( + ), CD71 ( • ). 
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Fig. 4. Representative experiment, showing a variation of Jurkat cells image after incubation 

in the presence of iron-saturated lactotransferrin. Cell size was determined, using flow 

cytometer, after 18 days of incubation in medium supplemented with 10% fetal calf serum. 

(A): control without lactotransferrin; (B): in presence oflactotransferrin at a concentration of 

50 ~g per ml. FSC: forward scatter, SSC: side scatter. 
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C. Conclusion 

L'activité facteur de croissance de la lactotransferrine n'est observée que lorsque les 

cellules sont cultivées dans un milieu de sevrage. Elle est de la même amplitude que celle de la 

transferrine sérique et est due à l'apport de l'ion Fe3
+. Par contre, l'activité n'est pas retrouvée 

sur les cellules en culture dans un milieu supplémenté avec 10% de serum de veau foetal. ll 

semble donc, que dans des conditions de sevrage, le fer apporté par la lactotransferrine 

endocytée soit utilisable par la cellule bien que le compartiment dans lequel la lactotransferrine 

le relâche soit différent de celui dans lequel la sérotransferrrine le libère. Le fer libéré dans le 

lysosome après la dégradation de la lactotransferrine endocytée ne serait utilisé par la cellule 

que pour survivre. 

A forte concentration, la lactotransferrine par l'excès de métal qu'elle apporte devient 

toxique pour la cellule, qu'elle soit cultivée normalement ou dans un milieu de sevrage. TI n'est 

cependant pas exclu qu'elle ne soit elle-même cytotoxique. 

Finalement, nous avons retrouvé sur les cellules Jurkat l'effet de différenciation qui avait 

été mis en évidence sur les thymocytes immatures CD4-, CD8- de la souris (Zimecki et al., 

1991). Cet effet s'accompagne d'une baisse de l'expression du récepteur de la transferrine 

sérique et est donc observé alors que la cellule entre en quiescence. Cet effet ne semble pas 

être la conséquence d'un arrêt de la prolifération des cellules Jurkat mais bien le résultat de 

l'acquisition d'un phénotype de maturation. Si cette hypothèse est vérifiée, l'apparition du 

récepteur de la lactotransferrine constituerait un des signaux de la différenciation et devrait 

précéder l'acquisition du phénotype CD4. Le phénomène de différenciation observé est le 

résultat d'une régulation au niveau transcriptionnel. Cette régulation peut se faire de 2 façons : 

soit à travers un système sophistiqué impliquant les voies de transduction et les protéines 

kinases ou soit comme l'a suggéré Baeuerle (1995) par la pénétration de la lactotransferrine 

dans le noyau, et l'activation d'un gène après fixation de la lactotransferrine sur une séquence 

spécifique d'ADN (He & Furmanski, 1995). 
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IV. CONCLUSION GENERALE 

Dans le but d'élargir nos connaissances sur le rôle de la lactotransferrine et de son 

récepteur dans la défense immunitaire et pour étudier in vitro les interactions entre la 

lactotransferrine et les cellules lymphocytaires, nous avons développé un modèle d'étude à 

partir de la lignée lymphoblastique Jurkat. 

Les conclusions que nous pouvons tirer de nos travaux sont les suivantes : 

1. Au cours de la première période de nos recherches, nous avons mis en évidence le 

récepteur lymphocytaire de la lactotransferrine dans les cellules Jurkat. Nous avons vérifié que 

la lactotransferrine se fixe de manière réversible sur les cellules Jurkat avec une constante de 

dissociation de l'ordre de Kd = 40 nM pour un nombre de sites de fixation estimé à -300000 

par cellule. Ces paramètres sont très voisins de ceux qui ont été précédemment mesurés dans 

notre laboratoire pour les lymphocytes activés et les plaquettes. lls s'éloignent 

considérablement des paramètres de fixation mesurés pour les cellules épithéliales comme les 

entérocytes et les cellules de la glande mammaire et les hépatocytes (Kd de l'ordre du f.LM, 

nombre de site égal à plusieurs lxl06 sites/cellule). Ces différences observées avec les cellules 

épithéliales sont vraisemblabement la conséquence de la grande quantité de fixation non 

spécifique. 

2. Tout comme les lymphocytes activés et les plaquettes, les cellules Jurkat hoèrent 

dans les milieux de culture une forme tronquée et soluble du récepteur. n s'agit d'une 

glycoprotéine monocaténaire d'une masse moléculaire de 95 kDa qui conserve la propriété de 

fixer la lactotransferrine puisqu'elle est purifiée sous la forme d'un complexe 

lactotransferrine/récepteur. 

3. La purification d'une centaine de flg du complexe lactotransferrine/récepteur nous a 

permis d'immuniser des souris et de préparer des anticorps monoclonaux anti-récepteur. Le 

clonage des hybridomes obtenus par la fusion des cellules spléniques et myélomateuses a 

donné naissance à environ 500 clones. Parmi ceux-ci un anticorps monoclonal est dirigé à la 

fois contre le récepteur soluble et le récepteur membranaire. 
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4. L'anticorps monoclonal se fixe sur la membrane des cellules Jurkat et inhibe la 

fixation de la lactotransferrine. ll nous a permis de mettre en évidence la présence du récepteur 

dans les lignées lymphocytaires T (Molt, CEM) et B (Raji). Par contre, le récepteur n'est pas 

exprimé dans les cellules monocytaires HL-60 non différenciées. 

5. L'étude immunocytochimique réalisée à l'aide de l'anticorps monoclonal a montré que 

le récepteur était présent à la surface de la cellule, localement concentré et souvent associé à 

des puits recouverts. Le récepteur intracellulaire est présent à la périphérie de la membrane 

cytoplasmique et est complètement absent de la région périnucléaire. 

6. La lactotransferrine se fixe sur de nombreuses cellules mais seuls l'hépatocyte et les 

lymphocytes l'intemalisent. L'endocytose de la lactotransferrine par le lymphocyte est très 

rapide (Kin= 0.060 min-1
) et celle-ci intéresse 80% de la protéine fixée, les deux formes apo

et saturée en fer sont endocytées avec de légères différences dans la cinétique, 

l'apolactotransferrine étant intemalisée moins rapidement. 

7. La lactotransferrine endocytée est concentrée dans des structures vésiculaires et dans 

des structures plus organisées que nous n'avons pas identifiées. Les expériences de co

localisation de la lactotransferrine et de la sérotransferrine marquées respectivement à la 

fluorescéine et à la rhodamine montrent que le trafic intracellulaire des 2 protéines est 

différent. 

8. Après son endocytose, une partie de la lactotransferrine est dégradée à chaque cycle 

d'endocytose, les produits de dégradation de la lactotransferrine que nous avons identifiés sont 

ensuite relâchés dans le milieu extérieur. Cette hydrolyse de la lactotransferrine est inhibée par 

la chloroquine et NI-4Cl qui, en bloquant la baisse du pH intraendosomal, empêche le 

fonctionnement des hydrolases acides des lysosomes. 

9. L'activité facteur de croissance de la lactotransferrine n'est observée que lorsque les 

cellules sont cultivées dans un milieu de sevrage. Elle est de la même amplitude que celle de la 

transferrine sérique et est due à l'apport de l'ion Fe3
+. Par contre, l'activité n'est pas retrouvée 

sur les cellules en culture dans un milieu supplémenté en serum de veau foetal. ll semble donc, 

que dans des conditions de sevrage, le fer libéré dans le lysosome après la dégradation de la 

lactotransferrine endocytée ne soit utilisé par la cellule que pour survivre. 
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10. Finalement, nous avons retrouvé sur les cellules Jurkat l'effet de différenciation qui 

avait été mis en évidence sur les thymocytes immatures CD4-, CDS- de la souris (Zimecki et 

al., 1991). Cet effet s'accompagne d'une baisse de l'expression du récepteur de la transferrine 

sérique CD71 et est donc observé alors que la cellule entre en quiescence. Cet effet ne semble 

pas être la conséquence d'un arrêt de la prolifération des cellules Jurkat mais bien le résultat de 

l'acquisition d'un phénotype de maturation. 

Nos travaux ont contn'bué à mettre au point un modèle expérimental pour étudier le 

mécanisme d'action de la lactotransferrine sur les cellules lymphocytaires. lls permettront dans 

un proche avenir d'étudier les voies de transduction activées par la fixation de la 

lactotransferrine sur son récepteur et d'étudier le trafic intracellulaire de celui-ci. 
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1. PREPARATION DE LA LACTOTRANSFERRINE HUMAINE 

A. Purification de la lactotransferrine 

La lactotransferrine humaine a été préparée selon le protocole mis au point dans notre 

laboratoire par Chéron et al. (1977) et modifié par Spik et al. (1982). 

Le lait est délipidé par centrifugation à 4°C pendant 45 min à 2000 g. ll est ensuite 

décaséiné par précipitation de la caséine à pH 4,6 avec de l'HCl 3N. Après dialyse de 3 jours 

contre de l'eau distillée, le précipité est éliminé par centrifugation à 2000 g à 4 oc pendant 

30 min. 

Le lactosérum est chromatographié à 4°C sur une colonne de SP-Séphadex C-50 

stabilisée dans l'acétate de sodium 0,22 M. La colonne est lavée successivement par des 

concentrations de 0,22 et 0,4 M d'acétate de sodium. La lactotransferrine est éluée par 

l'acétate de sodium 1 M. Une deuxième chromatographie sur SP-Séphadex C-50 est nécessaire 

pour assurer la purification de la 1actotransferrine. Les conditions sont identiques à celles 

décrites pour la première chromatographie. 

Finalement, la lactotransferrine est chromatographiée sur une colonne de Detoxigel ( 1,5 

x 5cm, Pierce) équilibrée par une solution bicarbonate d'ammonium. Après dialyse contre l'eau 

distillée, la lyophylisation est faite. 

B. Saturation et désaturation en fer de la lactotransferrine 

1. La préparation de la lactotransferrine saturée en fer 

La préparation de la lactotransfenine saturée en fer est réalisée selon la méthode décrite 

par Mazurier & Spik (1980), en utilisant le réactif préconisé par Azari & Baugh (1967). La 

protéine est dissoute dans un tampon acétate de sodium/bicarbonate de sodium 0, 1 M de 

pH 8,2. Le fer est ajouté sous la forme de citrate ferrique (en dissolvant 260 mg de F eC1
3
( 6 

~0) dans 10 ml de tampon citrate de sodium/bicarbonate de sodium 0,1 M, pH 8,2). La 

quantité de citrate ferrique ajoutée pour saturer totalement la lactotransfenine est de 1,6 11g de 

fer par mg de protéine, ce qui représente environ 110% de la quantité théorique. Après 3 h de 

repos, le fer libre est éliminé par chromatographie sur une colonne de Douwex (2 x 8, 200 

meshes) équilibrée dans le tampon d'utilisation. 
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2. La préparation d'apolactotransferrine 

L'apolactotransferrine est préparée selon la méthode IDlSe 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 40mM de pH 4 pour obtenir une 

concentration maximale de 0,5%. Après un repos de 24 h, la solution est dialysée 3 jours 

contre de l'eau distillée, puis repurifiée par chromatographie sur SP-Séphadex C-50. 

C Couplage de la fluorescéine sur les glycannes de la lactotransferrine 

La méthode, mise au point dans notre laboratoire par D. Legrand et décrite par Leveugle 

et al. (1993), nécessite dans un premier temps l'oxydation périodique des résidus NeuAc des 

glycannes de la lactotransferrine humaine et dans un second temps la réaction des fonctions 

aldéhydiques formées avec { 5-[((2-( carbohydrazino )méthyl)thio )acétyl]amino-fluorescéine} 

(HyF). 

230 fll de phosphate de sodium 0,1 M, pH 5,6 contenant 5 mg de lactotransferrine, sont 

mélangés avec lOO fll de périodate de sodium 0,018 Met incubés pendant 10 min à 4°C. La 

réaction est arrêtée par addition de 10 fll d'éthylène glycol et la solution est dessalée sur une 

colonne de Séphadex G-25 équilibrée dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M, NaCl 

0,15 M, pH 7,4. La lactotransferrine oxydée est incubée avec le réactif fluorescent (650 flg de 

HyF dans 10 fll de diméthylformamide) pendant 20 h à température ambiante. L'excès de 

réactif est ensuite éliminé par passage de la solution sur une colonne de Séphadex G-25 

équilibrée dans le tampon PBS pH 7,4 contenant 5% (v/v) de butanol et par dialyse contre du 

PBS pH 7,4. Le nombre de molécules de HyF fixées par molécule de lactotransferrine 

humaine est estimé à 1,5 par mesure de l'absorbance à 280 nm et à 495 nm selon la méthode 

de Jobbagy & Kirly (1966). 

D. Marquage de la lactotransferrine à l'iode 
125

1 

L'iodogen (1, 3, 4, 6-tétrachloro-3a, 6a-diphényl glucoril, Pierce) est dissous dans du 

chloroforme à raison de 1 mg/ml. Des fractions de 100 flg sont ensuite réparties dans des tubes 

en verre et le chloroforme est éliminé par évaporation sous azote. La protéine à marquer ( 100 

à 500 flg dans 500 fll de PBS) est placée dans le tube contenant l'iodogen et 200 1-1Ci d'iode 

radioactif sont additionnées (Na 
125

1, IMS 30, 3,7 x 10
9 

Bq/ml, Amersham). La réaction est 
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effectuée à 4°C sous agitation. Au bout de 15-20 min, l'iode libre est éliminé par passage de la 

solution sur une colonne de Séphadex G-25 (2 x 15 cm) équilibrée dans le tampon de réaction. 

Des fractions de 0,5 ml sont recueillies et leur radioactivité est mesurée à l'aide d'un compteur 

gamma (LKB). La concentration en protéine est déterminée par mesure de l'absorbance à 

280nm. 

Il. CULTURE CELLULAIRE 

A. Culture cellulaire 

Les cellules Jurkat sont cultivées dans un milieu RPMI 1640, complété avec du serum de 

veau foetal décomplémenté (10% SVF), de la L-glutamine (292mg/l), de l'Hépès (4,7g/l), du 

bicarbonate de sodium (2,2 g/1), des antibiotiques (gentamycine) à 37°C dans une atmosphère 

humide composée de 95% d'air et 5% de C0
2

. Les cellules sont repiquées tous les deux ou 

trois jours et ensemencées à 2-3 x 105 dans des flacons 250 cmz. Pour les études de fixation et 

internalisation, les cellules sont utilisées lors de nos manipulations au 2ème jour de culture. 

Les lignées Cern et Raji sont cultivées dans les mêmes conditions. 

B. Détection des mycoplasmes 

La détection est réalisée par des cellules V éro (la lignée fibroblastique) mises en culture 

en présence du surnageant de culture des cellules à analyser. Les cellules V éro sont mises en 

culture sur des lamelles stériles à raison de 10
5 

cellules par chambre. Après 3 jours, 100 ~1 du 

milieu de cellule de chaque lignée à tester sont ajoutés. Un témoin négatif est fait avec les 

cellules V éro, qui sont déposées dans le milieu DMEM sans antibiotique additionné de 10 % 

SVF et laissées en culture dans l'incubateur à 37°C et sous 5% de C0
2

• Au troisième jour, les 

cellules sont fixées avec le réactif de Carnoy (MeOH/acide acétique, 3/1). Après lavage, les 

cellules sont traitées avec la solution de Hoechst 33258 (0,05 ~g/ml). Finalement, les cellules 

sont observées au microscope à fluorescence (Chen, 1977). Les cellules infectées montrent 

que les fluorescences sont localisées à la surface de la cellule pour les contaminations faibles. 

Dans les contaminations importantes la fluorescence devient intracellulaire. 
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C. Marquage de protéines membranaires à l'iode 
125

1 

Le marquage des protéines de la surface cellulaire est réalisée sur les trois iodo-billes, 

dérivés de N-chloro-benzensulfonamide (iodo-beads, Pierce). TI est préalablement placé dans 
8 

500 ~1 de PBS, ajouté à 500 ~1 de PBS contenant 3x10 cellules. Le tube est placé dans la 

glace puis 15 ~1 d'iode radioactif(IMS, 30) sont additionnés. Le tube, toujours placé à 4°C, est 

agité avec précaution toutes les 5 min. Au bout de 30 min les cellules sont lavées 3 fois par 

50 ml de PBS froid. 

D. Marquage métabolique à la 
35 

S-méthionine 

Les cellules sont lavées trois fois puis incubées dans le milieu de culture RPMI dépourvu 

de méthionine. Après 2 h d'incubation les lymphocytes sont lavés puis incubés 6 h en présence 

de 1 mCi de 
35 

S-méthionine ( 1000 Cilmmole, Amersham). Les cellules sont enfin lavées trois 

fois dans du PBS. 

B. Mesure de la synthèse d'ADN 

Les cellules Jurkat ensemencées dans des plaques de 24 puits (Nunc) à raison de 3 x 10 
4 

cellules sont mises en culture dans 0,5 ml de RPMI 1640, supplémenté avec du serum de veau 

foetal (SVF) à la concentration de 1%. Après 48-72h d'incubation avec différentes 

concentrations en lactotransferrine saturée en fer et non saturée en fer, 1~Ci de méthyl-[
3
H]

thymidine (Amersham) est ajoutée. 

Après 6 h d'incubation, l'incorporation de méthyl-[
3
H]-thymidine est stoppée par lavage 

des cellules par du PBS. Les cellules sont ensuite fixées par l'acide trichloroacétique à 30 % 

pendant 30 min, lavées à l'eau courante et lysées par la soude 0,1 N (0,5 ml/puits) pendant 2 h 

à 37°C. 

Le contenu de chaque puits est alors transféré dans une fiole à scintillation dans laquelle 

sont ajoutés 3 ml de liquide scintillant (Aqualite, Baker). La radioactivité est mesurée à l'aide 

d'un compteur béta (Beckman). 

F. Préparation d'un lysat cellulaire 
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Les cellules sont lavées dans du PB S froid puis resuspendues dans un volume miirimum 

de ce même tampon et placées dans la glace. Une solution de PBS, Triton X-100 2% est 

additionnée à la suspension cellulaire de façon à obtenir une concentration finale de 1%. Un 

inhibiteur de protéases ( diisopropyl fluorophosphate ) est alors immédiatement ajouté à 

raison de 0,1 nM afin d'éviter la dégradation des protéines. Le tube est placé ensuite sous 

agitation rotative pendant 1 h à 4 °C. Le matériel cellulaire non solubilisé est éliminé par 

centrifugation (10000 g, 15 min). Les lysats cellulaires obtenus sont conservés à -80°C. 

G. Concentration du milieu de culture 

Le milieu de culture provenant des cellules Jurkat est stocké à -20°C en présence de 

diisopropyl fluorophosphate (10 ~g/ml). Puis vingt litres de milieu de culture sont ensuite 

décongelés, passés sur un filtre de 0,2 ~m de porosité (Millipore) puis concentrés 20 fois sur 

un appareil d'ultrafiltration (Oméga) dont le point de coupure est de 30 kDa. 

III. TECHNIQUES CHROMATOGRAPIDQUES 

Les immobilisations de protéine (lactotransferrine et IgG contre la lactotransferrine) sur 

Sepharose-4B (Pharmacia) activée au bromure de cyanogène sont réalisées selon la technique 

décrite par March. Dix ml de support activé sont lavés, sur un verre fritté, avec au moins trois 

volumes d'eau permutée. Le gel ensuite repris par 15 ml tampon couplage (NaHC03 0,1 M, 

NaCl 0,2 M, pH 8,1) et 50 mg d'IgG, en solution dans ce même tampon, lui sont ajoutés. 

Après deux heures d'incubation à température ambiante sur agitation, le tampon de couplage 

est éliminé puis le gel est repris par 10 ml du tampon précédent renfermant de l'éthanolamine 1 

M et possédant un pH voisin de 7. Après une heure d'incubation dans les conditions citées 

précédemment, le tampon de bloquage est éliminé et le gel est lavé avec un excès de tampon 

de couplage avant d'être équilibré dans du PBS Triton X-100 0,1 % (Boehringer). Toutes les 

chromatographies sont réalisées à 4°C. 

A. Purification des immunoglobulines G anti-lactotransferrine 
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Le serum de lapin d'anti-lactotransferrine est déposé sur la colonne de la 

lactotransferrine immobilisée (1,3 x 7,5 cm de gel) équilibrée dans le PBS. La colonne est 

ensuite lavée par 50 ml de tampon d'équilibration puis par une solution de glycol, HCl 0,1 M, 

pH 2,8 pour décrocher la lactotransferrine. La lactotransferrine éluée est mélangée avec la 

solution de Tris-HCl, pH 9,6. Cette fraction est dialysée contre du PBS, diluée par du glycérol 

(30%), puis conservée à -20°C. 

B. Purification du récepteur de la lactotransfe"ine 

La purification du récepteur de la lactotransferrine sur colonne d'anticorps anti

lactotransferrine immobilisé est réalisée selon le protocole décrit par Mazurier et al. (1989). 

Le lysat cellulaire et le milieu concentré sont incubés pendant une nuit à 4 oc en 
-6 

présence de lactotransferrine en concentration finale de 10 M, les protéines sont ensuite 

précipitées par 40% de sulfate d'ammonium. Le précipité est repris dans un volume minimum 

de PBS, Triton X-100 0,1% et dialysé contre ce même tampon avant d'être déposé sur la 

colonne d'anticorps anti-lactotransferrine immobilisés (10 ml). La colonne est d'abord rincée 

par 50 ml de PBS, Triton X-lOO 0,1%, puis par 25 ml de PBS, Triton X-lOO 0,1%, urée 2 M 

afin d'éliminer les constituants fixés de façon non spécifique. Le récepteur de la 

lactotransferrine est élué par 15 ml de PBS, Triton X-100 0,1%, urée 6M. L'affinité anticorps

antigène est supérieure à l'affinité ligand-récepteur et après passage de la solution d'urée 6 M, 

la lactotransferrine est toujours liée à son anticorps. 

IV. TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES 

A. Précipitation des fractions purifiées 

Avant d'être analysées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide, les fractions 

purifiées obtenues par chromatographie d'affinité sur les différents types de colonne sont 

concentrées par précipitation à l'ATCA. Les protéines, précipitées par 10% d'ATCA, sont 

centrifugées 15 min à 10000 g puis lavées 2 fois par de l'éthanol distillé afin d'éliminer l'ATCA. 

Le culot est séché par évaporation de l'éthanol sous azote puis solubilisé dans le tampon 

échantillon d'électrophorèse (Tris-HCl 10 mM, 10% SDS, 10% glycérol, pH 8,9). Les 

échantillons sont centrifugés 5 min à 10000 gavant d'être analysés en gel de polyacrylamide. 
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B. Electrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS 

Les électrophorèses en gel de polyacrylamide sont réalisées sur plaques (1,5 x 140 x 

180mm ou 6 x 140 x 180mm) dans un appareil vertical de marque Bio-Rad. La migration est 

réalisée dans le système tampon préconisé par Laemmli (1970). 

Le gel de séparation possède une réticulation de 5% ou de 7,5% en acrylamide dans un 

tampon Tris glycocolle, de pH 8,9. Le gel de concentration est à 5% en acrylamide dans un 

tampon Tris glycocolle, de pH 6,8. Le tampon d'électrophorèse et les gels d'acrylamide 

contiennent 0,1% de SDS. 

Les échantillons sont solubilisés dans un tampon Tris-HCl 10 mM, pH 8,9 contenant 

10% de SDS et 10% de glycérol et placés au bain-marie à l00°C pendant 3 min. 

L'électrophorèse réalisée à 150 V sous réfrigération d'eau froide est arrêtée lorsque le 

témoin de migration se trouve à 1 cm du bas de la plaque. 

Après migration, les protéines sont révélées par coloration au bleu de Coomassie ou 

transférées sur feuille de nitrocellulose. 

C. Electrotransfert sur membrane de nitrocellulose 

Après électrophorèse en gel de polyacrylamide, les protéines ayant migré selon leur 

masse moléculaire sont transférées électrophorétiquement sur la nitrocellulose (Schleicher & 

Schüll) selon la technique de Towbin et al. (1979). Le tampon utilisé est constitué de 25 mM 

Tris, 200 mM glycocolle, pH 8,4 et contient 20% de méthanol. L'électrotransfert est réalisé à 

200 mA, à 4 oc pendant 3 h ou à 7 5 mA pendant 16 h. 

Les protéines :fixées à la nitrocellulose sont révélées à l'Amidoschwartz dilué au 1110ème 

ou par immuno-révélation. 

D. Détection des protéines après transfert sur la nitrocellulose 

La membrane de nitrocellulose, sur laquelle sont immobilisées les protéines, est tout 

d'abord saturée de façon à bloquer tous les sites actifs restés libres et capables de réagir avec 

des protéines. La saturation est réalisée en plongeant la feuille de nitrocellulose dans une 

solution de PBS, contenant de l'ovalbumine à la concentration de 1 %. Au bout de 1 h 

d'incubation sous agitation douce, la membrane de nitrocellulose est lavée dans une solution de 

PBS, polyvinyl pyrolidone (PVP) 2% puis placée dans le même tampon contenant un 
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récepteur de la lactotransferrine (1:500). L'incubation dure 1 h à température ambiante sous 

agitation douce puis la membrane de nitrocellulose est lavée 3 fois 10 min par la solution de 

PBS, PVP 2%. Finalement, la nitrocellulose est incubée en présence du deuxième anticorps 

spécifique du premier anticorps et marqué soit à l'iode 1251 soit couplé à la peroxydase. 

Lorsque l'anticorps est marqué à l'iode 1251, la révélation se fait par autoradiographie, lorsque 

l'anticorps est couplé à la peroxydase on utilise un chromogène ( diamino-benzidine) oxydable 

par l'eau oxygénée en présence de peroxydase : la réaction colorée est réalisée dans le tampon 

PBS, 0,04% (p/v) diamino-benzidine par addition de 1% (v/v) d'eau oxygénée. 

V. CYTOFLUORIM:ETRIE EN FLUX 

Toutes les expériences de cytofluorimétrie en flux sont réalisées à 4°C à l'exception de 

celles effectuées sur le cycle cellulaire. 

A. Etude de la fiXation de la lactotransfe"ine fluorescente par 

cytofluorimétrie en flux 

Les cellules (5 x 10
5

- 1 x 10
6

) sont incubées dans 150 fll de tampon PBS en présence de 

1,25x10-
7 

M de lactotransferrine-HyF saturée en fer et préparée selon le protocole décrit au 

chapitre 1 de l'appendice. De la sérotransferrine humaine (0,2%), non reconnue par le récepteur 

de la lactotransferrine, est ajoutée dans le milieu d'incubation afin de diminuer les phénomènes 

d'adsorption non spécifiques de la lactotransferrine. Les cellules sont incubées pendant 45-

60 min puis lavées deux fois par du PBS en présence d'un excès de lactotransferrine non 

marquée ( 100 excès molaire). 

B. Préparation de l'anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur de la 

lactotransfe"ine 

Le clonage des hybridomes obtenus par fusion des cellules spléniques et myélomateuses 

a donné naissance à 500 clones. Après élimination des anticorps dirigés contre la 

lactotransferrine humaine et contre la sérum albumine bovine et sélection des clones 

reconnaissant la protéine de surface des cellules Jurkat, il n' est resté que 10 clones. 
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La réactivité et la spécificité des anticorps sécrétés par les 10 clones positifs ont été 

analysées par expériences de " Western blot" réalisées sur des lysats Jurkat. Nous avons 

montré que seulement un clone sécrétant des anticorps dirigés contre le récepteur soluble 

reconnaît une protéine de masse moléculaire de 105 kDa, soit la masse moléculaire du 

récepteur de la lactotransferrine humaine. ll est nommé 5B3G10. L'isotype de cet anticorps a 

été déterminé. ll s'agit d'immunoglobulines M (Isotype M.K). 

C Etude de laftxation de l'anticorps monoclonal anti-récepteur 5B3G10 

par cytojluorimétrie en flux 

5 6 
Les cellules en suspension (5 x 10 - 1 x 10) dans 150 !J.l de PBS contenant du BSA et 

de l'azi.de (0,1 %) sont incubées pendant une heure en présence de l'anticorps anti-récepteur 

5B3G10 (dilution 1/500). Les cellules sont ensuite lavées et les anticorps anti-IgM de souris 

marqués au FITC (dilution 1/20-50) sont ajoutés. Après 30 min d'incubation, les cellules sont 

lavées deux fois puis analysées par cytofluorimétrie en flux. La fixation non spécifique est 

estimée en incubant les cellules dans les mêmes conditions mais en remplaçant l'anticorps anti

récepteur par du liquide d'ascite non purifié de souris. 

D. Etude de l'expression des antigènes de surface membranaire 

• 5 6 
Les cellules en suspension (5 x 10 - 1 x 10 ) dans 150 !J.l de PBS contenant du BSA et 

de l'azi.de (0,1%) sont incubées pendant une heure en présence de l'anticorps (CD14, CD4, 

CD8 et CD71 ; dilution 1/100). Les cellules sont ensuite lavées et les anticorps anti-IgG de 

souris marqués au FITC (dilution 1/80) sont ajoutés. Après 30 min d'incubation, les cellules 

sont lavées deux fois puis arialysées par cytofluorimétrie en flux. La fixation non spécifique est 

estimée en incubant les cellules dans les mêmes conditions mais en remplaçant l'anticorps par 

du liquide d'ascite non purifié de souris. 

E. Le cycle cellulaire 

Les cellules sont lavées deux fois avec du PBS, puis remises en suspension dans 100 !J.l 

du PBS, les cellules sont refroidies sur de la glace fondante. On ajoute 2 ml d'éthanol à 70% 

froid en agitant vigoureusement, puis les cellules sont incubées 60 min à 4 °C. 
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Après deux lavages dans du PBS, les cellules sont remises en suspension dans le même 

tampon contenant 20 f.!g/ml d'iodure de propidium en présence de ARNase (20 f.!g/ml). Après 

1 h d'incubation à 3 7°C, les cellules sont analysées par cytométrie en flux avec le logiciel de 

Cellfit de Becton-Dickinson. 

F. Analyse des résultats 

La fluorescence émise par les cellules est analysée à l'aide d'un cytofluorimètre de flux 

(Becton-Dickinson) équipé d'un laser argon émettant à 488 nm et d'un filtre à bande passante 

étroite centré sur 525 nm, permettant la détection de la fluorescence verte et rouge. Le flux 

cellulaire est fixé à environ 300 cellules par seconde et 5000 cellules sont analysées pour 

chaque échantillon. Les données sont collectées avec le logiciel F ASean. Enfin les résultats 

sont analysés avec le logiciel PC-lysis. 

VI. FIXATION DE LA LACTOTRANSFERRINE 

Les cellules, mises en culture selon les conditions précédemment décrites, sont lavées 

par du milieu de culture et mises à incuber avec des concentrations croissantes en 

lactotransferrine radio-iodée pendant une heure à 4 oc dans du milieu de culture sans serum de 

veau foetal (SVF) en présence de transferrine sérique (0,4%). Afin d'estimer la fixation non 

spécifique, certaines incubations sont réalisées en présence de lactotransferrine non marquée 

100 fois en excès molaire. A la fin d'incubation, les cellules sont sédimentées par 

centrifugation. Une aliquote du surnageant est prélevée afin de déterminer la quantité de 

lactotransferrine libre. Puis les cellules sont lavées trois fois par du PB S. Les cellules sont 

récupérées, la radioactivité attachée aux cellules est ensuite comptée. 

VIL ETUDE DE L'INTERNALISATION 

A. Etude cinétique de l'internalisation 

Les cellules sont incubées pendant 1 h à 4 oc avec du milieu de culture sans sérum de 

veau foetal contenant de la lactotransferrine humaine radio-iodée à une concentration saturante 
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(20 J.tg/10\ Pendant cette première étape, la lactotransferrine se fixe sur ses récepteurs 

membranaires à une température qui inhibe tout mouvement ou métabolisme membranaire. 

Après une heure le milieu est aspiré et les cellules sont lavées trois fois par du PBS à 4°C. 

Les cellules sont ensuite mises à incuber à 37°C dans du milieu de culture (sans serum de 

veau foetal). Cette seconde incubation, qui permet au métabolisme cellulaire, et membranaire 

en particulier, de s'exprimer, durera des temps variant selon les expériences de 1 à 90 min. Au 

temps d'mêt de la réaction, les cellules sont placées dans la glace, le milieu est enlevé et 

conservé pour analyse et les cellules sont lavées trois fois par du PBS à 4°C. 

Les cellules sont ensuites traitées pendant 15 min par du tampon pH 2,5 (NaCl 150 nM 

et glycocole 0,01 nM). Ce tampon acide a pour effet de détruire toute interaction entre la 

lactotransferrine et ses récepteurs membranaires. Recueilli par aspiration, ce milieu est ensuite 

analysé et rendra compte de la radioactivité membranaire en fin d'incubation à 37 °C. Les 

cellules sont ensuite lavées trois fois par du PBS à 4°C. La radioactivité encore liée aux cellules 

après traitement par l'acide sera mesurée et rendra compte de la radioactivité intracellulaire. 

A. Etude de la dégradation de la lactotransfe"ine après internalisation 

Les cellules sont incubées successivement à 4°C puis à 37°C avec de la 

lactotransferrine marquée. Deux fractions sont recueillies. La fraction extracellulaire (le milieu 

d'incubation à 37°C correspondant aux différents temps d'incubation) est ensuite déposée sur 

la colonne de Séphadex G-25 ; 25 fractions de 1,5 ml sont recueillies et la radioactivité est 

mesurée. La fraction intracellulaire est séparée par l'électrophorèse SDS-PAGE et analysée 

par autoradiographie. 

B. Effets des inhibiteurs sur l'internalisation et le devenir intercellulaire 

de la lactotransfe"ine 

Deux inhibiteurs différents ont été testés pour leur effet sur l'internalisation de la 

lactotransferrine par les cellules Jurkat. 

-La colchicine, qui est un i.nht"biteur des microtubules et empêche les mouvements 

d'endocytose (phagocytose). 

-La chloroquine et NH
4
Cl, qui sont connues pour inh.I"ber l'acidification des vésicules 

acides. 
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Les cellules sont prélablement incubées à 4 oc en présence et en absence de l'inhibiteur 

chloroquine (150 !lM) et NH
4
Cl (15 mM). Après 1 h d'incubation à 4°C, les cellules sont 

remises à 37°C toujours en présence de l'inh.t.oiteur. L'étude cinétique de l'internalisation de la 

lactotransferrine est réalisée. 

VIII. MICROSCOPIE CONFOCALE 

Après incubation avec le ligand fluorescent, les cellules sont lavées avec du PBS et fixées 

à 4°C pendant 60 min dans du PBS contenant du 2% paraformaldéhyde (PAF). Après lavage 

avec du PBS, les cellules sont déposées sur une lame de microscope par cytocentrifugation. 

Avant de recouvrir les cellules d'une lamelle, une goutte de 1,4 diazabicyclo-[2-2-2]octane 

(DABCO) (Sigma) (50mg/ml PBS: glycérol1 : 1) est ajoutée pour éviter le photoblanchiment. 

Les lames sont observées au microscope Nikon ( OPTIPHOT) et l'image est traitée avec le 

système d'analyse d'images Bio-Rad MRC-600 (Richmond, USA) équipé d'un laser 

krypton/argon possédant trois longueurs d'onde de forte puissance à 488, 568 et 647 nm Cet 

ensemble à excitation sélective est un outil de choix pour étudier deux fluorochromes en même 

temps (double marquage). Nous avons fait des coupes sériées (1 !lm) de l'échantillon par 

déplacement de la lumière incidente du dessus vers le dessous de la cellule avec ce microscope. 

IX. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

A. Localisation intracellulaire de la lactotransferrine endocytée 

Elle a été réalisée sur les cellules Jurkat après endocytose de la lactotransferrine dans les 

conditions décrites précédemment. Après l'internalisation les cellules sont fixées avec une 

solution de PAF à 1% dans du tampon cacodylate et incluses dans de Lowicryl K4M. Des 

coupes ultrafines sont déposées sur des grilles de nicke~ puis sont incubées pendant 10 min 

dans le tampon Tris/HCl (Tris 20 mM/HCl pH 7,4), NaCl 0,5 M contenant 5% d'ovalbumine et 

1% de serum de chèvre décomplémenté. Finalement, les coupes sont incubées, pendant 2 h à 

20°C, avec des immunoglobulines IgG de lapin anti-lactotransferrine à la concentration de 10 

mg/ml. Elles sont rincées par le tampon Tris/HCl contenant de ovalbumine (0,5%) puis 

incubées avec un serum de chèvre anti-immunoglobulines de lapin conjugué à l'or (1 et 10 nm). 
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incubées avec un serum de chèvre anti-immunoglobulines de lapin conjugué à l'or (1 et 10 nm). 

Après 1 h d'incubation à température ambiante, les sections ultrafines sont lavées par du 

tampon Tris/HCl salin et rincées à l'eau distillée. 

B. Localisation de surface du récepteur de la lactotransfe"ine 

Elle a été réalisée en utilisant l'anticorps monoclonal DP5B3G10 sur des cellules Jurkat. 

Les cellules sont incubées avec l'anticorps monoclonal anti-récepteur de la lactotransferrine. 

Elles sont ensuite rincées par le tampon Tris/HCl contenant de l'ovalbumine (0,5%), incubées 

avec un serum de chèvre anti-immunoglobulines M de souris conjugué à l'or (1 et 10 nm), puis 

lavées avec du tampon carbonate 0, 1 M, fixées pendant 2 h dans du tétroxide d'osmium ( 1% ). 

Les cellules sont déshydratées dans l'acétone et incluses dans l'araldite. Les coupes ultrafines de 

100 nm sont réalisées sur l'ultramicrotome Reichert ultra-eut E avec un couteau de diamant 

Diatome et placées sur des grilles en nickel Elles sont alors colorées à l'acétate d'uranyle et au 

citrate de plomb avant d'être examinées au microscope électronique Philips EM420. 
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