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RÉSUMÉ 

Les mécanismes neuropathologiques impliqués dans les maladies dégénératives du 

système nerveux central (SNC) sont encore. mal connus, cependant certains d'entre eux 

font intervenir un stress oxydatif. Ces processus neurodégénératifs vont également générer 

des foyers inflammatoires importants. La lactoferrine, qui est associée aux lésions 

caractéristiques de différentes maladies neurodégénératives, semble être impliquée dans ces 

processus eux-mêmes, mais également au niveau des réactions inflammatoires qu'ils 

génèrent. De manière à définir le rôle de la lactoferrine cérébrale, il était indispensable 

d'identifier son ou ses origines, ainsi que les mécanismes qui aboutissent à son 

accumulation en conditions pathologiques. Ainsi, nous avons montré que cette origine était 

double, à la fois périphérique et locale. 

La lactoferrine traverse la barrière hémato-encéphalique (BHE). L'utilisation d'un 

modèle in vitro de BHE nous a permis de mettre en évidence son transport au travers des 

cellules endothéliales de capillaires cérébraux. Ce transport explique la présence de cette 

protéine dans le SNC et tout particulièrement au niveau des capillaires cérébraux. Nous 

avons ensuite montré que ce transport était augmenté en conditions inflammatoires, 

aboutissant à l'accumulation de la lactoferrine dans le compartiment cérébral. Cette 

accumulation pourrait mener à 1' augmentation du taux de lactoferrine observée au niveau 

des lésions caractéristiques de différentes maladies neurodégénératives. 

La lactoferrine est synthétisée in situ au niveau du mésencéphale par des cellules 

microgliales activées pigmentées. L'utilisation d'un modèle animal de la maladie de 

Parkinson nous a ensuite permis de mettre en évidence l'augmentation de cette expression 

en conditions pathologiques. Le processus neuropathologique à l'origine de cette maladie 

semble faire intervenir un stress oxydatif. La lactoferrine pourrait donc être produite et 

s'accumuler en réponse à ce stress. 



ABSTRACT 

The mechanisms responsible for the neuronal death in neurodegenerative disorders 

are not weil understood. Among the risk factors, oxidative stress and alterations in iron 

metabolism have been pointed out. These neuropathological processes lead to the 

generation of major inflammatory foci. Severa! lines of evidence indicate that excessive 

iron deposits and/or immune-mediated pathophysiology might contribute to neuronal loss. 

Recently, lactoferrin, an iron-binding protein and a modulatory agent of the inflammatory 

response has been associated with these pathologies. In order to determine the function of 

lactoferrin in the central nervous system (CNS), we first determined the origin of the brain 

lactoferrin, and further investigated the mechanisms by which lactoferrin accumulates in 

pathological conditions. We have shown that the source of lactoferrin in brain tissues is 

double originating either from the circulating blood oris synthezised in situ. 

Lactoferrin crosses the blood-brain barrier (BBB). An in vitro madel of the BBB was 

used to characterize the transport of lactoferrin through the brain capillary endothelial cells. 

This transport explains the presence of lactoferrin in the CNS, particularly in brain 

capillaries. We next showed that this transport was increased in inflammatory conditions, 

leading to lactoferrin accumulation in the cerebral compartment. This accumulation may 

account for the increased level of lactoferrin observed in the vicinity of the characteristic 

lesions in the neurodegenerative disorders. 

Lactoferrin is synthezised in situ in the mesencephalon by pigmented activated 

microglial cells. An animal model ofParkinson's disease was used to study the expression 

of lactoferrin in pathological conditions. Lactoferrin expression was increased after 

treatment with MPTP which is selectively toxic to the dopaminergic neurons, suggesting 

that lactoferrin might be produced in response to the oxidative stress generate by the 

neurodegenerative process occurring in Parkinson's disease. 
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INTRODUCTION 



Le système nerveux central (SNC) est la cible de pathologies dégénératives diverses 

qui touchent une proportion de la population de plus en plus importante. A l'heure actuelle, 

les progrès en matière de médecine permettent chaque jour d'augmenter l'espérance de vie 

de la population. Cependant, ce phénomène est à l'origine d'un véritable problème de santé 

publique lié au vieillissement de la population. En effet, ce vieillissement s'accompagne de 

processus neurodégénératifs qui sont à la base de différents désordres neuropathologiques. 

Ces affections sont particulièrement préoccupantes en raison de leur évolution progressive 

et inexorable et du handicap moteur et/ou intellectuel qui en résulte. En raison de leur 

apparition à un âge tardif, les conséquences sociales, et donc d'économie de santé, en font 

une des priorités pour la recherche médicale dans nos sociétés. Or, les mécanismes 

impliqués dans ces maladies neurodégénératives sont encore très mal connus ce qui réduit 

les possibilités thérapeutiques. 

Récemment, plusieurs auteurs ont mis en évidence la présence de la lactoferrine dans 

le SNC et tout particulièrement au niveau des lésions caractéristiques de différentes 

maladies neurodégénératives. Ainsi, la lactoferrine et son récepteur sont localisés dans le 

mésencéphale de patients sains et plus précisément dans les neurones dopaminergiques de 

la substance noire et de l'aire tegmento-ventrale (Leveugle et al., 1996; Faucheux et al., 

1995). Par ailleurs, le taux de lactoferrine et de son récepteur est augmenté chez des 

patients atteints de la maladie de Parkinson, et notamment dans les neurones 

dopaminergiques survivants (Leveugle et al., 1996; Faucheux et al., 1995), cette 

population neuronale étant fortement affectée lors de la maladie de Parkinson. La 

lactoferrine s'accumule également au niveau des capillaires cérébraux et des lésions 

neuropathologiques qui sont caractéristiques de désordres dégénératifs du SNC, tels que la 

maladie d'Alzheimer, la trisomie 21, le syndrome de l'île de Guam, la maladie de Pick et la 

sclérose latérale amyotrophique (Leveugle et al., 1994). 

Une augmentation du taux de lactoferrine apparaît donc dans le SNC lors de maladies 

neurodégénératives. Cette observation nous amène à penser que la lactoferrine pourrait 

jouer un rôle important dans le SNC et être associée aux processus neurodégénératifs. Les 

régions affectées par les lésions neuropathologiques sont le siège de réactions 

inflammatoires importantes et d'un stress oxydatif qui pourraient être en relation avec le 

métabolisme de la lactoferrine. Ces découvertes posent des questions quant à 1' origine et à 



2 

la fonction biologique de la lactoferrine présente dans le SNC, et tout particulièrement au 

niveau des lésions neuropathologiques. 

La lactoferrine a été caractérisée dans un premier temps dans tous les milieux de 

sécrétion et plus particulièrement à la surface des muqueuses, puis dans un second temps 

dans le sang. La lactoferrine, stockée dans les granules secondaires des leucocytes 

neutrophiles (Masson et al., 1969), est libérée dans la circulation après dégranulation des 

neutrophiles au niveau des sites inflammatoires. Les rôles de la lactoferrine dans le 

compartiment sanguin et au niveau des surfaces sécrétrices ne sont pas encore bien définis. 

Cependant, la lactoferrine est impliquée dans les mécanismes de défense de 1 'organisme et 

semble intervenir à chacune des étapes clés du processus inflammatoire. Son action 

permettrait de protéger les tissus sains bordant le foyer infectieux du stress oxydatif généré 

par les réactions inflammatoires. Il pourrait bien exister un lien entre la fonction de la 

lactoferrine cérébrale et l'état inflammatoire et oxydatif rencontré lors de certaines 

maladies dégénératives du SNC. Afin de répondre à ces questions, le travail qui nous a été 

confié s'attachait à établir l'origine de la lactoferrine cérébrale et à définir les mécanismes 

qui aboutissent à l'accumulation de la lactoferrine au niveau des régions affectées par les 

processus neurodégénératifs. 

Deux hypothèses peuvent être proposées quant à l'origine de la lactoferrine 

cérébrale : une origine périphérique et/ou une origine locale. 

Afin de vérifier la première hypothèse, selon laquelle la lactoferrine pourrait être 

apportée au SNC par la circulation, nous avons étudié son transport à travers la barrière 

hémato-encéphalique (BHE). Cette barrière, qui sépare le compartiment sanguin du 

parenchyme cérébral, protège le SNC des modifications de la composition du plasma afin 

de maintenir les fonctions cérébrales. Les capillaires cérébraux constituent le support 

anatomique de cette barrière. Les travaux ont été entrepris en collaboration avec le groupe 

du Professeur Cecchelli qui a mis au point un modèle in vitro de BHE, reconstituée par la 

co-culture de part et d'autre d'un filtre de cellules endothéliales de capillaires cérébraux 

(compartiment vasculaire) et de cellules gliales (compartiment cérébral). 

Les maladies neurodégénératives présentent des perturbations des propriétés de 

barrière de l'endothélium vasculaire cérébral, ainsi qu'un caractère inflammatoire 
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indéniable. Il nous semblait donc intéressant d'étudier les conséquences d'un état 

inflammatoire sur le transport de la lactoferrine à travers la BHE, et plus particulièrement 

par l'intermédiaire des médiateurs de l'inflammation. En effet, les cytokines pro

inflammatoires telles que le TNF-a sont impliquées dans la pathogenèse des infections du 

SNC et dans les modifications de perméabilité vasculaire caractéristique des pathologies 

cérébrales. Ainsi, l'activation du modèle in vitro de BHE par le TNF-a nous a permis 

d'étudier les cellules endothéliales cérébrales dans un état proche de celui d'un stress 

inflammatoire, qui pourrait aboutir à l'accumulation de la lactoferrine au cours de certaines 

maladies neurodégénératives. 

Afin de vérifier la seconde hypothèse, selon laquelle la lactoferrine pourrait être 

synthétisée par des cellules spécialisées in situ dans le SNC, nous avons étudié l'expression 

de la lactoferrine dans le SNC, et tout particulièrement dans la région du mésencéphale qui 

présente de nombreuses cellules immunomarquées par la lactoferrine. De manière à 

identifier la ou les populations cellulaires responsables de sa synthèse cérébrale, la 

distribution cellulaire précise de la lactoferrine a été déterminée. L'expression des 

messagers de la lactoferrine a ensuite été étudiée. 

L'accumulation de lactoferrine, observée au niveau de lésions caractéristiques de 

différentes neuropathologies, pourrait être due à une stimulation de la production de 

lactoferrine in situ en réponse au stress oxydatif induit par le processus neurodégénératif. 

Ce phénomène pourrait témoigner de l'intervention de la lactoferrine dans le processus de 

détoxification mis en œuvre afin de lutter contre ce stress oxydatif. Il était donc intéressant 

d'étudier l'expression de la lactoferrine dans le SNC pathologique, et plus particulièrement 

dans le cas de la maladie de Parkinson où le stress oxydatif semble être fortement impliqué. 

Ainsi, l'utilisation de souris traitées au MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-

tétrahydropyridine ), puissant neurotoxique sélectif des neurones dopaminergiques, nous a 

permis de réaliser cette étude sur un modèle animal de la maladie de Parkinson. 

Parallèlement à cette étude, de manière à montrer le rôle de la lactoferrine dans le 

processus de détoxification, son expression a été comparée à celle d'enzymes anti

oxydantes. 
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1. LA LACTOFERRINE 

La lactoferrine ou lactotransferrine, glycoprotéine isolée du lait de femme, a été 

décrite pour la première fois par Montreuil et Mullet (1960). Cette protéine, seulement 

caractérisée chez les mammifères (Baldwin, 1993), appartient à la famille des transferrines 

qui comprend également la transferrine, principalement localisée dans le sérum (Schade et 

Caroline, 1946) et la mélanotransferrine (gp96), protéine membranaire isolée de 

mélanomes humains (Brown et al., 1982). Ces protéines, par leur capacité à fixer le fer, 

sont impliquées dans 1 'homéostase de ce métal. 

A. Distribution tissulaire et cellulaire de la lactoferrine 

La lactoferrine, présente dans divers liquides de sécrétions, est issue des épithéliums 

glandulaires. Ainsi, elle est localisée dans les sécrétions bronchiques (Masson et al., 1965), 

les larmes (Masson et al., 1966), le liquide synovial (Bennett et al., 1973), les sécrétions du 

système digestif, le liquide séminal (Hekman et Rümke, 1968), les sécrétions vaginales 

(Masson et al., 1968) et plus particulièrement dans le lait (Montreuil et al., 1985 pour 

revue générale). La lactoferrine, présente dans le sang, provient quant à elle des leucocytes 

neutrophiles (Masson et al., 1969). Elle est également localisée dans le système nerveux 

central (Osmand et Switzer, 1991) mais son origine est inconnue. 

1. La lactoferrine issue des cellules épithéliales 

a. La glande mammaire 

• Le lait 

C'est en 1939 qu'une protéine de couleur rose saumon a été décrite pour la première 

fois dans le lait de vache (S0rensen et S0rensen, 1939). Elle a ensuite été identifiée à la 

lactoferrine et caractérisée dans le lait de nombreux mammifères. Sa concentration varie 

énormément selon les espèces. Le lait humain est le plus riche en lactoferrine avec des 
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concentrations allant de 1 à 2 g/1 (Montreuil et Mullet, 1960). La concentration de 

lactoferrine est également importante dans le lait de truie et de souris (Masson et 

Heremans, 1971 ). Par contre, le lait de vache contient moins de lactoferrine (1 00 mg/1) 

(Grove, 1960). Il existe des espèces qui produisent également du lait dépourvu de 

lactoferrine telles que le rat et le chien (Masson et Heremans, 1971 ), ces espèces restent 

néanmoins minoritaires. 

La richesse en lactoferrine du lait humain varie au cours de la lactation. En effet, la 

production de lactoferrine est maximale juste après la naissance, le colostrum en contenant 

jusqu'à 6,7 g/1. Cette production diminue ensuite au cours de la lactation pour atteindre une 

concentration d'environ 2 g/1 dans le lait mature (Hirai et al., 1990). Le statut martial de la 

mère ne semble pas affecter la production de lactoferrine (Prentice et al., 1989). Par contre, 

la concentration en lactoferrine du lait diminue lorsque la mère souffre de malnutrition 

(Hennart et al., 1991). 

• Les cellules épithéliales de la glande mammaire 

La lactoferrine est synthétisée par les cellules épithéliales de la glande mammaire et 

plus particulièrement par les cellules glandulaires. En effet, ses ARNm ont été mis en 

évidence dans la glande mammaire. En parallèle, 1' analyse immunohistochimique a 

confirmé la présence en quantité importante de lactoferrine dans les cellules de 

l'épithélium des canaux glandulaires et au niveau des îlots de tissu glandulaire (Campbell 

et al., 1992). La production de la lactoferrine par les cellules de la glande mammaire varie 

dans le cas de cancer du sein. En général, une diminution de la production de la lactoferrine 

est observée dans les cellules affectées (Panella et al., 1991). 

b. L'endomètre 

La lactoferrine a été découverte dans les sécrétions vaginales (Masson et al., 1968). 

Son expression au niveau de cellules épithéliales glandulaires situées dans la couche basale 

de l'endomètre a été mise en évidence par des techniques immunohistochimiques (Mason 

et Taylor, 1978). La production de la lactoferrine est en corrélation avec le stade 

physiologique de l'endomètre. En effet, l'expression de la lactoferrine est plus importante 
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au cours de la phase proliférative que de la phase sécrétoire (Kelver et al., 1996). Ce niveau 

d'expression varie également dans le cas de cancer de l'endomètre où une augmentation du 

taux de lactoferrine est observée (Far ley et al., 1997). 

c. L'appareil digestif 

La lactoferrine est présente tout le long du tractus digestif. Elle est produite par les 

glandes salivaires (Masson et al., 1966) au niveau des canaux intercalaires, des canaux 

striés et des acini séreux (Miyauchi, 1984). La lactoferrine est également sécrétée par les 

cellules muqueuses gastriques (Mason et Taylor, 1978) de l'antre pylorique et du corps 

gastrique (Luqmani et al., 1991), ainsi que par l'épithélium glandulaire duodénal (Tuccari 

et al., 1989). La vésicule biliaire (Saito et Nakanuma, 1992) et le pancréas (Masson, 1970) 

produisent également la lactoferrine. 

Une augmentation de la présence de la lactoferrine a été observée dans le 

développement de gastrites (Luqmani et al., 1991). Une surproduction de lactoferrine 

apparaît également dans les glandes biliaires obstruées par des calculs. Cette obstruction 

engendrerai une réaction inflammatoire localisée responsable de l'augmentation de la 

lactoferrine (Saito et Nakanuma, 1992). 

2. La lactoferrine issue des leucocytes 

a. Le sang 

La lactoferrine est présente dans le plasma à des concentrations relativement peu 

élevées allant de 0,4 à 2 J.!g/ml, cette faible concentration est en relation avec la courte 

durée de demi-vie de la lactoferrine. La lactoferrine plasmatique provient en majeure partie 

de l'activité des neutrophiles (Iyer et Lonnerdal, 1993). En effet, la concentration 

plasmatique de la lactoferrine semble être en relation avec le nombre de neutrophiles 

circulants (Baynes et al., 1986). Des variations importantes du taux plasmatique de la 

lactoferrine ont été observées et sont le reflet des différentes méthodes de dosages utilisées 

(Levay et Viljoen, 1995; Antonsen et al., 1993). Néanmoins, des variations individuelles 

sont notées : l'âge, le sexe et l'état physiologique des différents sujets étudiés 

influenceraient sur cette concentration. Bien qu'il n'y ait pas de différence significative de 
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la concentration plasmatique de la lactoferrine entre 1 'homme et la femme (Antonsen et al., 

1993), ce taux peut être néanmoins influencé par des activités endocrines apparaissant 

durant la phase sécrétoire du cycle menstruel (Masson et al., 1968) ou la grossesse (Sykes 

et al., 1982). Par ailleurs, une augmentation du taux de la lactoferrine apparaît dans le 

plasma de patients atteints de leucémie myéloïde chronique (Bennett et Mohla, 1976). 

b. Les cellules myéloïdes 

La lactoferrine est présente dans les neutrophiles, où elle est stockée dans les 

granules secondaires (Masson et al., 1969) mais également en moindre quantité dans 

d'autres granules qui sont probablement des granules tertiaires (Saito et al., 1993). Sa 

localisation ultrastructurale dans les cellules immatures de la moelle osseuse, au niveau de 

granules intracytoplasmiques mais également dans le réticulum endoplasmique et dans 

1' appareil de Golgi, semble montrer que la protéine suit des voies de maturation qui sont 

destinées aux protéines sécrétées (Miyauchi et Watanabe, 1987; Olsson et al., 1988). 

3. La lactoferrine du système nerveux central 

a. Le liquide céphalo-rachidien 

La présence de la lactoferrine dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) a initialement 

été observée chez des patients atteints de lésions cérébrovasculaires aiguës (Terent et al., 

1981 ), puis chez des patients contrôles ne présentant pas de lésions neurologiques ni de 

lésions cérébrovasculaires (Hallgren et al., 1982). L'origine de la lactoferrine ainsi que 

celle d'autres protéines sériques dans le LCR d'individus sains demeurent obscures. La 

présence de protéines sériques telles que l'albumine s'explique par leur passage à travers la 

barrière hémato-liquidienne par diffusion passive. Cependant, ces protéines sont 200 fois 

moins concentrées dans le LCR que dans le plasma (Felgenhauer, 1974; Ganrot-Norlin, 

1978). La concentration de lactoferrine dans le LCR de patients sains est égale à environ 

7,3 IJ.g/1, toutefois, si la lactoferrine présente provenait uniquement de la diffusion passive 

la valeur attendue serait cinq fois moins élevée que la valeur observée. Le transport actif de 

la lactoferrine à travers la barrière hémato-encéphalique (BHE), ou la production de la 
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lactoferrine directement par les cellules du SNC pourraient expliquer sa concentration dans 

le LCR. 

Le taux de lactoferrine contenue dans le LCR de patients présentant des lésions 

cérébrales aiguës, suivies ou non d'hémorragies cérébrales, est maximal 2 à 3 jours après 

l'accident, puis diminue pour atteindre un taux normal 12 jours plus tard (Terent et al., 

1981). Cette augmentation pourrait être corrélée à la rupture de la BHE qui est détectée par 

une élévation du taux d'albumine. Néanmoins, l'afflux de lactoferrine n'est pas 

concomitant de celui de l'albumine et est beaucoup plus important, ce qui va à l'encontre 

de cette hypothèse (Terent et al., 1981). Par contre, l'accident vasculaire cérébral est suivi 

d'une réaction inflammatoire locale qui se traduit par l'activation de cellules spécialisées et 

la migration de neutrophiles au niveau de la BHE qui pourront déverser le contenu de leurs 

granules et favoriser ainsi 1 'augmentation du taux de lactoferrine. En effet, il existe une 

relation entre le taux de lactoferrine dans le LCR et le nombre de neutrophiles 

présents (Gutteberg et al., 1986). Le taux de lactoferrine augmente dans le LCR et suit la 

réponse au stress inflammatoire observé au cours d'infections bactériennes et du 

développement de certaines tumeurs (Hallgren et al., 1982 ; Gutteberg et al., 1986 ; Oberg 

et al., 1987), les infections virales quant à elles n'affectent pas le taux de lactoferrine. 

b. Le système nerveux central sain 

La lactoferrine a été mise en évidence dans le SNC humain (Osmand et Switzer, 

1991). Sa distribution varie selon l'âge des patients étudiés. Ainsi, dans le SNC du 

nourrisson la lactoferrine n'est présente que dans quelques neutrophiles résiduels situés 

dans les vaisseaux. Chez le jeune adulte, quelques neurones pyramidaux sont marqués par 

la lactoferrine, ils sont essentiellement localisés dans le cortex frontal, pariétal et temporal, 

ainsi que dans 1 'hippocampe, le noyau amygdalien et le cortex entorhinal. La lactoferrine 

est également présente dans quelques neurones moteurs et dans les neurones 

dopaminergiques de la substance noire et de l'aire tegmento-ventrale. Chez les patients les 

plus âgés, plusieurs types cellulaires contiennent de la lactoferrine, des cellules gliales non 

identifiées et également des neurones qui sont plus largement distribués et plus intensément 

marqués que chez les patients jeunes (Kawamata et al., 1993 ; Leveugle et al., 1994 ). En 
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général, ce marquage intracellulaire de la lactoferrine augmente en distribution et en 

densité avec 1' âge. 

En plus de sa localisation dans des cellules spécialisées, la lactoferrine est également 

présente le long de la paroi de certains capillaires cérébraux situés dans la région du cortex 

(Leveugle et al., 1994). 

c. Le système nerveux central pathologique 

La distribution de la lactoferrine a également été étudiée chez des patients atteints de 

différents désordres neuropathologiques et neurodégénératifs. La lactoferrine est présente 

au niveau des mêmes types cellulaires que chez les patients contrôles (figure 1, page 13). 

Dans le cas de la maladie d'Alzheimer, les études réalisées montrent qu'il existe une 

relation entre la lactoferrine et les lésions caractéristiques de la maladie (Osmand et 

Switzer, 1991 ; Kawamata et al., 1993). En effet, la lactoferrine est présente au niveau des 

plaques séniles et des lésions neurofibrillaires extracellulaires de tous les patients étudiés, 

ces deux types de lésions étant caractéristiques de la maladie d'Alzheimer. De plus, le 

marquage de la lactoferrine est situé dans le lobe temporal, plus précisément au niveau de 

l'hippocampe, du noyau amygdalien et du cortex entorhinal qui sont les régions les plus 

précocement affectées et les plus impliquées lors de cette maladie (Osmand et Switzer, 

1991). Par contre, la lactoferrine n'est pas présente dans les régions qui sont tardivement 

affectées. Ces résultats suggèrent que la lactoferrine apparaît dès le début du processus 

conduisant à l'établissement des lésions. La lactoferrine est présente au niveau des plaques 

séniles, mais également au niveau de dépôts consolidés ou diffus de peptide amyloïde Ap, 

composant majeur des plaques séniles (Glenner, 1992). Une distribution similaire a été 

trouvée au niveau des lésions neurofibrillaires, qui sont caractérisées par la présence de la 

protéine tau fibrillaire (Delacourte, 1997). Ainsi, la lactoferrine est associée à de 

nombreuses lésions neurofibrillaires extracellulaires, alors que peu de lésions 

intracellulaires le sont (Kawamata et al., 1993 ; Leveugle et al., 1994 ). 

L'étude a ensuite été étendue à d'autres neuropathologies et a montré que la 

lactoferrine était associée aux lésions caractéristiques des différentes maladies étudiées 

(Leveugle et al., 1994). Ainsi, chez les patients atteints de trisomie 21, la lactoferrine est 

présente au niveau des lésions neurofibrillaires et des plaques séniles, les patients les plus 
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âgés présentant les lésions les plus intensément marquées. La lactoferrine est également 

associée à de nombreuses lésions neurofibrillaires chez les patients atteints de la maladie 

de 1 'île de Guam et dans les corps de Pick situés dans le lobe temporal des patients atteints 

de la maladie de Pick. 

Il existe des maladies neurodégénératives qui ne présentent pas de lésions 

neuropathologiques extracellulaires mais qui sont caractérisées par la dégénérescence 

spécifique de certaines populations neuronales. Ainsi, chez les patients atteints de la 

sclérose latérale amyotrophique, seuls certains neurones moteurs sont affectés lors de la 

maladie. Ces mêmes neurones sont fortement immunomarqués par la lactoferrine 

(Leveugle et al., 1994). Les patients atteints de la maladie de Parkinson présentent une 

perte sévère de neurones dopaminergiques situés dans la substance noire et 1' aire tegmento

ventrale du mésencéphale. La lactoferrine est présente au niveau de nombreux neurones 

affectés par ce processus. L'analyse densitométrique montre, d'une part, que la population 

neuronale marquée par la lactoferrine diminue fortement lors de la maladie de Parkinson et, 

d'autre part, que l'intensité de marquage est supérieure dans les neurones survivants 

(Leveugle et al., 1996). 

En conclusion, la lactoferrine intracellulaire présente sous forme de granules semble 

être associée avec le développement normal du processus de vieillissement, ainsi qu'avec 

le mécanisme de dégénérescence de certaines populations neuronales, contrairement à la 

lactoferrine extracellulaire située sur les lésions neuropathologiques qui semble être en 

relation avec le processus de formation de ces lésions. La présence de la lactoferrine à 

l'intérieur des cellules du système nerveux central pourrait être due soit à la synthèse in situ 

de la lactoferrine, soit à la capture et l'accumulation de la lactoferrine exogène qui serait 

apportée par relargage des neutrophiles ou par la circulation par l'intermédiaire d'un 

mécanisme de transport à travers la BHE. Par contre, l'association de la lactoferrine avec 

les lésions extracellulaires pourrait être une conséquence des dommages occasionnés aux 

membranes cellulaires ou d'un relargage spécifique de la lactoferrine aux sites des lésions. 
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Le clonage de l'ADNe de la lactoferrine murine (Pentecost et Teng, 1987) a permis la 

localisation chromosomique des gènes codant les lactoferrines humaine et murine, sur le 

chromosome 3 et le chromosome 9 respectivement (Teng et al., 1987; Mc Combs et al., 

1988), le chromosome 9 murin étant l'homologue du chromosome 3 humain. 

Le gène de la lactoferrine murine est codé par un locus unique organisé en 17 exons, 

de tailles comprises entre 48 et 90 pb, entrecoupés de 16 introns mesurant de 0,2 à 4,3 kb 

(Teng et al., 1987). La mise en évidence d'une forte identité entre les régions codantes 

formées par 14 des 15 exons constituant 7 paires homologues qui codent les domaines N

et C-terminaux de la protéine explique l'homologie qui existe entre les deux domaines. 

L'organisation exon-intron du gène de la lactoferrine est très similaire à celle des gènes 

codant les autres protéines de la famille des transferrines (Cunningham et al., 1992). Ces 

résultats confirment l'hypothèse d'une origine commune des gènes codant les protéines de 

la famille des transferrines, lesquels seraient issus de duplications d'un gène ancestral 

commun de la taille d'un demi-gène de la famille des transferrines (Shirsat et al., 1992). 

Chez l'homme tous ces gènes sont localisés sur le chromosome 3 au loci 3q21 (Yang et 

al., 1984), le gène de la lactoferrine humaine étant plus précisément situé sur les régions 

3q21-q23 (Mc Combs et al., 1988). D'autres gènes impliqués dans le métabolisme du fer 

sont également localisés sur le chromosome 3 au loci 3q21, notamment les gènes codant le 

récepteur de la transferrine (Van de Rijn et al., 1983) et la chaîne lourde de la ferritine (Mc 

Gill et al., 1987). 

L'analyse de la région 5' flanquante du gène de la lactoferrine murine a mis en 

évidence la présence de plusieurs séquences promotrices situées juste en amont du site 

d'initiation de la transcription, ainsi une séquence ATAAA (boîte TATA imparfaite), une 

séquence CCAAT, et des séquences riches en GC ont été identifiées (Shirsat et al., 1992). 

Cette région possède une zone d'homologie de 200 pb avec des séquences consensus 

présentes dans la région promotrice du gène de la myéloperoxydase, cette protéine étant 

également exprimée spécifiquement dans les neutrophiles (Shirsat et al., 1992). Il a 

également été trouvé des séquences homologues aux séquences consensus SPI, cet élément 

de réponse étant commun aux gènes impliqués dans la phase aiguë de l'inflammation. Un 
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module composite de réponse aux oestrogènes (mERM), situé de -341 à -329 en amont du 

site d'initiation de la transcription a été identifié (Liu et Teng, 1991). Ce module est 

constitué de la séquence consensus imparfaite ERE ( « Estrogen Responsive Element ») de 

réponse aux oestrogènes chevauchant une séquence similaire à l'élément COUP 

(« Chicken Ovalbumin Upstream Promoter »), les séquences consensus ne diffèrent 

chacune des séquences parfaites que d'un seul nucléotide (Liu et Teng, 1992). Un 

deuxième module composite a ensuite été localisé de -40 à -80 en amont du site 

d'initiation dé la transcription, une séquence EGFRE (« EGF Responsive Element») de 

réponse à l'EGF /TGFa ainsi qu'un élément CRE (« AMPc Responsive Element») 

constituent ce module (Shi et Teng, 1994, 1996) (figure 2, page 17). 

La comparaison de la région 5' flanquante des gènes de la lactoferrine murine et 

humaine a révélé l'existence d'une grande homologie entre ces deux régions, un nombre 

important d'éléments de réponse ont été conservés. Ainsi, la séquence AT AAA, la 

séquence consensus CAA T imparfaite (CAAC), la région riche en GC et la région 

homologue à la séquence SPI ont été retrouvées. De plus, le module composite mERM est 

également présent dans la région promotrice du gène de la lactoferrine humaine, bien que 

l'élément COUP ne soit pas totalement homologue à celui de la région promotrice du gène 

de la lactoferrine murine, un seul nucléotide diffère entre les deux séquences (Teng et al., 

1992). La région promotrice du gène de la lactoferrine humaine possède un module 

composite supplémentaire de réponse aux acides rétinoïques (AR), constitué d'un élément 

RARE ( « Retinoic A cid Responsive Element ») chevauchant une séquence ERE (Lee et al., 

1995). 

Récemment, Siebert et Huang (1997) ont identifié un deuxième transcrit de la 

lactoferrine humaine (L\Lf ARNm). Le L\Lf ARNm provient de l'utilisation d'un promoteur 

alternatif conduisant à un épissage alternatif. L'exon 1 est remplacé par une séquence 

exonique appelée 1 f3. Cet ARNm dont le premier exon plus court que celui de la 

lactoferrine de sécrétion ne code ni pour la séquence signal ni pour le premier domaine 

protéique (acides aminés 1-26). Le promoteur alternatif se différencie par la présence 

d'éléments régulateurs supplémentaires, tels que les séquences NF-E2, IRF, d'un activateur 

NF-KE et de l'absence de l'élément ERE (Siebert et Huang, 1997). 
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La présence de séquences consensus inductibles dans la région promotrice du gène 

de la lactoferrine devrait contribuer à une régulation différentielle de ce gène qui est 

exprimé différemment dans de nombreux tissus. 

2. Régulation du gène de la lactoferrine 

L'expression différentielle du gène de la lactoferrine se traduit par la production de 

cette protéine majoritairement dans trois organes : la moelle osseuse, la glande mammaire 

et l'utérus, et en moindre quantité par les cellules sécrétrices des muqueuses respiratoires et 

digestives et dans le SNC. Le taux de synthèse de la lactoferrine est régulé selon le tissu et 

1 'étape de différenciation des cellules. Ainsi, le gène de la lactoferrine est exprimé au cours 

de la différenciation terminale dans les neutrophiles, alors qu'il est régulé par voie 

hormonale dans la glande mammaire et 1 'utérus. 

a. Régulation au cours de la différenciation 

• Régulation au cours de la myélopoïèse 

Le clonage de 1' ADN c de la lactoferrine humaine a permis 1' étude de 1' expression du 

gène de la lactoferrine au cours de la myélopoïèse (Rado et al., 1987). Cette expression 

apparaît au cours des étapes tardives de la différenciation des cellules myéloïdes en 

neutrophiles et plus précisément durant la transition entre les stades promyélocytes et 

myélocytes (Rado et al., 1984). Cette expression est affectée lors de leucémies présentant 

des défauts de maturation des cellules myéloïdes (Miyauchi et al., 1983 ; Hirata et al., 

1993 ; Panella et al., 1991 ). L' ARNm de la lactoferrine est exprimé dans les cellules 

myéloïdes de la moelle osseuse normale et dans les cellules myélocytaires circulantes de 

patients atteints de leucémie touchant les différents stades de différenciation de la lignée 

myéloïde. Par contre, les ARNm de la lactoferrine ne sont produits ni par les leucocytes de 

patients atteints de leucémie promyélocytique aiguë (Hirata et al., 1993), ni par les cellules 

de la lignée promyélocytaire leucémique humaine HL60 (Johnston et al., 1992a) et les 

cellules de la lignée myéloblastique leucémique humaine PBL-985. L'utilisation d'agents 

permettant l'induction des caractères morphologiques des myélocytes ne conduit pas à la 
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production d' ARNm de la lactoferrine, la différenciation de ces cellules étant incomplète 

ou défectueuse (Johnston et al., 1992a), la lactoferrine pourrait ainsi être impliquée dans le 

développement du myélocyte mature normal (Lomax et al., 1989). 

La synthèse des ARNm de la lactoferrine coïncide avec le développement des 

granules secondaires. L'apparition des transcrits est suivie de la production de la 

lactoferrine qui va s'accumuler dans ces cellules au cours de leur différenciation jusqu'au 

début du stade ultime de maturation (Rado et al., 1987). 

Breitman et coll. (1980) ont mis en évidence l'action des AR et de leurs récepteurs 

dans la régulation du processus de différenciation myélocytaire. La région 5' flanquante du 

gène de la lactoferrine humaine possède un élément RARE fonctionnel, cet élément peut 

être activé par les AR dans les cellules HL60 (Lee et al., 1995). De plus, les AR sont 

capables d'induire la différenciation des cellules de la lignée leucémique promyélocytique 

NB4 vers la maturation en neutrophile. Les cellules NB4 ne produisent pas de lactoferrine, 

néanmoins après un traitement aux AR les ARNm de la lactoferrine apparaissent en faible 

quantité dans les cellules traitées (Hirata et al., 1993). Ainsi, les AR et leurs récepteurs 

pourraient intervenir dans le système de régulation du gène de la lactoferrine dans les 

cellules myéloïdes. La réponse aux AR peut être réduite par le facteur de transcription 

COUP-TF qui a la capacité de se dimériser avec le récepteur des AR : RXR en empêchant 

ainsi l'activation de l'élément RARE (Kliewer et al., 1992). L'élément RARE fait partie du 

module composite RARE/ERE, qui intervient dans la régulation multi-hormonale de 

l'expression du gène de la lactoferrine, le facteur COUP-TF pourrait également être 
~-

impliqué dans ce système de régulation (Lee et al., 1995). 

Un élément régulateur négatif a été identifié dans la région promotrice du gène de la 

lactoferrine humaine, cet élément est reconnu par le facteur CDP/cut (CCAAT 

« displacement protein »). Ce facteur permet de réguler l'expression du gène de la protéine 

gp91-phox («phagocyte-specifie cytochrome heavy chain gene») qui est exclusivement 

produite dans les cellules myéloïdes différenciées. Cependant, l'expression de ce gène 

précède celle du gène de la lactoferrine au cours de la maturation des neutrophiles, le rôle 

de CDP/cut dans la régulation temporelle du gène de la lactoferrine et celle d'autres gènes 

exprimés au cours de la maturation des neutrophiles reste à élucider (Khanna-Gupta et al., 

1997). L'interaction de CDP/cut avec l'élément de régulation du gène de la lactoferrine 

humaine permettrait la suppression de l'activité de base du promoteur de ce gène dans les 
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cellules non différenciées. De plus, l'augmentation de l'expression de CDP/cut dans les 

cellules souches myéloïdes en culture bloque l'expression du gène de la lactoferrine au 

cours de l'induction de la maturation des cellules en neutrophiles par le G-CSF. Le blocage 

de l'expression de la lactoferrine pourrait être dû, en partie, à la persistance de la fixation de 

CDP/cut à l'élément de régulation (Khanna-Gupta et al., 1997). 

• Régulation au cours de modifications morphologiques 

L'expression de la lactoferrine est modulée par des changements de forme cellulaire 

et de structure cytosquelettique dans les cellules des lignées épithéliales mammaires 

murines CID-9 et SCp2 (Close et al., 1997). Ainsi, l'absence de tout facteur micro

environnemental exogène, à l'exception de l'insuline qui constitue un facteur de survie, 

aboutit à l'expression de la lactoferrine dans les cellules arrondies. Par contre, l'adhésion 

des cellules à un substrat ou le contact des cellules entre elles suspend l'expression de la 

lactoferrine, suggérant que l'interaction de la matrice extracellulaire exogène avec les 

cellules épithéliales pourrait réguler l'expression du gène de la lactoferrine dans ces 

cellules (Close et al., 1997). 

b. Régulation hormonale 

La lactoferrine est un constituant majeur des milieux de sécrétion, elle est synthétisée 

par les cellules de la glande mammaire et de l'utérus. Ces deux organes sont 

continuellement placés sous contrôle hormonal, régulant en même temps 1' expression de la 

lactoferrine. 

• Régulation hormonale dans la glande mammaire 

L'expression du gène de la lactoferrine dans les cellules de la glande mammaire de 

souris varie selon l'état physiologique de la glande, immédiatement après la mise bas la 

production de la lactoferrine est très importante, alors qu'elle diminue au cours de la 

lactation, jusqu'à une nouvelle augmentation qui apparaît juste avant le sevrage (Masson et 

Heremans, 1971). La synthèse de la lactoferrine dans les cellules de la glande mammaire 
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est inductible par la prolactine, en effet cette hormone provoque une augmentation de 

1' expression de la lactoferrine dans des explants de glande mammaire de souris en gestation 

(Green et Pastewka, 1978). 

Les oestrogènes quant à eux n'induisent pas la synthèse de la lactoferrine dans la 

glande mammaire immature (Teng et al., 1989). Par ailleurs, l'absence de lactoferrine dans 

les tumeurs primaires invasives mammaires semble être inversement corrélée à la 

surexpression des récepteurs des oestrogènes, suggérant qu'il puisse exister une relation 

entre le niveau d'expression de la lactoferrine et la présence des récepteurs des oestrogènes 

(Campbell et al., 1992). 

• Régulation hormonale dans l'utérus 

L'ADNe de la lactoferrine murine a été isolé à partir d'une banque d'ADNe d'utérus 

de souris (Pentecost et Teng, 1987). L'expression du gène de la lactoferrine dans cet organe 

est sous le contrôle des oestrogènes. En effet, 3 jours après l'administration de diéthyl

stilbestrol, le taux d'expression des ARNm de la lactoferrine est augmenté par 300 dans 

l'utérus de souris immature (Teng et al., 1989). L'expression des ARNm de la lactoferrine 

varie également au cours du cycle oestrus/pro-oestrus de la souris qui est sous le contrôle 

continuel des oestrogènes (Newbold et al., 1992). De plus, il existe une corrélation entre le 

niveau d'expression de la lactoferrine dans le tractus génital de la souris et la concentration 

sérique d'estradiol, ainsi la lactoferrine et son messager apparaissent dans les cellules 

épithéliales de l'utérus et du vagin au moment d'une forte libération d'estradiol dans la 

circulation sanguine, le niveau d'induction dépendant de la dose et de la durée du 

traitement (Walmer et al., 1992). 

Des séquences consensus inductibles par les hormones sont présentes dans la région 

promotrice du gène de la lactoferrine. En effet, la région 5' flanquante possède un élément 

de réponse aux oestrogènes ERE qui est capable de répondre à une stimulation 

oestrogénique en présence de récepteurs des oestrogènes (Liu et Teng, 1991). Cet élément 

fait partie d'un module composite fonctionnel de réponse aux oestrogènes mERM. Un 

complexe composé du facteur de transcription COUP-TF et du récepteur des oestrogènes 

interagit avec le module composite afin de stimuler l'expression du gène de la lactoferrine 

(Liu et Teng, 1992). Néanmoins, le facteurde transcription COUP-TF est capable seul de 
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réprimer la réponse induite par les oestrogènes (Liu et al., 1993). Le mécanisme 

moléculaire de cette répression est dû à la compétition existant entre COUP-TF et le 

récepteur des oestrogènes au même site de chevauchement sur la séquence mERM. 

L'expression du gène de la lactoferrine murine est modulée par l'association de deux 

membres de la superfamille des récepteurs aux hormones stéroïdiennes et thyroïdiennes. 

L'EGF est également capable de stimuler l'expression de la lactoferrine dans l'utérus 

de souris (Nelson et al., 1991 ). Le promoteur de la lactoferrine murine contient un module 

composite de réponse mitogène fonctionnel qui répond à une stimulation par l'EGF (Shi et 

Teng, 1994). La distribution spatiale des éléments EGF-RE et CRE est essentielle à 

l'activation par l'EGF (Shi et Teng, 1996). L'activation du gène de la lactoferrine par 

l'élément CRE passe par des voies de transduction utilisant les seconds messagers de type 

protéine kinase (PKC, PKA), CRE peut être un élément crucial pour le maintien d'une 

activité de base dans les surfaces sécrétrices des muqueuses qui expriment continuellement 

la lactoferrine (pour revue Teng, 1995). 

La production de la lactoferrine par l'endomètre de l'utérus humain est également 

stimulée par les oestrogènes, toutefois le mécanisme moléculaire de régulation (Teng et al., 

1992) reste encore mal connu. La région promotrice du gène de la lactoferrine humaine 

possède un module de réponse aux oestrogènes homologue à celui du gène murin, 

néanmoins le facteur de transcription COUP-TF ne se fixe pas à l'élément COUP, à moins 

qu'un nucléotide ne soit muté (Yang et Teng, 1994). Le promoteur du gène de la 

lactoferrine humaine possède un deuxième module de réponse RARE/ERE, dont la 

fonction serait de moduler la régulation multi-hormonale de l'expression de ce gène (Lee et 

al., 1995). Récemment, Yang et coll. (1996) ont mis en évidence la possible participation 

d'un récepteur nucléaire orphelin hERR1 dans la stimulation du gène de la lactoferrine par 

les oestrogènes. 

Une diminution de l'expression de la lactoferrine apparaît au niveau d'adénomes du 

col de l'utérus, cette réduction s'accompagne d'une baisse de l'expression des récepteurs 

des oestrogènes (Farley et al., 1997). Ces résultats confirment le rôle des oestrogènes dans 

la régulation de la production de la lactoferrine au niveau de l'utérus. 
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c. Régulation au cours d'un stress oxydatif 

Une augmentation de l'expression des ARNm de la lactoferrine apparaît dans des 

cellules épithéliales bronchiques exposées à des particules de pollution aérienne contenant 

des traces de métaux actifs susceptibles d'induire des dommages oxydatifs aux cellules 

(Ghio et al., 1998). Ces résultats suggèrent que l'augmentation de l'expression de la 

lactoferrine serait induite par la présence de métaux entraînant une réduction du stress 

oxydatif induit par ces éléments. 

d. Régulation transcriptionnefle 

Le gène de la lactoferrine humaine est transcrit en deux ARNm différents (Siebert et 

Huang, 1997). Le D.Lf ARNm est présent dans tous les tissus sains synthétisant également 

le transcript de la lactoferrine de sécrétion, mais il est absent des cellules de lignées 

cancéreuses qui synthétisent l'ARNm de la lactoferrine de sécrétion. Le promoteur du gène 

de la lactoferrine humaine et le promoteur alternatif présentent des éléments régulateurs 

différents qui sont certainement responsables de l'expression différentielle des deux 

transcrits de la lactoferrine (Siebert et Huang, 1997). 

C. Structure de la lactoferrine 

1. Séquence de la lactoferrine 

Les protéines de la famille des transferrines présentent un ensemble de caractères 

communs. Ce sont des glycoprotéines monocaténaires bilobées, possédant une masse 

moléculaire proche de 80 kDa et capables de fixer réversiblement deux ions ferriques. 

a. Séquence primaire de la lactoferrine 

L'analyse de la séquence peptidique de fragments issus de l'hydrolyse de la 

lactoferrine isolée du lait de femme a permis de déterminer la séquence complète de la 

lactoferrine humaine (Metz-Boutique et al., 1984). Cette séquence a été confirmée par le 

clonage de 1' ADN c de la lactoferrine humaine (Rey et al., 1990 ; Powell et Ogden, 1990). 
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Les ADNe de la lactoferrine de souris (Pentecost et Teng, 1987), de vache (Pierce et al., 

1991 ; Mead et Tweedie, 1990; Goodman et Schanbacher, 1991) et de porc (Alexander et 

al., 1992 ; Lydon et al., 1992) ont également été séquencés. La lactoferrine humaine est 

constituée d'une seule chaîne polypeptidique de 692 résidus d'acides aminés comprenant 

des résidus de cystéine qui forment 16 ponts disulfures (Rey et al., 1990), elle possède une 

masse moléculaire de 80,6 kDa. Il existe 37 % d'homologie entre les moitiés N- et C

terminales, qui constituent les 2lobes de la protéine (Metz-Boutigue et al., 1984). 

L'étude comparative de la séquence peptidique de la lactoferrine et de la transferrine 

met en évidence 59% d'homologie entre les deux protéines (Mazurier et al., 1983 ; Metz

Boutigue et al., 1984). 

b. Structure tridimensionnelle de la lactoferrine 

La cristallisation des lactoferrines humaine et bovine a permis 1' étude de leurs 

structures tridimensionnelles à l'aide de la diffraction des rayons X (Anderson et al., 1987, 

1989). Ainsi, la lactoferrine humaine est formée de deux lobes, le lobe N-terminal 

comprenant les résidus d'acides aminés 1 à 332 et le lobe C-terminal comprenant les 

résidus 344 à 692. L'hydrolyse enzymatique ménagée de la lactoferrine humaine libère 2 

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

protéine. En proportion équimolaire, ces deux fragments sont capables de se réassocier en 

un complexe non covalent qui possède des propriétés électrophorétiques et 

spectroscopiques voisines de celles de la lactoferrine humaine (Legrand et al., 1986). Ces 

deux lobes sont reliés par un petit peptide en hélice a (Legrand et al., 1986) et sont orientés 

en position antiparallèle (angle 150°). Le lobe N-terminal peut se superposer au lobe C

terminal après une rotation de 180° et une translation de 25A (figure 3, page 25). 

Chacun des lobes de la lactoferrine est subdivisé en deux domaines d'environ 160 

résidus d'acides aminés à l'interface desquels se trouve le site de fixation du fer. Les deux 

domaines possèdent la même organisation structurale basée sur l'alternance de feuillets ~ et 

d'hélices a (Anderson et al., 1987, 1989; Baker et al., 1987). Ainsi, les domaines N I 

(résidus 1 à 91 et 253 à 664) et N II (résidus 92 à 252) constituent le lobe N-terminal alors 

que les domaines CI (résidus 345 à 433 et 596 à 663) etC II (résidus 434 à 595) forment le 

lobe C-terminal. 
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Figure 3 : Structure tridimensionnelle de la lactoferrine humaine. 
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La lactoferrine humaine peut adopter deux conformations : une conformation ouverte 

préférentiellement rencontrée dans la forme apo-protéine et une conformation fermée 

trouvée plus fréquemment sur la forme saturée en fer. Ce phénomène s'explique par la 

mobilité du domaine NI de la lactoferrine humaine qui peut pivoter de 30° par rapport au 

domaine II, cette rotation s'effectuant autour des résidus His91 et Pro251 localisés dans la 

région interdomaine entre deux feuillets ~ et deux hélices a (Anderson et al., 1990). 

La lactoferrine possède non seulement une structure primaire mais également une 

conformation spatiale très proche de celle de la transferrine. Ainsi, le repliement de la 

chaîne peptidique est identique entre les deux protéines (Baldwin, 1993). 

c. Les sites de fixation du fer de la /actoferrine 

La lactoferrine, comme la transferrine, peut fixer de manière réversible deux ions 

ferriques, la fixation de chaque ion ferrique nécessitant la liaison simultanée d'un ion 

carbonate (Aisen et Listowsky, 1980). La lactoferrine du lait est principalement présente 

sous forme non saturée en fer (Lëmnerdal et al., 1985), le pourcentage de saturation en fer 

variant de 6 à 8% (Levay et Viljoen, 1995; Lonnerdal et Iyer, 1995 pour revues générales). 

L'affinité de la lactoferrine pour le fer ferrique est 260 fois plus forte que celle de la 

transferrine, la constante d'association de la transferrine avec deux ions ferriques étant de 

l'ordre de 1024 M à pH 6,4 (Aisen et Liebman, 1972). Ces résultats suggèrent que la 

lactoferrine fixe le fer préférentiellement à la transferrine en présence de cette dernière 

(Aisen et Listowsky, 1980). Bien que la structure tridimensionnelle des sites de fixation du 

fer de la lactoferrine soit similaire à celle des sites de la transferrine, le fer est libéré à des 

pH différents. La lactoferrine est complètement désaturée à un pH voisin de 2,5 (Montreuil 

et Mullet, 1960 ; Mazurier et Spik, 1980). 

Les sites de fixation du fer de la lactoferrine humaine ont été précisément déterminés 

par diffraction des rayons X à 3,5 A (Anderson et al., 1987 ; Baker et al., 1987), à 2,5 A 

(Anderson et al., 1989), à 2,2 A (Haridas et al., 1995) et montrent l'implication d'un ion 

carbonate et d'une molécule d'H20 dans la liaison du fer au site de fixation (figure 4, page 

27). De plus, les résidus d'acides aminés sont identiques dans chacun des lobes : 



Asp 60 

27 

Arg 121 
hélice 121-134 

Tyr192 

Figure 4 : Représentation schématique de la structure du site de fixation du fer 

de la lactoferrine humaine (Anderson et al., 1987, 1989, 1994). 
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- Asp 61
, Tyr 93

, Tyr 193
, His 254

, dans le lobe N-terminal, 

- Asp 396
, Tyr 436

, Tyr 509
, His 378

, dans le lobe C-terminal. 

Cependant, il existe une différence de stabilité pour chacun des sites. Ainsi, après 

séparation des deux lobes par hydrolyse ménagée, le fer est libéré du lobe N-terminal à pH 

5,8, et du lobe C-terminal à pH 4 (Mazurier et Spik, 1980). Les changements 

conformationnels qui se produisent lors de la fixation du fer pourraient expliquer cette 

modification. En effet, le site de fixation du fer du lobe N-terminal de l'apolactoferrine est 

largement ouvert, alors que celui du lobe C-terminal est beaucoup plus étroit. La liaison du 

fer dans le lobe N-terminal s'accompagne d'une rotation du domaine N II qui referme le 

site de fixation stabilisant ainsi la protéine (Anderson et al., 1994 ; Haridas et al., 1995). 

Par ailleurs, le lobe C-terminal possède une structure plus compacte, qui est due à la 

présence de ponts disulfure supplémentaires dans ce lobe (Baker et al., 1987, 1991 ; 

Anderson et al., 1989). La présence de ces ponts pourrait conférer une flexibilité réduite au 

lobe C-terminal, et donc augmenter la stabilité du complexe avec le fer. La fixation du fer 

sur la lactoferrine stabilise la molécule qui devient moins sensible à la dénaturation et la 

dégradation protéolytique (Anderson et al., 1989 ; Baker et al., 1991 ). 

La lactoferrine peut également fixer d'autres ions métalliques tels que le Cu2
+, le 

Mn2
+ et l' ArJ+ (Harrington, 1992). Cependant la présence de ces ions liés à la lactoferrine 

reste mineure par rapport au fer, ce métal étant majoritaire dans l'organisme. 

d. Les glycannes de la Jactoferrine 

Des études réalisées dans notre laboratoire ont mis en évidence la structure des 

glycannes portés par les protéines de la famille des transferrines et en particulier de la 

lactoferrine (Spik et al., 1982). Il existe une grande diversité, d'une part, au niveau du 

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

structure de ces glycannes (Spik et al., 1982, 1994 ). Les glycannes semblent 

caractéristiques de chaque espèce (Spik, 1988 ; Montreuil et al., 1997). 

La lactoferrine isolée du lait de femme possède trois sites potentiels de N

glycosylation sur les résidus Asn138 dans le lobe N-terminal et sur les résidus Asn479 et 

Asn624 dans le lobe C-terminal. Les résidus Asn font partie de séquences de type Asn-Xaa

Thr/Ser, qui caractérisent les sites de N-g1ycosylation. La glycosylation semble s'effectuer 
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préférentiellement sur les résidus Asn138 et Asn479 dans 85 % des molécules de lactoferrine 

humaine, alors que la glycosylation d'un seul site sur 1 'Asn 479 apparaît seulement dans 5 % 

des cas. Cependant, les trois sites peuvent simultanément être glycosylés pour 9 % des 

molécules (van Berkel et al., 1996). 

Les glycannes de la lactoferrine humaine sont de type N-acétyllactosaminique mono

ou disialylés et fucosylés (Spik et al., 1982). Les résidus de fucose sont branchés en a-1 ,6 

sur la N-acétylglucosamine du point d'attache ou en a-1,3 sur la N-acétylglucosamine 5' de 

l'antenne liée en a-1,6. La lactoferrine leucocytaire diffère de la précédente par l'absence 

de résidus de fucose (Derisbourg et al., 1990). 

2. Sites de reconnaissance de la lactoferrine avec ses 

ligands 

La lactoferrine est capable de se fixer à de nombreuses molécules et récepteurs. Ces 

interactions s'effectuent par l'intermédiaire de différents sites de reconnaissance qui ont 

tous été identifiés dans le domaine NI de la molécule (figure 5 A, page 31 ). 

a. Zone d'interaction de la lactoferrine avec le récepteur 

lymphocytaire 

La lactoferrine interagit avec les lymphocytes de la circulation périphérique par 

l'intermédiaire d'un récepteur spécifique dont l'expression est induite après stimulation des 

cellules par la phytohémagglutinine (Mazurier et al., 1989). Ce récepteur est également 

présent à la surface d'autres types cellulaires tels que les cellules de la lignée 

lymphoblastique T Jurkat (Bi et al., 1994), les plaquettes (Leveugle et al., 1993), les 

mégacaryocytes (Nillesse et al., 1994) et des cellules du système nerveux central 

(Faucheux et al., 1995). 

Le fragment N-terminal de 30 kDa (résidus 4 à 281 ), produit par hydrolyse trypsique 

ménagée de la lactoferrine, interagit avec les lymphocytes activés avec la même affinité 

que la protéine native, alors que le domaine N II du lobe N-terminal (résidus 91 à 257), 

ainsi que le fragment trypsique de 50 kDa ne sont pas reconnus par les cellules (Rochard et 

al., 1989). Ces résultats suggèrent que le site de reconnaissance de la lactoferrine au 
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récepteur lymphocytaire est localisé au niveau du lobe N-terminal et plus précisément dans 

le domaine N I (résidus 4 à 90 et/ou 258 à 281). L'hydrolyse ménagée du fragment N

terminal conduit à l'obtention d'un peptide de 6 kDa (résidus 4 à 52) qui est capable 

d'inhiber la fixation de la lactoferrine aux lymphocytes activés, cette région est constituée 

de deux feuillets plissés ~ reliés par des structures en hélice a. De plus, la modification de 

la lactoferrine par fixation de FITC (« fluorescein isothiocyanate ») ou d'agents chimiques 

perturbe les paramètres de fixation de la protéine aux cellules de la lignée lymphoblastique 

T Jurkat en masquant la région 4-52 de la lactoferrine. 

La région 4-52 de la lactoferrine est constituée de deux boucles accessibles en surface 

correspondant aux résidus d'acides aminés 28 à 34 et 38 à 45 qui sont probablement 

impliquées dans le site de reconnaissance de la lactoferrine au récepteur lymphocytaire 

(Legrand et al., 1991, 1992) (figure 5 B, page 31). Plus récemment, l'analyse de cette 

région a montré l'importance de l'établissement de liaisons hydrogène dans l'interaction 

spécifique de la lactoferrine au récepteur lymphocytaire, deux sites de liaison seraient 

impliqués dans cette fixation. Le premier site de liaison est localisé au niveau de l'hélice 

al et du feuillet plissé ~2, et serait impliqué dans la sélectivité de l'interaction. Il fait 

intervenir les groupements chimiques des résidus d'acides aminés [Arg3 (-NH), Gln7 (=0), 

Gln23 (=0), Arg24 (-NH) et Ser38 (-OH)]. Le second site, localisé dans les boucles LI et L3, 

interviendrait dans l'affinité de la liaison au récepteur. Il implique les résidus d'acides 

aminés Pro14
, Phe20

, Asp43
, Ser44

, Pro45 et Gln47
. De plus, l'analyse des énergies 

d'interactions stériques suggère que les résidus d'acides aminés Arg3
, Phe20

, Gnf1
, Gln23

, 

Arg24
, Arg27

, Ser38 et Gln47 sont également essentiels à l'interaction de la lactoferrine au 

récepteur (Elass et al., 1996a, b ). 

b. Zone d'interaction de la lactoferrine avec les protéoglycannes 

De part sa composition fortement basique, la lactoferrine humaine possède la 

capacité de fixer des macromolécules polyanioniques telles que les glycosaminoglycannes 

(GAG) sulfatés (Blackberg et Hemell, 1980). Ainsi, la technique de chromatographie sur 

héparine-Sépharose a largement été utilisée pour purifier la lactoferrine humaine. La 

fixation de la lactoferrine sur l'héparine est également inhibée par les héparanes sulfates et 

les chondroïtines sulfates (Zou et al., 1992). L'analyse des séquences de plusieurs 
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1 
Site d'interaction de la lactoferrine 
avec le récepteur lymphocytaire 

Site d'interaction de la lactoferrine 
avec les lipopolysaccharides 

Figure 5 : Sites de reconnaissance de la lactoferrine avec ses ligands. 
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fragments protéolytiques de la lactoferrine, qui sont retenus sur une colonne d'héparine

Sépharose, suggère que la fixation de la lactoferrine sur les GAG s'effectue par 

l'intermédiaire de la partie N-terminale de la molécule, et plus précisément les 33 premiers 

résidus d'acides aminés N-terminaux (Mann et al., 1994). Cette région se lie à l'héparine 

de la même manière que la lactoferrine native. Par contre, cette même région délétée des 6 

premiers résidus d'acides aminés (Glu1-Arg2-Arg3-Arg4-Arg5-Ser6
) ne fixe que très 

faiblement les GAG. Ce domaine N-terminal contient également une deuxième région très 

basique Arg-Lys-Val-Arg en position 28 à 31. Ces deux séquences de résidus d'acides 

aminés basiques ressemblent à des sites potentiels de fixation à l'héparine qui sont présents 

sur d'autres protéines (Cardin et Weintraub, 1989). Ces résultats suggèrent que les deux 

séquences agissent en synergie pour former un site d'interaction avec les protéoglycannes 

(figure 5 C, page 31). La modélisation moléculaire de cette région de la lactoferrine 

conforte cette hypothèse, les deux séquences étant positionnées en surface de la protéine à 

proximité l'une de l'autre. Cette région forme un domaine très basique qui peut interagir 

avec les GAG (Mann et al., 1994). Cependant, les travaux de Wu et coll. (1995a) basés sur 

la structure cristallographique de la lactoferrine suggèrent que le domaine d'interaction 

avec les protéoglycannes serait formé par un motif structural unique composé des résidus 

d'acides aminés: Arg5
, Arg25

, Arg28
, Arg31 et Lys29

. 

Les GAG sont un des constituants majeurs des protéoglycannes qui se trouvent à la 

surface de la plupart des cellules et de la matrice extracellulaire. Il semble que les résidus 

d' Arg2
-
5 de la lactoferrine jouent un rôle important dans l'interaction de la protéine avec les 

cellules de la lignée T lymphoblastique Jurkat établie majoritairement par l'intermédiaire 

de molécules sulfatées (Legrand et al., 1997). En effet, 1 'utilisation de différentes 

lactoferrines délétées dans leur extrémité N-terminale (hLf2
N, hLf3

N, hLf4
N, rhLf5

N) 

montre que l'interaction de la lactoferrine avec des sites de fixation présents en un nombre 

important à la surface des cellules Jurkat dépend de la séquence Arg24 mais pas de l' Arg5 

(Legrand et al., 1997). 
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Meilinger et coll. (1995) ont montré que la lactoferrine interagit avec le LRP présent 

dans une fraction endosomale de foie de rat. La lactoferrine est également capable 

d'inhiber la clearance hépatique des chylomicrons résiduels et les PVLDL (Huettinger et 

al., 1988, 1992). Le LRP est un récepteur multiligand qui permet 1 'internalisation de 

nombreuses molécules telles que les chilomicrons résiduels par reconnaissance de 

l'apolipoprotéine E (Brown et al., 1991). Afin d'étudier l'importance des résidus d'Arg de 

la lactoferrine dans la fixation au récepteur des chilomicrons résiduels ces acides aminés 

ont été chimiquement modifiés. Après modification, la lactoferrine est incapable de 

bloquer la clearance des chilomicrons (Ziere et al., 1992), alors que la seule délétion des 14 

premiers résidus d'acides aminés N-terminaux de la lactoferrine n'affecte pas cette 

compétition (Ziere et al., 1993). Il semble que seul le deuxième cluster basique de 

l'extrémité N-terminale de la lactoferrine soit impliqué dans la liaison avec le LRP (figure 

5 C, page 31). Ce cluster contient la séquence Arg25-X26-X27-Arg28-Lys29-X30-Arg31 qui est 

similaire au site de reconnaissance du récepteur de l'apolipoprotéine E: Arg142-X143-X144-

Arg145 -Lys146 -Arg147 (Huettinger et al., 1992). Ainsi, la lactoferrine pourrait entrer en 

compétition avec l'apolipoprotéine E pour la liaison au LRP par l'intermédiaire de cette 

séquence de reconnaissance. 

d. Zone d'interaction de la lactoferrine avec les lipopolysaccharides 

La lactoferrine est capable de se fixer à la paroi bactérienne par l'intermédiaire des 

lipopolysaccharides (LPS) (Ellison et Giehl, 1991 ). Cette fixation s'effectue plus 

précisément sur le lipide A des LPS (Appelmelk et al., 1994). Il s'ensuit une libération de 

LPS endommageant irrémédiablement la membrane externe des bactéries (Ellison et al., 

1988, 1990). L'activité antibactérienne de la lactoferrine a été localisée sur une région de la 

molécule nommée lactoferricine, elle est située dans une boucle du lobe N-terminal formée 

par un pont disulfure entre les résidus d'acides aminés Cys20 et Cys37 comprenant ainsi 18 

acides aminés (Bellamy et al., 1992a, b) (figure 5 D, page 31). Elass-Rochard et coll. 

(1995) ont ensuite montré que la boucle 28 à 34 de la lactoferrine humaine est essentielle 

pour sa liaison aux LPS, cette région interagissant directement avec le lipide A. 
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Il. LES RECEPTEURS DE LA LACTOFERRINE 

La lactoferrine interagit avec un grand nombre de types cellulaires par l'intermédiaire 

de molécules de surface ubiquitaires ou des récepteurs spécifiques qui ont été plus ou 

moins bien caractérisés. Elle se lie également aux micro-organismes. 

A. Interaction de la lactoferrine avec des molécules de 

surface ubiquitaires 

1. Les protéoglycannes 

L'interaction de la lactoferrine avec les GAG sulfatés est bien connue (Blackberg et 

Hemell, 1980; Zou et al., 1992; Mann et al., 1994). Bien que ces molécules soient des 

constituants majeurs de la surface de nombreux types cellulaires, leur participation dans la 

fixation de la lactoferrine aux cellules n'a pas été directement démontrée. Cependant, 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 lactoferrine sur les hépatocytes (Mc Abee et Esbensen, 1991) et les 

macrophages (Imber et Pizzo, 1983 ; Moguilevsky et al., 1987). L'addition d'agent 

inhibant la sulfatation pendant la croissance des cellules de la lignée lymphoblastique T 

Jurkat provoque la chute du nombre de sites de fixation de la lactoferrine (Legrand et al., 

1997) suggérant que la protéine interagit principalement avec des molécules sulfatées à la 

surface de ces cellules. 

La fixation de la lactoferrine aux protéoglycannes pourrait également jouer un rôle 

dans les phénomènes biologiques. En effet, la protéase RMCP1 («Rat Mast Cell Protease » 

1) est sécrétée dans la circulation où elle forme un complexe avec des composés 

hépariniques, qui lui permettent de résister aux inhibiteurs de protéases. Par son affinité à 

1 'héparine, la lactoferrine entre en compétition avec le RMPC 1. Cette protéase devient 

ainsi très vulnérable aux attaques protéolytiques ce qui inhibe son activité (Pejler, 1996). 

La lactoferrine pourrait également perturber la régulation négative de facteurs de 
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coagulation tels que la thrombine, qui sont inhibés par l'héparine. En se fixant aux GAG 

qui ont un effet an ti -thrombique reconnu (Pratt, 1993) la lactoferrine serait capable 

d'interférer avec le processus de coagulation (Wu et al., 1995b ). 

2. Les lectines 

La présence de résidus de fucose dans les chaînes glycanniques de la lactoferrine 

humaine semble être essentielle à sa fixation sur le récepteur entérocytaire simien 

(Davidson et Lonnerdal, 1988), cette interaction intervenant par 1' intermédiaire de 

récepteurs de type lectinique, spécifiques du fucose. En parallèle, la fixation de la 

lactoferrine humaine sur les macrophages alvéolaires humains est inhibée par des 

néoglycoprotéines à mannose et fucose, suggérant l'existence d'un récepteur de type 

lectinique capable de reconnaître des chaînes glycanniques renfermant à la fois des résidus 

de fucose et/ou de mannose en position externe (Goavec et al., 1985). 

3. Les composés acides 

La lactoferrine est une glycoprotéine possédant un pHi très basique et pourrait de ce 

fait interagir avec des groupements anioniques présents à la surface des cellules tels que les 

acides nucléiques attachés ou associés aux membranes. 

La lactoferrine est ainsi capable de se lier à des molécules d'ADN membranaires 

présentes à la surface des monocytes. En effet, le traitement des cellules par des 

endonucléases provoque une chute de la fixation de la lactoferrine. L'addition d'ADN 

exogène aux cellules traitées restaure la capacité de fixation des cellules à la lactoferrine 

(Bennett et al., 1983). La lactoferrine interagit également avec de l'ADN membranaire à la 

surface des neutrophiles (Bennett et al., 1986). 

L'affinité de la lactoferrine pour l'ADN pourrait également permettre sa liaison à 

1 'ADN nucléaire. Il semble que de la lactoferrine pourrait être transportée jusqu'au noyau 

(Garré et al., 1992). Le transcrit de ~Lf qui ne code pas pour le peptide signal de la 

lactoferrine mène certainement à la traduction d'une protéine qui n'emprunte pas les voies 

de sécrétion naturelle mais qui pourrait par l'intermédiaire de ses séquences d'adressage 

nucléaire atteindre le noyau (Siebert et Huang, 1997). Ainsi, He et Furrnanski (1995) ont 
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mis en évidence trois séquences consensus d'ADN, auxquelles la lactoferrine se lie. En 

interagissant avec ces séquences consensus placées en amont d'un gène reporter CAT 

( « Chloremphenicol Acetyl Transferase ») la lactoferrine est capable d'activer le gène CA T 

dans les cellules K562 (He et Furmanski, 1995). La lactoferrine pourrait ainsi agir en tant 

que facteur de transcription. 

B. Interaction de la lactoferrine avec les cellules de 

l'organisme 

1 . Les hépatocytes 

La concentration plasmatique de la lactoferrine est toujours maintenue à un niveau 

peu élevé. Cette régulation s'explique par son élimination très rapide par le foie (Bennett et 

Kokocinski, 1979). Ce phénomène d'endocytose suggère 1' existence de récepteurs 

spécifiques de la lactoferrine à la surface des cellules hépatiques. Debanne et coll. (1985) 

ont initialement montré que des préparations membranaires de foie de rat interagissent avec 

la lactoferrine humaine, et que 88 % des molécules fixées sont associées avec les cellules 

parenchymateuses. La fixation de la lactoferrine sur les hépatocytes serait de nature 

électrostatique, due à la forte basicité de la molécule. Ces travaux ont ensuite été 

controversés par la découverte de récepteurs spécifiques de la lactoferrine à la surface des 

hépatocytes. Cependant, la majorité de ces études a été réalisée en système hétérologue 

posant le problème de la réalité physiologique de ces interactions. 

a. Le LRP 

La lactoferrine humaine possède la capacité de réduire la clearance hépatique des 

chylomicrons résiduels (Huettinger et al., 1988, 1992 ; Ziere et al., 1992), elle interagit 

également avec le LRP (Meilinger et al., 1995). Ce récepteur ubiquitaire fixe de nombreux 

ligands tels que les lipoprotéines plasmatiques et les complexes protéase-antiprotéase. Il est 

composé de deux sous-unités, une première sous-unité transmembranaire de 85 kDa et une 

deuxième sous-unité extracellulaire de 515 kDa sur laquelle se fixe la lactoferrine. Cette 

fixation est spécifique et dépend du Ca2
+. La lactoferrine possède une région qui est 

similaire au site de reconnaissance des récepteurs LDL présent sur l'apolipoprotéine E qui 
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lui permet d'entrer en compétition avec les LDL (Huettinger et al., 1992; Willnow et al., 

1992). Il existe un inhibiteur naturel du LRP : la protéine RAP (« Receptor Associated 

Protein »), qui est toujours présente dans les préparations purifiées de LRP. De plus, cette 

protéine est capable d'empêcher la fixation de tous les ligands du LRP (Herz et al., 1991). 

La RAP est une protéine résidante du réticulum endoplasmique (Bu et al., 1995 ; Bu et 

Rennke, 1996), elle semble avoir une fonction de protéine chaperonne pour le LRP afin de 

le maintenir sous une forme inactive le long de la voie de sécrétion (Willnow et al., 1996). 

Ainsi, la RAP inhibe l'interaction de la lactoferrine humaine sur le LRP immobilisé 

(Mielinger et al., 1995). L'endocytose et la dégradation de la lactoferrine par des 

fibroblastes sont également inhibées par la RAP (Willnow et al., 1992). Récemment, les 

sites de fixation de la RAP, de la lactoferrine et de l'inhibiteur de l'activateur du 

plasminogène sur le LRP ont été identifiés. Il s'agit d'une région de la protéine qui contient 

trois répétitions successives de type complément appelées C5 à C7. Des expériences de 

compétition ont montré que la fixation des différentes protéines pouvait être inhibée en 

présence des autres, suggérant que la RAP agirait par compétition directe pour inhiber la 

fixation des différents ligands du LRP (Vash et al., 1998). 

b. La sous-unité majeure du récepteur des asialoprotéines (RHL-1) 

La lactoferrine bovine interagit avec des hépatocytes isolés du foie de rat de manière 

spécifique et indépendamment de son degré de saturation en fer, à un pH optimal égal à 7. 

Cette interaction met en jeu deux classes de sites de fixation. Un site de fixation de haute 

affinité dépendant du Ca2+ (Kd = 20 nM ; N = 1.106 sites/cellule), et un deuxième site de 

fixation de basse affinité indépendant du Ca2
+ (Kd = 700 nM; N = 20.106 sites/cellule) 

mais sensible aux dextrans sulfatés, qui pourrait être en partie des héparanes sulfates (Hu et 

al., 1993) et des chondroïtines sulfates (Ziere et al., 1996). Plusieurs techniques d'études 

ont permis de mettre en évidence la nature biochimique du récepteur hépatocytaire de haute 

affinité de la lactoferrine bovine. Il s'agit de la sous-unité majeure du récepteur des 

asialoprotéines (RHL-1) qui est une protéine monocaténaire de 45 kDa. L'interaction de la 

lactoferrine avec les hépatocytes est inhibée en présence de lactose (Bennatt et Mc Abee, 

1997; Bennatt et al., 1997). De la même manière, l'asialo-orosomucoïde bloque la fixation 

et l'endocytose de la lactoferrine par les hépatocytes (Mc Abee et Ling, 1997). Cependant, 

la déglycosylation de la lactoferrine n'affecte pas son interaction avec ce récepteur (Bennatt 
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et Mc Abee, 1997a). Ces résultats suggèrent que la lactoferrine pourrait interagir avec les 

hépatocytes au niveau du domaine de reconnaissance des glycannes de RHL-1, de manière 

indépendante de ses chaînes glycanniques (Bennatt et Mc Abee, 1997 ; Bennatt et al., 

1997). 

L'apolactoferrine, aussi bien que la forme saturée de la lactoferrine, sont endocytées 

dans les hépatocytes par l'intermédiaire des sites de fixation dépendants du Ca2
+. Cette 

internalisation fait intervenir des puits recouverts de clathrine (Mc Abee et Esbensen, 

1991 ). L'endocytose de la lactoferrine est suivie du recyclage sous forme intacte de 70 % 

des molécules endocytées (Mc Abee et al., 1993). Le reste des molécules endocytées est 

dégradé, les fragments produits sont ensuite relargués à la surface des cellules, tandis que le 

fer ainsi libéré s'accumule dans les cellules (Mc Abee, 1995). L'endocytose par 

l'intermédiaire de ce récepteur n'est pas affectée par la présence de chélateurs de fer (Mc 

Abee et al., 1993). 

Par contre, la culture des cellules hépatocytaires en présence d'une surcharge de fer 

provoque l'augmentation de la fixation et de l'internalisation de la lactoferrine bovine par 

les cellules d'un facteur 2 à 6 par rapport aux cellules contrôles. Cet effet est réversible en 

présence de chélateur de fer. Cette augmentation serait due à la présence accrue de 

récepteurs de la lactoferrine à la surface des cellules (Mc Abee et Ling, 1997). 

Ces résultats suggèrent l'existence de spécificités d'espèces dans l'interaction 

lactoferrine-récepteurs hépatocytaires. La liaison initiale de la lactoferrine humaine avec les 

cellules parenchymateuses hépatiques semble impliquer le LRP, alors que la lactoferrine 

bovine interagirait avec les cellules par l'intermédiaire de RHL-1 et d'un récepteur 

spécifiquement induit par un excès de fer. 

2. Les entérocytes 

La lactoferrine humaine est présente en faible quantité dans l'intestin de l'enfant 

nouveau-né sous forme intacte (Spik, 1988), elle est également capable de céder son fer au 

tissu intestinal de biopsie humaine (Cox et al., 1979). Cette capture du fer à partir de la 

lactoferrine dans les cellules intestinales suggère l'existence d'un récepteur spécifique de la 

lactoferrine à la surface des cellules épithéliales de la bordure en brosse de l'intestin. 
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Mazurier et coll. (1985) ont montré que des préparations de vésicules membranaires 

de la bordure en brosse d'intestin de lapin interagissent avec la lactoferrine humaine, cette 

fixation est spécifique, saturable et dépend de la concentration en ions Ca2
+. Des 

expériences de fixation sur des protéines membranaires immobilisées ont montré que la 

lactoferrine interagit avec une molécule membranaire de 1 00 kDa. Il existe également un 

récepteur entérocytaire de la lactoferrine chez la souris. Ce récepteur est spécifique de la 

lactoferrine isolée du lait mais interagit également avec la lactoferrine d'autres espèces 

animales, cependant 1' affinité du récepteur est plus importante pour le ligand homologue. 

La fixation de la lactoferrine murine sur son récepteur est dépendante du pH avec un pH 

optimal de 5,5, ainsi que de la concentration en Ca2
+ et semble être indépendante de la 

glycosylation de la molécule (Hu et al., 1988). La chromatographie d'affinité sur 

lactoferrine immobilisée a permis la purification de ce récepteur, il s'agit d'une protéine 

monocaténaire dont la masse moléculaire est environ de 130 kDa et le pHi est égal à 5,8. 

La digestion à la N-glycanase et à l'endo N-f3-D-glucosaminidase B de ce récepteur 

provoque une perte de 25 kDa de masse moléculaire, alors que l'endo N-f3-D

glucosaminidase H n'altère pas la molécule, suggérant que le récepteur murin porte des 

glycannes bi- et tri-antennés. L'utilisation d'agents de couplage montre qu'une molécule de 

récepteur fixe une seule molécule de lactoferrine (Hu et al., 1990). 

Un modèle d'étude simien, plus proche de l'espèce humaine, a également été utilisé 

afin de mettre en évidence le récepteur entérocytaire de la lactoferrine. Ainsi, les 

lactoferrines humaine et simienne sont capables d'interagir avec des préparations de 

vésicules membranaires de la bordure en brosse d'intestin grêle de singe Rhésus, de 

manière spécifique et saturable, la fixation étant dépendante de la glycosylation de la 

molécule. Ainsi, la défucosylation de la lactoferrine provoque une chute importante de la 

fixation de la molécule (Davidson et Lonnerdal, 1988). Ces préparations de vésicules 

membranaires sont également capables de capter le fer de la lactoferrine et de 1' accumuler. 

La lactoferrine partiellement saturée en fer délivre avec efficacité son fer, bien que son 

affinité pour le récepteur soit plus basse que la forme complètement saturée. Des 

expériences de compétition ont ensuite montré que le degré de saturation en fer de la 

lactoferrine et sa dégradation partielle par protéolyse n'affectent que très légèrement ses 

capacités d'interaction (Davidson et al., 1990). 
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La chromatographie d'affinité sur lactoferrine humaine immobilisée a permis 

l'isolement du récepteur entérocytaire humain de la lactoferrine à partir de préparations de 

vésicules membranaires de tissu fœtal d'intestin grêle humain. Ce récepteur possède une 

masse moléculaire de 114 kDa, il est composé de trois sous-unités de 37 kDa chacune. La 

fixation de la lactoferrine sur son récepteur est spécifique et dépendante du pH avec un pH 

optimal allant de 6,5 à 7,5. Le récepteur est capable d'interagir avec une demi-molécule de 

lactoferrine avec la même affinité que la molécule intacte (Kawakami et Lënnerdal, 1991). 

L'étude de l'interaction de la lactoferrine a également été réalisée sur les cellules de 

la lignée HT29D4 dérivée d'un adénocarcinome colique humain. La lactoferrine interagit 

avec les cellules entérocytaires de manière spécifique, saturable et réversible, suggérant 

l'existence d'un récepteur spécifique de la lactoferrine humaine à la surface de ces cellules. 

La lactoferrine forme un complexe avec son récepteur de 300 kDa de masse moléculaire 

(Roiron et al., 1989). Le lysozyme, l'albumine et le fucose n'affectent pas la fixation de la 

lactoferrine sur les cellules, montrant que l'interaction de la lactoferrine avec son récepteur 

ne dépend pas de forces électrostatiques ni de la fucosylation de la protéine. Le degré de 

saturation de la lactoferrine n'intervient pas non plus dans la fixation, le fer n'étant pas 

impliqué dans le phénomène de reconnaissance (Roiron-Lagroux et Figarella, 1994 ). Par 

contre, l'addition d'acide picolinique, qui est un chélateur de fer, au milieu de culture des 

cellules de la lignée HT29-18-C 1 provoque une augmentation de la fixation de la 

lactoferrine sur la face apicale des cellules entérocytaires qui est dépendante de la 

concentration et de la durée du traitement. Cette augmentation de fixation est due à une 

apparition accrue de sites de fixation de la lactoferrine à la surface des cellules, l'affinité 

des sites de fixation n'étant pas affectée. Cet effet est aboli en présence d'anisomycine qui 

est un inhibiteur de synthèse protéique. Ainsi, la biosynthèse du récepteur de la lactoferrine 

pourrait être régulée en réponse à la concentration intracellulaire de fer dans les cellules 

épithéliales entérocytaires (Mikogami et al., 1995). 

Roiron-Lagroux et Figarella (1990) ont montré qu'après fixation aux cellules 

HT29D4 la lactoferrine n'est pas intemalisée. Par contre, la lactoferrine pénètre à 

l'intérieur des cellules HT29 différenciées par un mécanisme d'endocytose qui est suivie de 

la dégradation de la protéine dans les lysosomes (Derisbourg et al., 1990). La culture en 

monocouche des cellules de la lignée HT29cl.19A sur un filtre poreux a permis l'étude du 

transport transépithélial de la lactoferrine et de son fer. La lactoferrine interagit avec la face 
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apicale des cellules de la monocouche, elle traverse ensuite la monocouche de cellules par 

un mécanisme transcellulaire et non paracellulaire. Après le transport, l'analyse 

électrophorétique montre que la molécule est majoritairement transportée sous forme 

dégradée, alors que seule une faible quantité de protéine reste intacte. Il semble que la 

lactoferrine traverse les cellules de la monocouche par l'intermédiaire de deux mécanismes 

de transport différents : une voie majeure de dégradation qui conduit à la libération du fer 

de 90 % des molécules de lactoferrine, le fer étant retenu dans les cellules et les fragments 

de la protéine transportés vers le compartiment basolatéral et une voie mineure qui aboutit 

au transport de la protéine sous forme intacte et saturée en fer (Mikogami et al., 1994). 

Il semble que la fixation de la lactoferrine à la surface des cellules entérocytaires est 

majoritairement suivie de sa dégradation à l'intérieur des cellules, seul un faible 

pourcentage des protéines endocytées traverse les cellules sans être dégradé. 

3. Les cellules épithéliales de la glande mammaire 

Les récepteurs de la lactoferrine ont été mis en évidence pour la première fois sur les 

cellules épithéliales de la glande mammaire par Rochard et coll. (1992). Les méthodes de 

Scatchard et de cytofluorimètrie en flux ont permis d'étudier l'expression de ces récepteurs 

et les paramètres de fixation de la lactoferrine en fonction de conditions 

physiopathologiques. L'expression des récepteurs de la lactoferrine n'apparaît pas être 

corrélée à l'état normal, transformé ou pathologique de ces cellules. L'environnement 

hormonal ne semble pas davantage influencer cette expression. En effet, les paramètres de 

fixation de la lactoferrine sur les cellules cancéreuses hormona-dépendantes sont similaires 

à ceux trouvés pour les cellules cancéreuses hormona-indépendantes. Chacune des lignées 

étudiées fixe la lactoferrine mais avec des affinités faibles et très variables allant de 120 à 

960 nM, reflétant probablement l'interaction de la lactoferrine avec des sites de fixation de 

basse affinité. Ces résultats sont à rapprocher de ceux obtenus pour le facteur de croissance 

FGF pour lequel l'importance du compartiment de faible affinité est proportionnelle à la 

teneur en protéoglycannes de la cellule et est maximale pour la lignée MDA-MB-231 

(Peyrat et al., 1991 ). Cependant, 1 'utilisation d'anticorps dirigés contre le récepteur 

lymphocytaire de la lactoferrine a permis de montrer l'existence de récepteurs spécifiques 

de la lactoferrine sur les cellules mammaires à l'exception des cellules MDA-MB-231, la 
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forte proportion de protéoglycannes à la surface des cellules mammaires pouvant masquer 

la présence de ces récepteurs de haute affinité (Rochard et al., 1992). 

Il semblerait que la lactoferrine interagisse avec les cellules mammaues par 

l'intermédiaire de deux types de sites de fixation, un site de fixation de haute affinité et un 

site de fixation de basse affinité majoritaire de type protéoglycanne. 

4. Les cellules de la circulation sanguine 

De nombreuses études concernant l'interaction de la lactoferrine avec les cellules du 

compartiment sanguin ont été réalisées et montrent que la lactoferrine se lie avec plusieurs 

types cellulaires dérivant de différentes lignées hématopoïétiques présents dans la 

circulation périphérique tels que les neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes et les 

plaquettes. 

a. Les neutrophiles 

La lactoferrine est synthétisée par les leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles 

puis stockée dans leurs granules secondaires (Masson et al., 1969). La dé granulation des 

neutrophiles lors du processus inflammatoire conduit à la libération de la lactoferrine qui se 

fixe à la surface de ces cellules. En effet, Maneva et coll. (1983) ont mis en évidence la 

présence de deux types de sites de fixation de la lactoferrine à la surface des neutrophiles. 

Un site de fixation de haute affinité (Kd = 0,44 nM ; N = 4.104 sites/cellule) et un 

deuxième site de fixation de basse affinité (Kd = 160 nM; N = 8.104 sites/cellule). Par 

contre, Birgens et coll. (1984) n'ont caractérisé qu'un seul site de fixation de la lactoferrine 

sur ces cellules (Kd = 200 nM ; N = 4,6.1 06 sites/cellule). Le nombre de ces sites de 

fixation est augmenté sur les précurseurs myéloïdes des neutrophiles chez des patients 

atteints de leucémie (Birgens et al., 1984). Leur expression pourrait ainsi être régulée au 

cours de la différenciation des neutrophiles. 
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b. Les monocytes/macrophages 

Van Snick et Masson (1976) ont mis en évidence pour la première fois l'interaction 

de la lactoferrine avec les monocytes et les macrophages. De nombreux auteurs ont ensuite 

également décrit cette fixation (Bennett et Davis, 1981 ; Campbell, 1982 ; Birgens et al., 

1983 ; Go avec et al., 1985), cependant la nature de cette interaction et sa signification 

biologique sont encore mal définies. 

Différents auteurs ont déterminé des paramètres de fixation très variables de la 

fixation de la lactoferrine sur les monocytes et les macrophages. Ainsi, Birgens et coll. 

(1983) suggèrent que les monocytes humains lient la lactoferrine avec une forte affinité 

(Kd = 4,5 nM), alors que Britigan et coll. (1991) ont observé une affinité beaucoup plus 

faible (Kd = 3600 nM). Des études concernant les macrophages péritonéaux de souris (Van 

Snick et al., 1977) et les monocytes humains (Birgens et al., 1988) ont montré que la 

lactoferrine est endocytée à l'intérieur de ces cellules, suggérant l'existence de récepteurs 

spécifiques. Ces résultats très divers indiquent que l'interaction de la lactoferrine avec ces 

cellules pourrait être réalisée par l'intermédiaire de plusieurs sites de fixation plus ou 

moins spécifiques. En effet, selon les auteurs pourraient être impliqués : 

- des sites de fixation apparentés au récepteur des LPS (Miyazawa et al., 1991) ; 

- des lectines spécifiques du fucose (Goavec et al., 1985); 

- des charges électrostatiques (Moguilevski et al., 1985); 

- des molécules d'ADN membranaire (Bennett et al., 1983) ; 

-et des récepteurs spécifiques, non encore identifiés (Ismail et Brock, 1993). 

Les sites de reconnaissance de la lactoferrine impliqués dans sa fixation aux cellules 

THP1 différenciées en macrophages ont également été étudiés. Cette interaction mettrait en 

jeu les chaînes glycanniques de type polylactosaminique de la molécule. En effet, la 

fixation de la lactoferrine est inhibée en présence des chaînes oligosaccharidiques 

spécifiques de la lactoferrine et également après élimination de ses chaînes poly-N

acétyllactosaminiques à l'aide d'un traitement par une endo-P-D-galactosidase (Eda et al., 

1996). De plus, Eda et coll. (1997) ont récemment isolé par chromatographie d'affinité sur 

lactoferrine immobilisée des fractions protéiques issues de préparations membranaires de 

cellules THP1 différenciées en macrophages. Ces protéines interagiraient avec la 

lactoferrine par l'intermédiaire de ses chaînes polylactosaminiques. 
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c. Les lymphocytes 

L'interaction de la lactoferrine humaine avec la population lymphocytaire a été bien 

étudiée. Ainsi, la présence de récepteurs spécifiques de la lactoferrine a été suggérée pour 

la première fois à la surface des lymphocytes péritonéaux de souris par V an Snick et 

Masson en 1976, puis à la surface des lymphocytes humains en 1981 par Bennett et Davis. 

L'expression du récepteur de la lactoferrine semble liée au stade de différenciation des 

lymphocytes. En effet, la lactoferrine humaine ne se lie pas aux lymphocytes non activés du 

sang périphérique (Mazurier et al., 1989 ; Hammarstrom et al., 1995), alors que 

l'activation de la population lymphocytaire par le biais d'un agent mitogène, la 

phytohémagglutinine, entraîne l'apparition de récepteurs spécifiques de la protéine à la 

surface des cellules (Kd = 80 nM ; N = 2.105 sites/cellule). Butler et coll. (1990) montrent 

également que la fixation de la lactoferrine à la surface des lymphocytes B est fonction de 

l'état de maturation des cellules. Ainsi, les cellules pré-B représentatives d'un stade 

précoce de différenciation ne fixent pas la lactoferrine, alors que les lymphocytes B 

immatures, représentatifs d'un stade plus tardif, expriment les récepteurs de la lactoferrine 

à leur surface. La maturation des cellules en plasmocytes s'accompagne ensuite de la chute 

de 1' expression de ces récepteurs. Une étude plus large concernant plusieurs populations 

lymphocytaires a récemment été réalisée et montre qu'une proportion significative de 

lymphocytes activés tels que les lymphocytes T CD4+, CDS+, y8, les lymphocytes B et les 

cellules NK interagissent spécifiquement avec la lactoferrine (Mincheva-Nilsson et al., 

1997). Ces auteurs ont également observé que l'addition de lactoferrine au milieu de 

culture des cellules conduit à l'augmentation de l'expression du récepteur de la 

lactoferrine. Ces résultats suggèrent que la concentration de lactoferrine présente pendant 

l'activation des lymphocytes influence l'induction et la durée de l'expression du récepteur 

de la lactoferrine sur ces cellules. 

La chromatographie d'affinité sur anticorps anti-lactoferrine immobilisés a permis la 

purification partielle d'un complexe de la lactoferrine avec le récepteur des lymphocytes 

activés par la phytohémagglutinine (Mazurier et al., 1989). Ce récepteur se présente sous la 

forme d'une glycoprotéine membranaire monomérique de masse moléculaire égale à 

105 kDa, il existe également une forme soluble de 95 kDa qui est sécrétée dans le milieu de 

culture des cellules (Bi et al., 1994). Le récepteur lymphocytaire de la lactoferrine a 

également été identifié à la surface des cellules de la lignée lymphoblastique T Jurkat (Kd 



45 

= 40 nM ; N = 3.105 sites/cellule), ces cellules libèrent une forme tronquée du récepteur de 

la même manière que les lymphocytes activés du sang périphérique. Le récepteur est réparti 

non uniformément à la surface des cellules Jurkat de manière localement concentré et le 

plus souvent associé à des puits recouverts de clathrine, le récepteur est également présent 

à l'intérieur des cellules, localisé à la périphérie de la membrane cytoplasmique, ce qui 

suggère l'internalisation du complexe lactoferrine-récepteur (Bi et al., 1994). 

Sato et coll. (1990) ont été les premiers à montrer que la fixation de la lactoferrine à 

la surface des lymphocytes B était suivie de son internalisation puis de son relargage dans 

le milieu extracellulaire. Bi et coll. (1994, 1996) ont étudié plus précisément ce processus 

d'endocytose de la lactoferrine par les lymphocytes à l'aide des cellules Jurkat. En effet, la 

lactoferrine est intemalisée par les cellules Jurkat indépendamment de son degré de 

saturation en fer. La microscopie confocale a permis la localisation intracellulaire de la 

lactoferrine après internalisation. Ainsi, la protéine est concentrée dans des structures 

vésiculaires, puis relarguée dans le milieu de culture à la fois sous forme intacte et 

dégradée. En effet, 30 à 40 % de la lactoferrine serait dégradée à chaque cycle 

d'endocytose (Bi et al., 1996). 

d. Les plaquettes lmégacaryocytes 

La présence de récepteurs de la lactoferrine humaine a été mise en évidence à la 

surface des plaquettes non activées. Cependant, il existe des controverses quant à la 

présence d'un ou de plusieurs types de sites de fixation. En effet, Nillesse et coll. (1994) 

ont mis en évidence un seul site de fixation (Kd = 242 nM ; N = 125.103 sites/cellule), 

alors que Maneva et coll. (1993) identifient un site de fixation de haute affinité (Ka = 

13,6.109 M; N = 40 sites/cellules) et un deuxième site de fixation de basse affinité (Ka= 

1,23.109 M; N = 135 sites/cellules). Le récepteur plaquettaire a été purifié, il possède des 

propriétés immunologiques et physico-chimiques similaires à celles du récepteur 

lymphocytaire humain (Leveugle et al., 1993). 

Des études ont ensuite été réalisées afin de mettre en évidence la présence de 

récepteurs spécifiques de la lactoferrine à la surface des précurseurs hématopoïétiques des 

plaquettes. Ainsi, les cellules de la lignée mégacaryocytaire Dami fixent la lactoferrine de 

manière spécifique et réversible (Kd = 446 nM; N = 5,2.106 sites/cellule). Cependant, une 
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partie de la population cellulaire est impliquée dans l'interaction, seules les cellules de 

grande taille fixent la lactoferrine. De plus, 1' augmentation du nombre de cellules de 

grande taille au cours de la culture est en corrélation avec l'apparition d'un nombre plus 

important de cellules capables d'interagir avec la lactoferrine, le récepteur de la lactoferrine 

apparaissant au cours de la différenciation des cellules avant la phase d'endomitose 

(Nillesse et al., 1994). 

La lactoferrine interagit donc avec de nombreuses cellules présentes dans la 

circulation sanguine. Ces interactions sont généralement caractérisées par des sites de 

fixation de haute et de basse affinité. La fixation de la lactoferrine est suivie ou non 

d'internalisation spécifique du type cellulaire étudié. 

5. Les cellules du système nerveux central 

Plusieurs études ont décrit la présence de la lactoferrine dans le SNC, d'une part, 

dans le LCR (Terent et al., 1981 ; Hallgren et al., 1982) et, d'autre part, dans les différents 

types cellulaires qui constituent le SNC (Kawamata et al., 1993 ; Leveugle et al., 1994, 

1996). Cette localisation implique l'existence de récepteurs spécifiques de la lactoferrine à 

la surface des cellules du SNC. Ainsi, deux des récepteurs connus de la lactoferrine ont été 

décrits dans le SNC :le LRP et le récepteur de type lymphocytaire (figure 6, page 47). 

La distribution du LRP a été étudiée dans le SNC et montre que ce récepteur est 

présent sur les neurones (Bu et al., 1994; Tooyama et al., 1995), sur quelques cellules 

gliales dont les astrocytes et de manière discontinue le long des capillaires cérébraux 

(Tooyama et al., 1995). Le LRP est associé avec certains désordres neurodégénératifs tels 

que la maladie d'Alzheimer (Rebeck et al., 1995) et, dans ce cas, il est présent en quantité 

plus importante sur certains neurones. Le LRP pourrait donc permettre l'accumulation de la 

lactoferrine dans certaines régions spécifiques du cerveau. 

Le marquage de coupes de tissu cérébral humain à l'aide d'anticorps spécifiques du 

récepteur lymphocytaire humain de la lactoferrine montre la présence de ce récepteur sur 

plusieurs types cellulaires du SNC (Faucheux et al., 1995). En effet, de nombreux neurones 

sont immunomarqués au niveau du périkaryon, des dendrites et de l'axone. La présence de 

neuromélanine dans certains neurones marqués suggère que plusieurs d'entre eux soient 



neurone oligodend rocyte 

astrocyte 

cellule microgliale 

capillaire cérébral 

• récepteur de type lymphocytaire 

l LRP (lipoprotein receptor-associated protein) 

Figure 6 : Distribution des différents récepteurs de la lactoferrine sur les cellules 

du système nerveux central. 
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des neurones dopaminergiques. Des capillaires cérébraux sont également marqués ainsi que 

quelques cellules gliales. La morphologie et la taille de ces cellules suggèrent que la 

majorité d'entre elles sont des astrocytes. Parmi toutes les régions étudiées, le 

mésencéphale se caractérise par un marquage plus intense. Une étude comparative entre 

des patients contrôles et des patients atteints de la maladie de Parkinson montre que le 

nombre de neurones et de capillaires sur lesquels se situe le récepteur de la lactoferrine est 

augmenté dans les régions du mésencéphale où la perte neuronale est la plus sévère. De 

plus, dans la substance noire, l'intensité du marquage des neurones et des capillaires est 

plus importante chez les patients les plus atteints (Faucheux et al., 1995). En parallèle, la 

distribution cellulaire de la lactoferrine est augmentée dans les neurones survivants des 

patients atteints de la maladie de Parkinson (Leveugle et al., 1996). Ces résultats suggèrent 

que l'augmentation de l'expression du récepteur de la lactoferrine pourrait contribuer à 

l'apport de la lactoferrine aux cellules et à son accumulation dans le mésencéphale. 

C. Interaction de la lactoferrine avec les micro-organismes 

1. Les bactéries 

De nombreuses bactéries à Gram- fixent la lactoferrine (Gray-Owen et Schryvers, 

1996 pour revue générale). La lactoferrine interagit avec ces bactéries par l'intermédiaire 

d'un des composants majeurs de leur membrane externe le LPS (Ellison et Giehl, 1991) et 

plus précisément grâce au lipide A (Appelmelk et al., 1994). Cependant, certaines bactéries 

possèdent des récepteurs spécifiques de la lactoferrine. Ainsi, les récepteurs de la famille 

des Neisseriacae ont été bien étudiés. Ces protéines monocaténaires appelées Lbp 

possèdent de nombreuses homologies avec les récepteurs bactériens de la transferrine. 

Deux formes de Lbp ont été identifiées, la LbpA qui a une masse moléculaire de 100 kDa 

et la LbpB qui possède une masse moléculaire de 85 kDa (pour revue générale Gray-Owen 

et Schryvers, 1996). Récemment, une Lbp a été identifiée sur la membrane externe de 

Helicobacter pylori (Dhaenens et al., 1997). Ce récepteur, très spécifique de la lactoferrine 

humaine, n'est exprimé que lorsque les bactéries sont cultivées dans un milieu dépourvu de 

fer. 

Les bactéries interagissent avec la lactoferrine afin de capter son fer, ce phénomène 

apparaît seulement lorsque les bactéries ont un besoin important de fer, suggérant que 
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1' expression des récepteurs bactériens de la lactoferrine serait régulée par le taux de fer 

disponible dans le milieu. 

2. Les parasites 

La lactoferrine humaine est capable d'interagir avec des parasites de l'homme tels 

que Trichomonas vaginalis (Kenneth et al., 1984) et Trypanosoma cruzi (Lima et 

Kierszenbaum, 1985) par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques présents à la surface de 

ces parasites. La lactoferrine fixée aux macrophages pourrait jouer un rôle dans la 

phagocytose de Trypanosoma cruzi par les monocytes, en facilitant l'interaction du parasite 

avec ces cellules (Lima et Kierszenbaum, 1985). 
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Ill. LES ROLES BIOLOGIQUES DE LA LACTOFERRINE 

Les premiers rôles décrits pour la lactoferrine étaient basés sur sa capacité à fixer le 

fer et concernaient plus particulièrement son activité bactériostatique et sa participation 

dans 1' absorption intestinale du fer. Le rôle possible de la lactoferrine dans la nutrition 

martiale résultait de plusieurs observations. D'une part, le lait de femme est extrêmement 

riche en lactoferrine et la majeure partie du fer présent dans le lait humain est fixée à cette 

dernière (Fransson et Lonnerdal, 1980). Ensuite, seuls les nouveau-nés nourris au lait 

maternel maintiennent des réserves en fer correctes jusqu'à l'âge de six mois (Duncan et 

al., 1985 ; Lonnerdal, 1985), suggérant une très grande biodisponibilité en fer du lait 

maternel. D'autre part, des études réalisées in vivo utilisant un radio-isotope du fer ont 

montré que l'absorption du fer est plus importante à partir du lait maternel que du lait 

reconstitué pour nourrisson (Saarinen et al., 1977). Cependant, ces résultats sont 

insuffisants pour prouver que la biodisponibilité en fer du lait maternel serait due à la 

lactoferrine. 

Depuis ces dernières années, les rôles biologiques décrits pour la lactoferrine sont 

centrés presque exclusivement sur la défense de 1' organisme. Bien que ses rôles soient 

nombreux et largement distribués dans 1' organisme, ils sont encore très controversés et 

restent à élucider. 

A. Effet antiviral de la lactoferrine 

L'activité antivirale de la lactoferrine a récemment été mise en évidence. En effet, la 

lactoferrine est capable d'inhiber in vitro l'infection de certains virus, tels que le 

cytomégalovirus humain (HCMV), le virus de l'herpès (HSV-1) (Hasegawa et al., 1994) et 

le virus HIV -1 (Harmsen et al., 1995). Cette activité antivirale est indépendante de la 

présence d'acide sialique, du degré de saturation en fer de la lactoferrine (Hasegawa et al., 

1994) et également du type de métal fixé à la molécule (Marchetti et al., 1998). La 

lactoferrine agit en prévenant l'adsorption et/ou la pénétration des virus dans les cellules 

hôtes. En effet, la seule pré-incubation des cellules en présence de la lactoferrine est 
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suffisante pour empêcher l'infection par le virus HCMV (Hasegawa et al., 1994). La 

liaison des particules virales HSV -1 aux cellules hôtes est également fortement inhibée 

lorsque la lactoferrine est ajoutée au cours de la phase d'attachement du virus aux cellules 

(Marchetti et al., 1996). Par contre, elle est incapable d'inhiber l'infection du virus HCMV 

lorsque cette dernière est déjà engagée (Harmsen et al., 1995), suggérant qu'elle 

interviendrait sur les événements précoces de l'infection virale. Les voies infectieuses de 

certains virus font intervenir un mécanisme d'adsorption aux GAGs des membranes des 

cellules hôtes (Compton et al., 1993 ). La lactoferrine est connue pour interagir avec des 

molécules de type héparinique (Wu et al., 1995a). Ainsi, en se fixant aux GAGs des 

cellules hôtes, elle pourrait inhiber 1' adsorption de ces virus. Par contre, la lactoferrine est 

incapable d'interférer avec la synthèse ou la production des virus de type rotavirus 

lorsqu'elle est incubée avec les cellules HT-29 avant l'infection virale. Cependant, elle est 

capable d'inhiber la réplication des rotavirus quand elle est présente au cours de l'étape 

d'adsorption virale. Les rotavirus reconnaissent des récepteurs présents à la surface des 

cellules HT-29 qui sont différents des GAGs, suggérant que la lactoferrine ne pourrait pas 

entrer en compétition avec les particules virales pour la fixation à leurs récepteurs 

cellulaires, mais préviendrait l'infection virale par fixation directe sur les rotavirus (Superti 

et al., 1997). 

L'effet antiviral de la lactoferrine a également été étudié in vivo. En effet, un 

traitement associant la lactoferrine et l'IFN-y diminue fortement la charge virale de souris 

infectées par le virus Friend. Ce traitement augmente également le taux de survie des souris 

infectées (Lu et al., 1991 ). De plus, 1' administration de lactoferrine à des souris infectées 

par le virus MCMV les protège complètement de la mort due à l'infection. Ce phénomène 

s'accompagne de l'augmentation significative de l'activité des cellules NK. Ainsi, l'effet 

antiviral in vivo de la lactoferrine serait réalisé par l'intermédiaire des cellules NK 

(Shimizu et al., 1996). Ces résultats suggèrent que la lactoferrine pourrait exercer un effet 

significatif sur la réponse immunitaire lors de la phase précoce de l'infection virale en 

activant les cellules compétentes du système immunitaire indépendant du CMH (complexe 

majeur d'histocompatibilité). 

Cette action antivirale de la lactoferrine ouvre une nouvelle voie dans la prévention et 

la thérapie des infections virales. 
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B. Effets antibactérien et antifongique 

La lactoferrine possède un large spectre antimicrobien qui s'étend des bactéries 

Gram- et Gram+, aux levures et champignons (Brock et al., 1984 ; Boesman-Finkelstein et 

Finkelstein, 1985 ; Bellamy et al., 1992a, 1993). 

1. Activités bactériostatique et bactéricide 

Le fer est un élément essentiel à la croissance et à la prolifération de nombreux 

micro-organismes. La lactoferrine est sécrétée dans les fluides biologiques sous forme non 

saturée ou faiblement saturée en fer (entre 6 et 8 %). Ainsi, l'apolactoferrine par sa très 

forte affinité pour le fer contribue à inhiber la croissance des bactéries par compétition avec 

les sidérophores bactériens pour la séquestration du fer libre (Fe3+). C'est le principal 

mécanisme par lequel la lactoferrine exerce son action bactériostatique (Spik et Montreuil, 

1983). Cependant, l'effet bactériostatique de la lactoferrine pourrait être temporaire (Brock 

et al., 1984). En effet, certaines bactéries libèrent des sidérophores qui sont capables de 

capter le fer de la lactoferrine et d'autres protéines afin de le céder ensuite aux micro

organismes (Otto et al., 1992). Des protéines FBP (« Ferric ion Binding Protein ») ont 

ensuite été mises en évidence chez plusieurs espèces bactériennes et présentent une forte 

homologie structurale avec les protéines de la famille des transferrines. Ces FBP agiraient 

en séquestrant le fer de la lactoferrine et des autres transferrines pour ensuite le transporter 

à 1' intérieur des bactéries (Bruns et al., 1997). 

A côté de cette activité bactériostatique, la lactoferrine a aussi une activité bactéricide 

in vitro indépendante de sa fonction de chélateur du fer. La lactoferrine pourrait déstabiliser 

la membrane des bactéries Gram- et provoquer le relargage de LPS (Soukka et al., 1991). 

Les parois deviennent ainsi plus fragiles et sensibles à l'action de certains antibiotiques 

(Ellison et al., 1988; Ellison et Giehl, 1991). L'utilisation de la microscopie électronique a 

confirmé 1' effet déstabilisateur de la lactoferrine sur la paroi des bactéries Gram

(Y amauchi et al., 1993). La lactoferrine interagit également avec plusieurs constituants de 

la membrane externe de différentes bactéries Gram- tels que les porines Omp F et Omp C 

des bactéries Escherichia coli. La lactoferrine perturberait le transport de substances 

nutritives passant par les porines (Erdei et al., 1994 ; Sallman et al., 1999). 
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Un peptide de la lactoferrine possédant une activité bactéricide a ensuite été isolé par 

hydrolyse enzymatique des lactoferrines bovine et humaine (Tomita et al., 1994). Ce 

peptide correspond aux résidus d'acides aminés 1-4 7 pour la lactoferrine humaine et 17-41 

pour la lactoferrine bovine. Il montre un large spectre d'activité antimicrobienne allant des 

bactéries Gram-, Gram+, des levures et également des champignons microscopiques. 

L'activité bactéricide de la lactoferricine est indépendante du domaine de fixation du fer de 

la lactoferrine (Saito et al., 1991 ). 

Bien que ces effets antibactériens soient importants in vitro, les études réalisées in 

vivo semblent moins convaincantes notamment concernant l'intervention directe de la 

lactoferrine dans la protection des nouveau-nés contre les infections gastro-intestinales. Les 

enfants nourris au lait maternel semblent plus résistants aux infections (Bull en et al., 

1972). La lactoferrine pourrait promouvoir la mise en place d'une flore riche en 

bifidobactéries remplaçant la flore initiale composée d'entérobactéries de type Escherichia 

coli, de streptocoques et de clostridium (Balmer et Wharton, 1989). Cependant, la 

lactoferrine bovine ajoutée à l'alimentation des nouveau-nés ne semble pas influencer la 

microflore intestinale (Balmer et al., 1989). En fait, la lactoferrine agit seulement en 

conjonction avec d'autres facteurs présents dans le lait, tels que les immunoglobulines de 

sécrétions (IgA) et le lyzozyme, avec lesquels elle est associée par des interactions ioniques 

(Jorieux et al., 1984). 

2. Activité antifongique 

La lactoferrine humaine possède une action antifongique sur plusieurs souches de 

Candida (Soukka et al., 1992; Nikawa et al., 1993, 1994). La lactoferrine bovine quant à 

elle intervient à la fois sur des levures et des champignons filamenteux. La lactoferricine 

bovine agit également, cependant son effet est supérieur à celui de la lactoferrine bovine 

intacte. La lactoferricine B interviendrait directement à la surface des champignons en 

induisant des modifications ultrastructurales (Bellamy et al., 1994). De plus, contrairement 

à leurs actions bactéricides synergiques, les effets antifongiques de la lactoferrine et du 

lyzozyme ne s'associent pas contre les différentes espèces de Candida (Samaranayake et 

al., 1997). 
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C. Modulation de la prolifération cellulaire 

L'activité facteur de croissance de la lactoferrine a été mise en évidence in vitro sur 

plusieurs lignées cellulaires en présence d'un milieu de culture dépourvu de sérum. Cette 

activité a tout d'abord été décrite sur des lignées lymphocytaires humaines B et T 

(Hashizume et al., 1983). La lactoferrine stimule également la prolifération des cellules de 

la lignée humaine d'adénocarcinome de côlon HT-29 (Amouric et al., 1984) et de la lignée 

macrophagique murine (Oria et al., 1988). La technique d'incorporation de thymidine 

tritiée dans l'ADN a ensuite permis l'étude plus précise de l'action de la lactoferrine sur la 

croissance cellulaire. Ainsi, la lactoferrine active cette incorporation dans 1 'ADN de 

cellules isolées de cryptes d'intestin de rat (Nichols et al., 1987, 1989), de fibroblastes 

embryonnaires de souris de la lignée BALB/C 3T3 (Azuma et al., 1989), de lymphocytes 

humains activés à la PHA isolés du sang périphérique (Mazurier et al., 1989) et de cellules 

de la lignée myéloblastique L6 (Byatt et al., 1990). Cette activité facteur de croissance de la 

lactoferrine ne semble donc pas être strictement spécifique de 1' espèce. Cependant, la 

lactoferrine humaine est incapable d'activer la croissance des cellules d'une lignée 

lymphocytaire murine alors qu'elle stimule celle de lignées équivalentes humaines 

(Hashizume et al., 1983). 

Le mécanisme d'action de la lactoferrine sur la prolifération cellulaire n'est pas 

encore élucidé. Le rôle du fer dans cette action reste également très controversé. Ainsi, la 

lactoferrine pourrait agir par l'intermédiaire de son fer en apportant aux cellules cet 

élément qui est indispensable à la croissance cellulaire, seule la lactoferrine sous forme 

saturée en fer étant capable d'activer la prolifération des cellules de la lignée humaine 

épithéliale intestinale Caco 2 (Oguchi et al., 1995) et de la lignée fibroblastique 3T3 

(Azuma et al., 1989). Cependant, elle intervient également indépendamment de son degré 

de saturation en fer sur la prolifération de plusieurs lignées cellulaires (Oria et al., 1988 ; 

Byatt et al., 1990 ; Hagiwara et al., 1995), suggérant que la protéine elle-même aurait une 

action mitogène. D'autre part, l'addition simultanée de lactoferrine et d'EGF (« Epidermal 

Growth Factor») au milieu de culture des cellules épithéliales d'intestin de rat (IEC-18) 

provoque un effet synergique de ces deux molécules sur la prolifération (Hagiwara et al., 

1995). La lactoferrine pourrait donc avoir un effet modulateur de l'action des facteurs de 

croissance présents dans le sérum du milieu de culture. 
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Une activité inhibitrice de la croissance cellulaire a également été décrite in vitro 

pour la lactoferrine. En effet, la lactoferrine bovine inhibe la prolifération des cellules de 

lignées mammaires bovines, en présence ou en absence de sérum (Rej man et al., 1992). 

Hurley et coll. (1994) ont ensuite confirmé et étendu cette étude. Ainsi, la lactoferrine 

humaine possède également un effet antimitogène sur plusieurs lignées cellulaires 

humaines mammaires. Cette action de la lactoferrine est indépendante de son degré de 

saturation en fer et serait spécifique de l'espèce. De plus, des effets antiprolifératifs de la 

lactoferrine bovine ont récemment été mis en évidence in vivo chez le rat. En effet, 

l'administration de la lactoferrine bovine réduit significativement l'incidence et le nombre 

d'adénocarcinomes du côlon chez des rats f344 traités par l'azoxyméthane. La réduction de 

la formation de foyers de cryptes anormales intestinales pourrait être liée à une activation 

des cellules NK (Sekine et al., 1997a, b). 

D. Régulation de la myélopoïèse 

L'hématopoïèse est un processus complexe régulé par un grand nombre de cytokines 

capables de stimuler ou d'inhiber la croissance et la maturation des cellules souches 

hématopoïétiques. La lactoferrine fait partie de ces facteurs agissant sur la myélopoïèse. 

Ainsi, elle régule négativement par un mécanisme rétroactif in vitro (Broxmeyer et al., 

1978, 1983, 1985) et in vivo (Broxmeyer et al., 1986, 1987) la production des colonies de 

granulocytes/macrophages. Les études de Broxmeyer et coll. (1978, 1983, 1985) émettent 

initialement l'hypothèse d'un mécanisme d'action direct, par inhibition de la production 

par les macrophages de GM-CSF (« Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating 

Factor») responsable de la prolifération et de la différenciation des cellules souches 

formant les colonies de granulocytes/macrophages. Cependant, le mécanisme mis en jeu 

semble plus complexe, la lactoferrine étant sans effet sur la production de GM-CSF lorsque 

les monocytes sont séparés de la population lymphocytaire (Bagby et al., 1981 ). La 

lactoferrine agirait par un mécanisme indirect en inhibant la libération de l'ILl par les 

macrophages (Zucali et al., 1989). Cette cytokine est responsable de la libération de GM

CSF par les lymphocytes, les fibroblastes et les cellules endothéliales (Bagby et al., 1981, 

1983a, b). D'autre part, la lactoferrine réduit la survie des cellules souches des 

granulocytes/macrophages et des érythrocytes en culture par inhibition de la libération de 
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l'ILl (Hangoc et al., 1991). Cet effet inhibiteur de la lactoferrine s'effectuerait à un niveau 

transcriptionnel (Penco et al., 1995). 

E. Implication dans le système immunitaire 

1. Maturation des lymphocytes 

La maturation des cellules lymphocytaires est caractérisée par 1' apparition de 

différents marqueurs à la surface des cellules. 

Des études ont été réalisées concernant 1' action de la lactoferrine sur les cellules 

lymphocytaires immatures. Ainsi, Zimecki et coll. (1991) ont mis en évidence que la 

lactoferrine induit, in vitro chez les thymocytes murins immatures CD4- CDS-, 

l'expression du marqueur de surface CD4 et, par conséquent, l'acquisition d'une activité de 

type auxiliaire. De plus, l'administration intrapéritonéale de lactoferrine à des souris trois 

heures avant l'injection de cellules étrangères immunogènes provoque in vivo une 

augmentation de la réponse immune humorale aussi importante que celle induite par l'ILl. 

Ces résultats suggèrent que la lactoferrine stimule la réponse immunitaire par un processus 

qui implique l'induction de la différenciation des cellules T. En effet, la lactoferrine est 

capable d'induire une augmentation de l'expression des récepteurs des immunoglobulines 

G ou M à la surface des thymocytes humains (Gnezditskaya et al., 1987). Elle exerce 

également une action sur la maturation des cellules lymphocytaires B. En effet, 

l'incubation de la lactoferrine avec des cellules lymphocytaires B spléniques isolées de 

souris amène des changements phénotypiques et fonctionnels des cellules (Zimecki et al., 

1995). D'autre part, la culture des cellules de la lignée lymphoblastique T Jurkat en 

présence de lactoferrine et de 10 % de sérum de veau fœtal provoque une diminution du 

volume cellulaire, la perte du marqueur de surface CD71, la diminution de l'incorporation 

de thymidine tritiée dans les cellules et également une augmentation du pourcentage de 

cellules en phase G0/1 du cycle cellulaire. Ces modifications s'accompagnent de 

l'apparition du marqueur de surface CD4. De plus, en présence continuelle de lactoferrine, 

les cellules en prolifération entrent lentement dans un état quiescent qui les mène vers la 

différenciation (Bi et al., 1997). 
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L'interaction de la lactoferrine avec les cellules de la population lymphocytaire 

pourrait jouer un rôle important dans la réponse immunitaire. Ainsi, la lactoferrine induirait 

une réponse immune en favorisant la croissance et la prolifération des sous-populations 

activées (Hashizume et al., 1983 ; Mazurier et al., 1989 ; Hammarstrom et al., 1995 ; 

Mincheva-Nilsson et al., 1997), elle permettrait également la différenciation de certaines 

cellules lymphocytaires (Gnezditskaya et al., 1987; Zimecki et al., 1991, 1995). 

2. Modulation de la synthèse d'anticorps 

La réponse immunitaire des cellules spléniques de souris peut être inhibée in vitro 

par la lactoferrine. En effet, l'incubation des cellules spléniques en présence de lactoferrine 

et de macrophages réduit significativement la production d'IgM (Duncan et McArthur, 

1981). L'action de la lactoferrine semble impliquer un mécanisme indirect qui fait 

intervenir les macrophages, par inhibition de la libération d'agents responsables de 

l'induction de la synthèse d'anticorps par les lymphocytes B. De plus, le mode d'action de 

la lactoferrine est identique à celui conduisant à l'inhibition de la libération du facteur GM

CSF. 

3. Modulation de l'activité cytotoxique des cellules 

mononucléées du sang 

Les cellules mononucléées isolées du sang périphérique possèdent une activité 

cytotoxique vis-à-vis de cellules tumorales ou anormales. Cette activité est liée à deux 

populations cellulaires distinctes : les cellules NK (« Natural Killer ») et les cellules 

monocytaires (monocytes/macrophages). 

a. Modulation de l'activité cytotoxique des cellules NK 

La lactoferrine possède la capacité d'interagir avec les cellules NK (Hammarstrom et 

al., 1995). Cependant, l'action de la lactoferrine sur cette population de cellules est assez 

controversée. En effet, aucune action de la lactoferrine n'a été mise en évidence sur 

l'activité cytotoxique NK d'une population lymphocytaire totale (Nishiya et Horwitz, 
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1982; Horwitz et al., 1984; Mc Cormick et al., 1991). Par contre, l'ajout de lactoferrine 

aux cellules effectrices mises en présence de cellules tumorales K562 provoque 

l'augmentation de la cytolyse des cellules cibles. Cependant, le pré-traitement des cellules 

effectrices avec la lactoferrine n'est pas efficace (Shau et al., 1992). Damiens et coll. 

(1998) ont ensuite montré que l'action de la lactoferrine sur la cytotoxicité des cellules NK 

est dépendante du phénotype des cellules cibles. Ainsi, la lactoferrine ne modifie pas la 

susceptibilité à la lyse des cellules de type hématopoïétique telles que les cellules Jurkat ou 

K562, par contre, elle réduit significativement celles des cellules de carcinome épithélial 

mammaire ou d'adénocarcinome colique. De plus, la lactoferrine agirait par inhibition de la 

prolifération des cellules épithéliales en les bloquant à la transition de la phase G 1 et de la 

phaseS du cycle cellulaire. 

L'effet de la lactoferrine sur l'activité cytotoxique antitumorale in vivo a également 

été recherché. Ainsi, 1' administration intrapéritonéale de lactoferrine 24 heures avant 

l'injection de cellules de mélanome B16-F10 aux souris C57bl/6 réduit de façon notable la 

formation de métastases pulmonaires. Cet effet est aboli par l'injection d'anticorps anti

asialo-GM1 capable de neutraliser l'activité des cellules NK, ce qui suggère l'implication 

des cellules NK dans l'activité antimétastasique de la lactoferrine (Bezault et al., 1994). De 

plus, Shimizu et coll. (1996) ont montré que l'injection de lactoferrine avant l'infection de 

souris Balb/c par le cytomégalovirus murin les protège complètement de la mort provoquée 

par l'infection virale, l'activité des cellules NK est également fortement augmentée chez 

les souris traitées avec la lactoferrine. Cette action de la lactoferrine sur 1' augmentation de 

l'activité des cellules NK interviendrait de façon indirecte par l'intermédiaire de 

l'activation des lymphocytes T qui produiraient des cytokines capables d'agir sur les 

cellules NK. 

b. Modulation de l'activité cytotoxique des monocytes 

La lactoferrine intervient sur 1' activité cytotoxique des monocytes/macrophages. En 

effet, le traitement de monocytes humains isolés du sang périphérique avec la lactoferrine 

augmente la cytotoxicité de ces cellules par rapport aux cellules tumorales K562 (Horwitz 

et al., 1984; Mc Cormick et al., 1991). La lactoferrine semble affecter plus 

particulièrement l'activité de la population de cellules monocytaires montrant des 
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propriétés d'adhérence (Nishiya et Horwitz, 1982), en effet seul ce type de cellules 

monocytaires peut présenter une activité NK. Par contre, la lactoferrine provoque une 

diminution de l'activité ADCC (« Antibody Dependant Cell Cytotoxicity ») des cellules 

monocytaires (Nishiya et Horwitz, 1982). Ces actions de la lactoferrine sur les différents 

mécanismes de cytotoxicité des cellules monocytaires restent à élucider. 

F. Implication dans la réponse inflammatoire 

La présence d'agents pathogènes dans l'organisme active le système immunitaire et 

déclenche le processus inflammatoire. Les cellules phagocytaires du système de l'immunité 

naturelle telles que les macrophages ou les leucocytes granulocytes constituent la première 

ligne de défense de 1' organisme contre ces agents et ont un rôle essentiel dans le contrôle 

des infections bactériennes courantes. Les leucocytes granulocytes ont une activité précoce 

dans ce processus qui est liée à leur très forte mobilité, leur permettant de rejoindre 

rapidement le site de l'inflammation, et à leur activité cytotoxique due en grande part à la 

production d'espèces oxygénées réactives. Les macrophages et les granulocytes possèdent 

des récepteurs membranaires qui ont la capacité d'interagir avec des constituants de la 

surface de nombreuses bactéries. Cette reconnaissance conduit à l'ingestion et à la 

destruction de ces bactéries, et également à l'induction de la sécrétion de cytokines et 

d'autres médiateurs chimiques. Cette étape est suivie de la migration des leucocytes 

neutrophiles vers 1' endothélium vasculaire dont les propriétés adhésives sont modifiées et 

de l'activation des leucocytes neutrophiles qui aboutit à la libération de nombreux 

composés dont la lactoferrine. 

La lactoferrine est présente tout le long du processus inflammatoire et semble 

intervenir à chacune des étapes clés de l'inflammation. Par ailleurs, l'absence de libération 

de lactoferrine lors du processus inflammatoire semble provoquer de graves perturbations 

sur le profil inflammatoire. Ainsi, des patients atteints d'une maladie congénitale 

caractérisée par l'absence de granules secondaires ne produisent pas de lactoferrine et 

souffrent d'un défaut chronique de la réponse inflammatoire (Johnston et al., 1992b ). Ces 

résultats suggèrent que 1' absence de libération de lactoferrine pourrait provoquer la 

perturbation du processus inflammatoire. 
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Lors du processus inflammatoire, les leucocytes neutrophiles vont rejoindre le lieu de 

l'infection sous l'influence de facteurs chimiotactiques. L'interaction des neutrophiles avec 

les cellules endothéliales est une étape essentielle à la migration des cellules. Cette étape 

passe par l'intermédiaire de l'expression de molécules d'adhésion à la surface des cellules 

endothéliales qui sont activées par des médiateurs libérés lors de l'inflammation. Ainsi, la 

P-sélectine apparaît dès que les cellules endothéliales sont exposées au leucotriène B4, au 

C5a ou à l'histamine. La E-sélectine apparaît quant à elle ensuite, après exposition des 

cellules endothéliales au LPS ou au TNF-a.. La fixation des leucocytes à la P-sélectine ou 

la E-sélectine conduit à 1' adhérence de ces cellules aux cellules endothéliales et à leur 

roulement le long de l'endothélium vasculaire. Les interactions entre les cellules sont 

ensuite renforcées par la liaison des intégrines leucocytaires aux molécules de 

l'endothélium appartenant à la superfamille des immunoglobulines dont l'expression est 

induite par le TNF -a. Cette étape est suivie du passage des cellules à travers 1' endothélium 

qui est appelé diapédèse permettant le recrutement des cellules phagocytaires telles que les 

monocytes et les neutrophiles au site de l'infection. La lactoferrine libérée au cours de la 

dégranulation des neutrophiles pourrait jouer un rôle important dans ce processus. 

En effet, la lactoferrine augmente fortement la mobilité des granulocytes (Garh et al., 

1991). L'adhérence de ces cellules augmente également in vitro en présence de lactoferrine 

(Oseas et al., 1981). De plus, il existe une corrélation entre le relargage de la lactoferrine 

par les neutrophiles pendant la phase précoce de la dégranulation en réponse à un stimulus 

chimiotactique et l'augmentation de la capacité d'adhérence des cellules. La lactoferrine 

conduit également in vivo à l'adhérence des granulocytes aux endothéliums vasculaires 

chez le hamster et induit une neutropénie transitoire (Boxer et al., 1982). De même, 

l'injection intra-artérielle de lactoferrine chez le rat provoque des lésions microvasculaires 

de l'intestin qui sont associées avec une augmentation de l'adhésion des neutrophiles aux 

cellules endothéliales, cet effet de la lactoferrine serait dépendant de la présence de la P

sélectine (Kurose et al., 1994). Ainsi, la lactoferrine libérée aurait un rôle d'autorégulation 

et permettrait la migration des granulocytes vers les sites infectieux afin d'amplifier la 

réponse inflammatoire, elle contribuerait également au phénomène de neutropénie qui a 
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lieu lors de l'activation des granulocytes par des facteurs chimiotactiques (Boxer et al., 

1982). 

Cependant, cette théorie est très controversée. En effet, Kijlstra et Broersma (1984) 

ont montré que la lactoferrine était capable d'inhiber la migration des granulocytes in vitro. 

A forte concentration, la lactoferrine agirait directement sur les cellules, alors qu'à faible 

concentration, la lactoferrine agirait par l'intermédiaire d'un facteur inhibiteur appelé LIF 

(« Leukocyte migration Inhibitor Factor»). Crouch et coll. (1992) ont ensuite établi que cet 

effet de la lactoferrine était indirect et interviendrait par inhibition de la synthèse de l'IL2, 

de l'ILl et de TNF-a. En effet, le TNF-a et l'ILl sont des régulateurs de l'activation des 

neutrophiles qui induisent l'augmentation de la production de molécules d'adhésion sur les 

leucocytes et les cellules endothéliales (Pohlman et al., 1986 ; Moser et al., 1989), menant 

à une augmentation de l'adhérence et de la diapédèse des cellules. Le TNF-a régule aussi 

la réponse des neutrophiles aux facteurs chimiotactiques (Klebanoff et al., 1986) et stimule 

directement la dégranulation des granules spécifiques (Richter et al., 1989). Ces résultats 

suggèrent que la lactoferrine relarguée des neutrophiles aux sites inflammatoires pourrait 

agir par un mécanisme de rétrocontrôle négatif afin de prévenir le recrutement et 

l'activation des leucocytes aux sites infectieux. 

2. Modulation de l'activation des cellules immunitaires par 

les LPS 

Les LPS des bactéries Gram- sont de puissants activateurs du processus 

inflammatoire (Levin et al., 1994). En effet, ils activent les cellules immunitaires de 

l'organisme telles que les macrophages/monocytes et les neutrophiles, qui vont produire 

des quantités importantes de médiateurs. La présence de quantité abondante de LPS induit 

un relargage massif de ces médiateurs qui peut conduire au choc septique. La lactoferrine 

par sa capacité à lier le lipide A des LPS (Appelmelk et al., 1994) par l'intermédiaire de 

son peptide 28-34 (Elass-Rochard et al., 1995) pourrait entrer en interférence avec ce 

processus. 
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a. Modulation de l'activation des monocytes/macrophages 

L'activation des monocytes/macrophages par les LPS passe par l'intermédiaire de la 

fixation du LPS sur une protéine plasmatique cationique appelée LBP ("LPS Binding 

Protein") (Mathison et al., 1992) qui permet le transfert du LPS au récepteur CD14 présent 

à la surface des cellules (Wright et al., 1990). La reconnaissance du complexe LBP/LPS 

par le CD14 conduit à l'activation des macrophages (Ulevitch et Tobias, 1994). Le CD14 

existe également sous une forme soluble qui permet l'activation en présence de LPS de 

cellules ne présentant pas le CD 14 membranaire, telles que les cellules endothéliales (von 

Asmuth et al., 1993). L'interaction de la lactoferrine avec les LPS est capable de bloquer la 

fixation des LPS induite par la LBP sur le CD 14 membranaire et ainsi de moduler la 

réponse inflammatoire (Elass-Rochard et al., 1998). De plus, la lactoferrine est impliquée 

dans la régulation négative de la myélopoïèse en supprimant le relargage de cytokines par 

les monocytes/macrophages. Les LPS en interagissant avec la lactoferrine bloquent son 

effet inhibiteur sur la myélopoïèse, situation qui apparaît probablement au cours d'une 

infection bactérienne (Miyazawa et al., 1991 ). 

b. Modulation de l'activation des neutrophiles 

Les LPS activent les neutrophiles de la même manière que certaines cytokines 

inflammatoires telles que le TNF -a ou l'IL8 en augmentant la production et le re largage de 

superoxyde. La défense de 1' organisme par ces cellules est très efficace mais pas sans 

dommage pour les tissus affectés. La lactoferrine par son affinité pour les LPS est capable 

d'inhiber indépendamment de son degré de saturation en fer l'activation des neutrophiles 

par les LPS, empêchant ainsi le re largage accru de superoxide (Wang et al., 1995). De plus, 

les LPS induisent la sécrétion de lactoferrine par les neutrophiles (Gutteberg et al., 1990). 

Ainsi, cette interaction de la lactoferrine avec les LPS au niveau des muqueuses ou du 

compartiment vasculaire pourrait réduire l'étendue des dommages induits par le relargage 

abondant de radicaux libres oxygénés et de protéinases par les neutrophiles. 
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3. Modulation des dommages oxydatifs liés à l'activation des 

cellules phagocytaires 

L'activation des neutrophiles par les LPS ou le TNF-a conduit à l'apparition de 

l'activité phagocytaire de ces cellules. Au cours de la phagocytose, les neutrophiles 

consomment une quantité accrue d'02 et le convertissent en espèces oxygénées réactives 

telles que l'anion superoxyde 02- par l'intermédiaire du complexe NADPH-oxydase (Root 

et Cohen, 1981 ; Clark, 1990) et le peroxyde d'hydrogène H20 2. L'association de ces deux 

composés conduit à la formation de radicaux libres qui induisent la peroxydation des 

lipides membranaires, permettant ainsi la destruction des agents pathogènes. Cependant, ils 

altèrent également les membranes des cellules avoisinantes de 1' organisme. Le fer 

intervient en tant que catalyseur de la réaction d'Haber-Weiss qui aboutit à la formation des 

radicaux libres (Haber et Weiss, 1934). 

-
Fe2

+ + H202 - Fe3
+ +OR+ OH" réaction de Fenton 

réaction d'Haber-Weiss 

La lactoferrine, en séquestrant le fer libre, pourrait inhiber la formation des radicaux 

libres par le superoxyde et l'H202 catalysée par le fer (Gutteridge et al., 1981). De plus, la 

lactoferrine présente à l'intérieur des neutrophiles pourrait capter le fer des bactéries 

phagocytées par les cellules empêchant ainsi le relargage de fer libre au niveau des sites 

d'inflammation (Molloy et Winterbourn, 1990). Ward et coll. (1983) suggèrent que la 

lactoferrine présente à la surface des neutrophiles pourrait diriger les radicaux libres vers la 

membrane des bactéries à lyser. La lactoferrine partiellement saturée en fer présente aux 

sites inflammatoires pourrait limiter 1' étendue des lésions causées par les radicaux libres 

aux cellules ou à la matrice extracellulaire, et en particulier prévenir la peroxydation des 

lipides de la membrane cellulaire (pour revue générale Britigan et al., 1994 ). 

Néanmoins, le rôle anti-oxydant de la lactoferrine est très controversé. Ainsi, Gahr et 

coll. (1991) ont montré que les neutrophiles exposés à la lactoferrine produisent plus de 
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superoxyde que les cellules non traitées. La lactoferrine saturée en fer agirait également en 

tant que catalyseur de la réaction de Fenton qui conduirait à la formation de radicaux libres 

(Ambruso et Johnston, 1981). Cependant, Winterboum (1983) montre que la production de 

radicaux libres par l'H202 et le superoxyde ou l'acide ascorbique n'est pas augmentée en 

présence de lactoferrine saturée en fer. D'autres auteurs ont également montré que la 

lactoferrine saturée en fer était incapable de promouvoir la formation de radicaux libres via 

la réaction d'Haber-Weiss en absence de chélateurs (Aruoma et Halliwell, 1987) ou même 

en présence d'un puissant chélateur tel que 1 'EDT A (Baldwin et al., 1984 ). 

De plus, le fait que la lactoferrine présente in vivo soit majoritairement sous forme 

non saturée en fer (van Snick et al., 1974) renforce l'hypothèse de son activité anti

oxydante in vivo. La présence de la lactoferrine ne semble donc pas être associée avec la 

production de radicaux libres par les neutrophiles activés mais plutôt avec la protection des 

tissus endommagés lors du processus inflammatoire. 

4. Modulation de l'activation des monocytes/macrophages 

Les monocytes/macrophages et les leucocytes granulocytes sont les cellules 

phagocytaires du système de l'immunité naturelle qui interviennent dans le processus 

inflammatoire. Contrairement aux granulocytes neutrophiles, les monocytes ne produisent 

pas de lactoferrine (Britigan et al., 1988). Cependant, ces cellules sont capables d'interagir 

avec la lactoferrine exogène par l'intermédiaire de récepteurs de surface spécifiques, ce qui 

suggère une action de la lactoferrine sur les monocytes/macrophages (Britigan et al., 1991). 

En effet, Lima et Kierszenbaum (1987) ont montré que la fixation de la lactoferrine 

sous forme saturée ou non saturée en fer à la surface de macrophages péritonéaux de souris 

augmente l'activité phagocytaire de ces cellules vis-à-vis des bactéries. Par contre, seule la 

lactoferrine saturée en fer est capable d'accroître le mécanisme de destruction des agents 

pathogènes à l'intérieur des macrophages. De plus, l'H202 et le superoxyde semblent être 

impliqués dans l'activation par la lactoferrine de ce processus (Lima et Kierszenbaum, 

1985). Cependant, cet effet de la lactoferrine sur les cellules monocytaires est très 

controversé. Ainsi, l'incubation des cellules phagocytaires en présence de lactoferrine, au 

préalable à la stimulation par la PMA, provoque une diminution de la production de 
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radicaux libres par les cellules traitées (Britigan et al., 1991). D'autre part, la lactoferrine 

inhibe la sécrétion des prostaglandines E2 par les macrophages du lait, alors qu'elle n'a pas 

d'effet sur la production de radicaux libres (Bartal et al., 1987). Gahr et coll. (1991), quant 

à eux, ne montrent aucune action de la lactoferrine sur les monocytes ou macrophages. 

5. Implication dans l'hyposidérémie 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 (De Sousa et Brock, 19S9). L'hyposidérémie inflammatoire ainsi établie va permettre, 

par ferriprivation, de limiter la croissance bactérienne. 

L'administration par voie intraveineuse de lactoferrine native non saturée en fer chez 

le rat ou la souris provoque une diminution de la concentration plasmatique en fer (van 

Snick et al., 1974; Sawatski et Kubanek, 19S3). Lors d'une infection, les leucocytes 

activés vont libérer le contenu de leurs granules secondaires dans la circulation et 

notamment une quantité importante de la lactoferrine sous forme non saturée en fer. Sa 

capacité de fixation du fer étant très importante, 1 'apolactoferrine libérée pourrait 

séquestrer l'excès de métal présent au niveau des sites inflammatoires (van Snick et al., 

1974) et contribuer aux mécanismes qui aboutissent à l'hyposidérémie inflammatoire. 

6. Modulation de la production de cytokines 

La réaction inflammatoire déclenchée par la reconnaissance de constituants 

bactériens par les cellules immunitaires induit la stimulation de cytokines inflammatoires 

incluant l'ILl, l'IL6, l'ILS, l'IL12 et le TNF-a. La lactoferrine semble être impliquée dans 

le processus de régulation qui contrôle la production de ces cytokines. 

En effet, en présence de lactoferrine, la culture de macrophages isolés de moelle 

osseuse de rat provoque la production et la sécrétion de cytokines inflammatoires telles que 

le TNF-a, l'ILS et l'oxyde nitrique. La lactoferrine est ainsi capable d'activer in vitro les 

macrophages (Sorimachi et al., 1997). Par contre, Crouch et coll. (1992) ont montré que la 

lactoferrine pouvait exercer un rétrocontrôle négatif sur la production de certaines 
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cytokines par des cultures mixtes de cellules lymphocytaires. Ainsi, elle est capable 

d'inhiber la libération de l'ILl, de TNFa et indirectement de celle de l'IL2. En effet, la 

production de l'IL2 par les lymphocytes T est dépendante de la sécrétion de l'ILl par les 

monocytes (Durum et al., 1984) et la lactoferrine est également capable d'inhiber la 

production d'ILl par les macrophages (Zucali et al., 1989). Ainsi, l'action inhibitrice de la 

lactoferrine sur la synthèse de l'IL2 par les lymphocytes T (Slater et Fletcher, 1987) 

pourrait passer par l'intermédiaire de l'inhibition de la libération de l'ILl. 

L'action de la lactoferrine sur la production de cytokines semble être différente 

lorsque les cellules sont préalablement stimulées par des facteurs tels que les LPS. Ainsi, la 

lactoferrine exerce in vitro un effet inhibiteur sur la libération de l'IL6 par les cellules de la 

lignée monocytaire THP-1 préalablement stimulées par les LPS ou le TNF-a (Mattsby

Baltzer et al., 1996). L'administration par voie intraveineuse de lactoferrine chez la souris 

24 heures avant une injection de LPS réduit significativement la libération de TNF-a 

(Machnicki et al., 1993). De plus, l'ingestion de lactoferrine par des porcelets les protège 

contre l'administration d'une dose léthale de LPS (Lee et al., 1998). De même, Zagulski et 

coll. (1989) ont montré l'effet protecteur de l'administration de la lactoferrine chez la 

souris 24 heures avant le déclenchement d'une infection bactérienne expérimentale sévère 

induite par administration d'une dose létale d' Escherichia coli. Ces auteurs ont ensuite 

montré que le système de défense mis en œuvre par la lactoferrine in vivo chez la souris 

conduit à la mort des agents infectieux. L'activité protectrice de la lactoferrine devrait être 

en relation avec la participation des macrophages et des granulocytes dans la phagocytose 

et la mort de ces bactéries (Zagulski et al., 1998). Cet effet protecteur de la lactoferrine 

pourrait également s'expliquer par la réduction du choc septique induit par le TNF-a. Elle 

possèderait ainsi des propriétés anti-inflammatoires en empêchant la libération de 

cytokines qui permettent le recrutement et 1' activation des cellules immunitaires sur le lieu 

de l'inflammation. De plus, Wlaszczyk et coll. (1997) montrent que la lactoferrine pourrait 

servir de régulateur de l'expression du TNF-a. En effet, elle serait capable de moduler in 

vitro l'expression du TNF-a par les cellules mononucléées isolées du sang périphérique de 

patients en chirurgie cardiaque, en fonction de l'état immunitaire préopératoire des 

patients, en augmentant ou en diminuant sa production. Parallèlement, in vivo chez la 

souris, l'administration intraveineuse de lactoferrine 24 heures avant opération de type 
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thymectomie ou splénectomie réduit significativement le taux d'IL6 et de TNF-a présents 

dans le sérum des souris opérées (Zimecki et al., 1998). 

7. Modulation de l'activation du complément 

Les bactéries responsables du déclenchement du processus inflammatoire sont 

éliminées de l'organisme à l'aide de cellules phagocytaires. Ce phénomène de phagocytose 

peut être augmenté par l'intermédiaire du complément. En effet, l'activation du 

complément provoque le dépôt de différents facteurs sur la surface des bactéries qui facilite 

la reconnaissance des agents infectieux par les cellules phagocytaires. Le système du 

complément est constitué d'un ensemble de protéines qui interagissent entre elles de façon 

séquentielle formant deux cascades enzymatiques reliées entre elles, appelées vme 

classique et voie alterne aboutissant toutes les deux à l'activation du facteur C3. 

Plusieurs auteurs ont montré que la lactoferrine était capable de réguler 1' activation 

du complément. En effet, la lactoferrine humaine isolée du lait (Morgan et al., 1975) ou des 

larmes (Kijlstra et Jeurissen, 1982) inhibe l'activité hémolytique du complément. Elle est 

également capable d'inhiber la solubilisation dépendante du complément de complexes 

immuns précipités (Kulics et Kijlstra, 1987). La lactoferrine agit par l'intermédiaire de la 

voie classique en inhibant la formation de la convertase C4b2b. L'addition de fer ferrique 

au milieu de culture rétablit l'activité hémolytique du complément, suggérant que l'action 

de la lactoferrine serait liée à la présence de fer (Kijlstra et Jeurissen, 1982). 

Par contre, la fixation de la lactoferrine bovine sur Streptococcus agalactiae est 

capable d'activer la voie classique du complément et d'induire l'opsonisation des bactéries 

(Rainard, 1993 ). Ces actions contradictoires de la lactoferrine sur 1' activation du 

complément pourraient être dues à une spécificité d'espèce ou aux conditions 

expérimentales utilisées. 

8. Modulation du processus de coagulation 

La formation du thrombus plaquettaire est un des événements précoces du processus 

de coagulation. Ce thrombus apparaît à la suite de l'agrégation des plaquettes qui est 
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réalisée par l'intermédiaire du fibrinogène. Ce dernier se lie au récepteur Gpiibiiia présent 

à la surface des plaquettes (Bennett, 1985). Le tétrapeptide RGDS du fibrinogène 

correspond au site de reconnaissance du récepteur plaquettaire Gpiibiiia. La lactoferrine 

possède un peptide KRDS (résidus 39-42) homologue de cette séquence, localisé dans le 

lobe N-terminal. 

Le peptide KRDS inhibe in vitro 1' agrégation des plaquettes et la fixation du 

fibrinogène induite par l' ADP. Cependant, cette inhibition est plus importante que celle 

observée en présence du peptide RGDS (Mazoyer et al., 1990). Le peptide KRDS n'agirait 

pas par l'intermédiaire du récepteur plaquettaire Gpiibiiia, il semble donc que son mode 

d'action soit différent de celui du peptide RGDS (Mazoyer et al., 1990). En effet, ce 

peptide inhibe la libération de sérotonine induite par la thrombine sur des plaquettes de 

patients déficients en récepteurs Gpiibiiia, contrairement au peptide RGDS (Mazoyer et 

al., 1990). Cet effet antithrombique a également été confirmé in vivo sur différents modèles 

de thrombose artériolaire chez le rat et le cochon d'Inde (Drouet et al., 1990). La 

lactoferrine et l'octodécapeptide (résidus 20-37) qui en dérive sont également capables 

d'inhiber l'agrégation plaquettaire induite par l' ADP, mais de façon plus importante que le 

peptide KRDS (Leveugle et al., 1993). Ce qui suggère que cet effet ne serait pas seulement 

dû à la présence de la séquence KRDS dans les molécules. L'activité anticoagulante de la 

lactoferrine est également indépendante du récepteur plaquettaire Gpiibiiia et serait plutôt 

réalisée par l'intermédiaire de la fixation de la lactoferrine sur son récepteur spécifique 

présent à la surface des plaquettes (Leveugle et al., 1993; Maneva et al., 1993). 

La lactoferrine pourrait également avoir un effet activateur de la coagulation en 

inhibant l'activité anticoagulante de l'héparine. En se fixant à l'héparine, la lactoferrine 

bloque l'activité de cette molécule et empêche ainsi l'inhibition de la thrombine, ce qui 

entraîne une prolongation de la coagulation (Wu et al., 1995b ). La lactoferrine, libérée au 

niveau des sites infectieux après la dégranulation des neutrophiles, pourrait réduire 

l'infection en permettant l'encapsulation du site à l'aide de la fibrine. 

9. Conclusion 

Il apparaît que la lactoferrine est capable d'interagir avec les cellules effectrices du 

processus inflammatoire. Elle semble agir sur ces cellules en modulant directement ou 
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Figure 7: Implication de la lactoferrine dans le processus inflammatoire. 
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indirectement leurs activités (figure 7, page 69). Cependant, ces effets restent controversés 

et les mécanismes d'actions sont encore souvent mal définis. 

G. Lactoferrine et maladies neurodégénératives 

Bien que l'expression de la lactoferrine dans le SNC augmente avec l'âge, elle reste 

cependant assez faible dans des conditions physiologiques (Kawamata et al., 1993 ; 

Leveugle et al., 1994 ). Par contre, dans le cas de différentes neuropathologies, la 

lactoferrine se trouve associée de manière très importante avec les lésions caractéristiques 

des différentes maladies neurodégénératives étudiées ( Osmand et Switzer, 1991 ; 

Kawamata et al., 1993 ; Leveugle et al., 1994, 1996). Les circonstances de l'accumulation 

de la lactoferrine sont encore inconnues, ainsi que sa responsabilité dans la pathologie des 

processus neurodégénératifs. 

Les maladies neurodégénératives présentent un certain nombre de caractéristiques 

rencontrées fréquemment dans plusieurs d'entre elles, par exemple une accumulation 

d'amyloïde, la suspicion d'intervention de radicaux libres ou encore un caractère héréditaire 

parfois très marqué. Les maladies neurodégénératives présentent une autre caractéristique 

commune indéniable : l'implication du processus inflammatoire au cours de ces 

pathologies. 

1. Les processus neurodégénératifs 

Les maladies neurodégénératives constituent un ensemble de pathologies 

caractérisées par des processus neurodégénératifs très lents, ayant le plus souvent débutés 

depuis de nombreuses années et qui vont le plus souvent jusqu'à la mort du patient. Parmi 

ces maladies, dont la plupart sont très connues, nous citerons dans le domaine moteur, la 

maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique, dans le domaine cognitif, la 

maladie d'Alzheimer, et dans un domaine mixte, la chorée de Huntington. 

Il apparaît que la mort neuronale qui suit le processus dégénératif est souvent en 

relation avec des mécanismes de type apoptotique (de la Monte et al., 1998). C'est en 

particulier le cas de la maladie d'Alzheimer (Cotman, 1998), de la maladie de Parkinson 

(Hirsch et al., 1999). Les processus cellulaires et moléculaires qui sont à la base de la 
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neurodégénérescence, et de sa spécificité territoriale, sont encore mal connus. Cependant, 

les données acquises au cours de ces toutes dernières années permettent de préciser la 

nature de certains mécanismes impliqués dans la mort neuronale. Ainsi, le peptide p
amyloïde semble fortement être impliqué dans la maladie d'Alzheimer, alors que le stress 

oxydatif et un excès de fer semblent être à l'origine de pathologies de type Parkinson. 

a. Implication du peptide jJ-amyloïde dans la maladie d'Alzheimer 

La maladie d'Alzheimer est caractérisée par la présence de deux types de lésions 

cérébrales : les lésions neurofibrillaires et les plaques séniles. Les lésions neurofibrillaires 

sont formées de paires de filaments appariés en hélice (Kidd, 1963) qui sont constitués de 

protéines tau (Delacourte et Buée, 1997). Ces protéines tau sont des filaments du 

cytosquelette qui stabilisent les microtubules permettant les transports intraneuronaux. 

Anormalement phosphorylées au cours de la maladie d'Alzheimer (Hasegawa et al., 1996), 

elles s'agrègent pour former les filaments des lésions. Les lésions neurofibrillaires 

envahissent souvent la totalité du cortex cérébral au cours de la maladie d'Alzheimer avec 

une prédilection pour la région de l'hippocampe et le cortex temporal. 

Les plaques séniles, quant à elles, sont constituées d'une substance insoluble appelée 

substance amyloïde. Cette substance est composée d'un polypeptide d'environ 40 résidus 

d'acide aminés, le peptide P-amyloïde (Glenner et Wong, 1984). Ce peptide est présent 

dans les plaques séniles ainsi que dans des dépôts diffus de substance amyloïde, qui 

envahissent la presque totalité du cortex cérébral de patients atteints de la maladie 

d'Alzheimer (Yamaguchi et al., 1988). L'amyloïdogenèse est un processus diffus, mal 

localisé, toutes les régions cérébrales peuvent être touchées à des degrés divers (Braak et 

Braak, 1991). Le peptide P-amyloïde est un produit de catabolisme de la protéine 

transmembranaire amyloïde (Kang et al., 1987). Dans le cas de formes familiales de la 

maladie d'Alzheimer des mutations du gène codant cette protéine ont été découvertes. Ces 

mutations provoquent la modification du catabolisme de la protéine amyloïde en favorisant 

l'agrégation du peptide P-arnyloïde (Sherrington et al., 1995), faisant de ce peptide un 

acteur majeur dans la maladie d'Alzheimer. La substance amyloïde est vraisemblablement 

neurotoxique mais les preuves formelles manquent. Cette substance est associée à de 

nombreux autres constituants. Ces composés peuvent jouer un rôle catalyseur pour une 
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neurotoxicité éventuelle, ou un rôle de neuroprotection. Parmi ces facteurs nous pouvons 

citer le complément, les protéases et les anti-protéases, acteurs du processus inflammatoire 

(Ai sen, 1997), ainsi que 1' apolipoprotéine (Wisniewski et al., 1995). 

La cause précise de la dégénérescence des neurones au cours de la maladie 

d'Alzheimer est toujours inconnue, même s'il semble que la substance amyloïde y joue un 

rôle prépondérant. Ainsi, la neurotoxicité de la substance amyloïde et 1' altération 

membranaire des neurones vulnérables paraissent être de bons candidats de la cause directe 

de la dégénérescence neuronale. 

La lactoferrine a été localisée au niveau des plaques séniles mais également des 

lésions neurofibrillaires de patients atteints de la maladie d'Alzheimer, plus précisément 

dans les régions précocement affectées par la maladie (Osmand et Switzer, 1991 ; 

Kawamata et al., 1993 ; Leveugle et al., 1994). Le rôle de la lactoferrine au niveau de ces 

lésions est inconnu, cependant, elle pourrait intervenir dans le mécanisme de neurotoxicité 

ou bien au contraire avoir une action neuroprotectrice. 

b. Implication du fer et du stress oxydatif dans la maladie de 

Parkinson 

La maladie de Parkinson est caractérisée par la perte progressive des neurones 

catécholaminergiques du mésencéphale (Jellinger, 1989), se traduisant principalement par 

une lésion sévère de la voie dopaminergique nigrostriale. Néanmoins, d'autres voies sont 

également touchées : il s'agit des voies monoaminergiques (noradrénaline, sérotonine), 

cholinergiques et peptidergiques (Agid, 1989). Les symptômes moteurs de patients atteints 

de cette maladie neurodégénérative n'apparaissent que lorsque la destruction de la voie 

dopaminergique nigrostriale atteint un certain seuil de dénervation, de l'ordre de 70 % 

environ (Agid et al., 1987). La dégénérescence des neurones dopaminergiques mélanisés 

de la substance noire et la déficience en dopamine qui en résulte dans le striatum sont les 

bases neuropathologiques de la maladie de Parkinson. Bien que le processus 

neurodégénératif qui est à l'origine de la perte sélective des neurones dopaminergiques 

pigmentés reste inconnu, il semble qu'il fasse intervenir des mécanismes cellulaires 

aboutissant à la formation de radicaux libres liée à un stress oxydatif(Gerlach et al., 1994). 
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L'hypothèse du stress oxydatif est basée sur le dérèglement de l'équilibre existant 

entre la formation des réactifs oxydants et le processus anti-oxydant. Le stress oxydatif 

causé par un excès de formation de H20 2 et de radicaux libres oxygénés est responsable de 

dommages cellulaires dus à la peroxydation des lipides membranaires et à 1' altération de la 

fluidité membranaire (Halliwell, 1992). L'H20 2 est produit par plusieurs enzymes, telles 

que la superoxyde dismutase et la monoamine oxydase (Halliwell, 1992). Dans les 

neurones dopaminergiques, il est en majorité produit par la monoamine oxydase lors de la 

désamination de la dopamine mais également de manière non enzymatique par auto

oxydation de cette dernière (figure 8). L'H202 devient toxique lorsqu'il interagit avec des 

ions métalliques tels que le Fé+ ou le Cu+ et est décomposé par l'intermédiaire de la 

réaction de Fenton en radicaux libres hautement réactifs. 

OH-
ion hydroxyle 

OOH 

radical hydroxyle 

! 
peroxydation des lipides 

MAO : monoamine oxydase 

GPX : glutathion peroxydase 

Figure 8 : Formation des radicaux libres dans les neurones dopaminergiques mélanisés 

(d'après Gerlach et a/., 1994). 



74 

Les données en faveur de la participation du stress oxydatif dans la perte des 

neurones dopaminergiques dans la maladie Parkinson se sont accumulées au cours des 

années. Ainsi, les concentrations en fer total et en Fe3
+ mais pas en Fe2

+ sont augmentées 

dans la substance noire de patients atteints de la maladie de Parkinson (Sofic et al., 1988, 

1991; Dexter et al., 1989; Jellinger et al., 1992; Riederer et al., 1992). Cette augmentation 

non observée au niveau de la substance grise centrale suggère que le fer pourrait être 

sélectivement toxique pour les neurones dopaminergiques vulnérables de la substance noire 

(Hirsch et al., 1991). Le rôle du fer dans la maladie de Parkinson semble donc fort probable 

(Y oudim et al., 1989 ; Ben-Shachar et al., 1992 ; Morris et al., 1992). En effet, en présence 

d'un excès de fer, le stress oxydatif provoqué par une combinaison des radicaux libres et du 

fer pourrait contribuer à la destruction sélective des neurones dopaminergiques mélanisés 

(Agid, 1991 ; Agid et al., 1993). La diminution de l'activité d'enzymes anti-oxydantes, 

telles que la glutathion peroxydase et la catalase, ainsi que l'augmentation de celle de la 

SOD ont également été observées dans le cas de la maladie de Parkinson (Gerlach et 

Riederer, 1993). 

Il semble qu'un dérèglement du métabolisme du fer soit responsable de 

1' augmentation de la concentration de fer observée lors de la maladie de Parkinson. Bien 

que le taux de ferritine augmente dans la substance noire (Riederer et al., 1989), celui du 

récepteur de la transferrine reste inchangé. En effet, Faucheux et coll. (1993) n'ont pu 

mettre en évidence une différence significative entre le nombre de sites de fixation présents 

dans le mésencéphale de patients atteints de la maladie de Parkinson et de patients témoins. 

Par contre, ils ont montré que le nombre de ces sites est diminué sur les neurones mélanisés 

de la substance noire dans le cas de la maladie de Parkinson (Faucheux et al., 1997). Le 

mécanisme par lequel le fer est prélevé par les neurones dopaminergiques reste donc 

inconnu. Mis à part son stockage dans la ferritine, le fer trouvé dans la substance noire 

pourrait être lié à d'autres molécules solubles telles que les catécholamines (Liu et Mori, 

1993). La neuromélanine, complexe polymérique localisé dans les neurones 

catécholaminergiques principalement de la substance noire (Bogerts, 1981 ), serait un très 

bon candidat. La formation de la neuromélanine implique un processus oxydatif non 

enzymatique. La présence de quantité importante de neuromélanine dans ces neurones 

pourrait être à la base de la sélectivité du processus neurodégénératif qui intervient dans la 

maladie de Parkinson. En effet, ce composé est capable de fixer le Fe3
+ (Ben-Shachar et 

Y oudim, 1990 ; Ben-Shachar et al., 1991 ). De plus, chez des patients atteints de la maladie 
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de Parkinson les neurones doparninergiques fortement pigmentés sont plus vulnérables au 

processus neurodégénératif que les neurones dopaminergiques contenant peu de mélanine 

(Hirsch et al., 1988). En conditions physiologiques normales, par sa capacité à fixer une 

quantité importante de métaux, la mélanine participerait à la détoxification en éliminant les 

métaux générateurs de radicaux libres (Scalia et al., 1990). Cependant, dans certaines 

circonstances, lors d'une augmentation de la biodisponibilité du fer, la mélanine surchargée 

en ce métal n'exerçant plus son action protectrice pourrait alors potentialiser la formation 

de radicaux libres oxygénés (Pilas et al., 1988). Les neurones dopaminergiques mélanisés 

seraient donc ainsi plus sensibles à la dégénérescence. Il semblerait que l'interaction de la 

neuromélanine avec le fer soit impliquée dans la pathogenèse de la maladie de Parkinson 

(Ben-Shachar et al., 1991). La présence de quantité importante de neuromélanine dans les 

neurones doparninergiques spécifiquement atteints lors de la maladie de Parkinson pourrait 

sensibilisée ces neurones au processus dégénératif. 

La lactoferrine a été localisée au niveau de nombreux neurones doparninergiques 

mélanisés du mésencéphale. Lors de la maladie de Parkinson, la population neuronale 

marquée par la lactoferrine diminue fortement, alors que l'intensité de marquage est 

augmentée (Leveugle et al., 1996). Cette étude est en corrélation avec la distribution 

cellulaire de son récepteur qui est également augmentée dans les neurones survivants des 

patients atteints de la maladie de Parkinson (Faucheux et al., 1995). Ces résultats suggèrent 

qu'il existe une relation entre la lactoferrine et le processus neurodégénératif qui est 

responsable de cette maladie. Connaissant le potentiel anti-oxydant de la lactoferrine 

(Britigan et al., 1994), elle pourrait jouer un rôle de protection en captant 1' excès de fer au 

niveau des neurones doparninergiques mélanisés et en même temps réduire le stress 

oxydatif. L'augmentation de son taux au cours de la maladie de Parkinson conforte cette 

hypothèse. 

2. Inflammation et maladies neurodégénératives 

Le SNC a longtemps été considéré comme un site « immuno-privilégié » échappant à 

la surveillance du système immunitaire. Cette idée fut renforcée par la découverte de la 

BHE qui protége le SNC des conséquences léthales d'une inflammation périphérique. 

Cependant, de nombreuses données immunohistochimiques et moléculaires accumulées au 
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cours des dernières décennies indiquent que le SNC possède un système immunitaire 

endogène actif capable de répondre immédiatement aux agressions extérieures. Dans 

certains cas, la réaction inflammatoire peut être amplifiée, atteindre les tissus sains voisins 

et les altérer. Il s'ensuit une inflammation chronique du SNC qui pourrait également jouer 

un rôle important dans le processus de mort neuronale. L'augmentation de l'expression du 

facteur NF-KB, régulateur central des réactions inflammatoires, a été observée au niveau 

des lésions spécifiques de la maladie d'Alzheimer (Terai et al., 1996) et dans la substance 

noire de patients atteints de la maladie de Parkinson (Hunot et al., 1997). Le SNC de 

patients atteints de différentes maladies neurodégénératives semble être le siège de 

réactions inflammatoires, localisées plus particulièrement au mveau des lésions 

caractéristiques de ces pathologies. 

Il s'ensuit la mise en place d'un processus inflammatoire chronique lors de ces 

pathologies qui rend le SNC particulièrement vulnérable, les neurones perdus ne pouvant 

être remplacés. Les acteurs principaux sont les cellules microgliales et les astrocytes 

fonctionnant de façon coopérative afin d'établir un système de défense local du SNC. Les 

signaux inter-cellulaires n'ont pas encore été mis en évidence. Ces cellules, ainsi que les 

cytokines et le complément qu'elles produisent, pourraient jouer un rôle clé dans les 

processus inflammatoires du SNC. 

a. Les cellules microgliales 

Les cellules microgliales, de par leur appartenance au système monocytaire, 

possèdent des propriétés analogues à celles des cellules de ce système (Gehrman et al., 

1995). Ainsi, des stimulus immunologiques ou autres sont capables d'activer les cellules 

microgliales. Comme tout macrophage, les cellules microgliales activées présentent une 

activité phagocytaire se traduisant par la production d'un flot de radicaux libres oxygénés 

neurotoxiques (Colton et Gilbert, 1993). Les cellules microgliales sont également capables 

de sécréter des facteurs de croissance, des facteurs angiogéniques, ainsi que des molécules 

de surface spécifiques du système monocytaire dont 1' expression augmente lors de 

l'activation des cellules (Gehrman et al., 1995) et encore bien d'autres molécules, telles 

que des facteurs du complément et des cytokines inflammatoires comme l'IFNy, l'ILl, 
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l'IL6, l'IL8 et le TNF-a témoins de la mise en place du processus inflammatoire (McGeer 

et McGeer, 1995 pour revue générale). 

L'activation des cellules microgliales a été m1se en évidence dans différentes 

maladies neurodégénératives, telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, 

la maladie de Pick, la chorée de Hungtinton et la sclérose latérale amyotrophique, où un 

nombre important de cellules microgliales activées a été identifié au niveau des lésions 

caractéristiques des pathologies (Mc Geer et McGeer, 1995 pour revue générale). Dans 

tous les cas, cette activation est caractérisée par l'intermédiaire de l'expression de 

molécules du CMH. De plus, il semble clair que, dans la majorité des cas, ce processus soit 

une conséquence de la pathologie plutôt qu'une des causes potentielles. Ainsi, l'activation 

et la prolifération des cellules microgliales ne seraient pas spécifiques de ces pathologies, 

mais feraient partie intégrante du processus neurodégénératif. 

Les cellules microgliales peuvent être activées par un nombre important de 

molécules, telles que le peptide P-amyloïde, qui est impliqué dans la formation des plaques 

amyloïdes lors de la maladie d'Alzheimer (Klegeris et al., 1994). Des études in vitro ont 

montré que de nombreuses cytokines pouvaient activer les cellules microgliales (Imamura 

et al., 1994 ; Anderson et al., 1995). Les protéines du complément font également partie 

des facteurs qui sont à l'origine de l'activation des cellules microgliales (Klegeris et 

McGeer, 1997). En effet, ces cellules sont capables de produire des récepteurs du 

complément (Akiyama et McGeer, 1990). 

b. Les astrocytes 

Dans des conditions physiologiques, les astrocytes sont considérés comme étant les 

cellules chaperonnes des neurones, maintenant l'intégralité fonctionnelle des synapses et 

contribuant à la production des protéines de la matrice extracellulaire. Dans des conditions 

pathologiques, les astrocytes seraient en plus capables de stabiliser le tissu entourant un site 

endommagé du SNC et de participer au processus de réparation de ce tissu. La réponse des 

astrocytes, caractéristique de leur capacité à réagir à diverses atteintes neurologiques, 

apparaît rapidement et peut être détectée moins d'une heure après le trauma (Mucke et al., 

1991). Les astrocytes sont caractérisés par la présence d'une protéine du cytosquelette 

spécifique : la GF AP («Glial Fibrillary Acidic Protein ») (Bignami et al., 1972), dont 
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1' expression est fortement augmentée lors de leur activation (Bignami et al., 1972). Les 

astrocytes sécrètent des molécules en rapport avec leur activité telles que des facteurs de 

croissance, des molécules de la matrice extracellulaire, des molécules d'adhésion comme la 

E-sélectine et l'ICAM-1 (Eddleston et Mucke, 1993) mais aussi produisent après activation 

des facteurs associés à l'inflammation, tels des molécules du CMH, des prostaglandines, 

des facteurs du complément ainsi que de nombreuses cytokines comme l'IFNy, l'ILl, l'IL6 

et le TNF-a (Eddleston et Mucke, 1993 pour revue générale). 

Les astrocytes peuvent être activés par un nombre important de molécules, telles que 

le peptide ~-amyloïde (Araujo et Cotman, 1992), le LPS et de nombreuses cytokines 

inflammatoires (Eddleston et Mucke, 1993 pour revue générale). L'activation des 

astrocytes a été observée lors de différents désordres neurologiques tels que la maladie 

d'Alzheimer (Delacourte, 1990) et la trisomie 21 (Griffin et al., 1989). Il semble également 

que des enzymes anti-oxydantes soient produites par les astrocytes activés dans le cas de la 

maladie d'Alzheimer: SOD, catalase (Pappolla et al., 1992) et MAO plus précisément au 

niveau des plaques séniles (Nakamura et al., 1990). 

c. Les cytokines pro-inflammatoires 

Les cytokines qui sont présentes dans le SNC sont en majorité produites par les 

cellules microgliales et les astrocytes. 

En général, une augmentation du taux de cytokines inflammatoires et de leurs 

récepteurs a été observée dans les tissus cérébraux et/ou le CSF de patients atteints de 

différentes maladies neurodégénératives (Mc Geer et McGeer, 1995 pour revue générale). 

Ces cytokines sécrétées pourraient stimuler les cellules neuronales ou gliales afin qu'elles 

produisent les facteurs neurotoxiques qui sont présents dans les lésions. Ainsi, 

l'augmentation de l'expression de cytokines telles que le TNF-a, l'ILl-~ et l'IL6, est 

fortement observée dans le SNC de patients atteints de la maladie d'Alzheimer ou de la 

maladie de Parkinson (Mc Geer et McGeer, 1997). Dans le cas de la maladie de Parkinson, 

des récepteurs du TNF -a ont également été trouvés sur les neurones dopaminergiques 

survivants de la substance noire (Mc Geer et McGeer, 1997). En ce qui concerne la 

sclérose latérale amyotrophique, une élévation du taux de 1 'IL6 a été reportée dans le LCR 

des patients. 
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d. Le complément 

Le SNC est le siège d'une production des facteurs du complément (Terai et al., 

1997). Il semble que seule la voie classique soit mise en œuvre. Les messagers des facteurs 

du complément sont produits par plusieurs types cellulaires du SNC tels que les neurones 

pyramidaux de l'hippocampe et du cortex temporal, ainsi que par quelques cellules gliales 

(Shen et al., 1997). Des études réalisées in vitro ont montré que les astrocytes et les cellules 

microgliales en culture sont capables de produire ces différents facteurs (Walker et 

McGeer, 1993 ; Walker et al., 1995). Ainsi, la production et l'activation de la voie 

classique du complément dans le SNC sont des phénomènes locals ne nécessitant pas l'aide 

d'éléments périphériques. 

L'expression des facteurs du complément ainsi que leurs messagers est fortement 

augmentée dans le cas de la maladie d'Alzheimer (Shen et al., 1997; Terai et al., 1997). La 

présence des protéines du complément a également été mise en évidence sur les neurones 

dopaminergiques affectés par la maladie de Parkinson (Y amada et al., 1992). Des niveaux 

élevés de facteurs du complément sont également présents dans le LCR de patients atteints 

de la sclérose latérale amyotrophique (Tsuboi et Y amada, 1994 ), ainsi que dans les régions 

affectées par cette pathologie sous forme de dépôts (Kawamata et al., 1992). 

e. Conclusion 

Les pathologies neurodégénératives affectées par un processus inflammatoire ne sont 

pas des pathologies auto-immunes dans le sens classique du terme, impliquant la 

production d'anticorps dirigés contre les tissus de l'hôte ou le clonage de sous-populations 

spécifiques de cellules T. En effet, aucune de ces caractéristiques n'a été mise en évidence 

dans la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson ou d'autres maladies 

neurodégénératives (McGeer et McGeer, 1995 pour revue générale). Il semble donc que, 

quels que soient les facteurs ou atteintes qui déclenchent les pathologies 

neurodégénératives, l'inflammation résultante n'apparaît pas être la cause primaire des 

pathologies, mais plutôt une réaction secondaire, conséquence du processus dégénératif. 
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production de cytokines inflammatoires 

activation du complément 

Figure 9 : Boucle hypothétique qui pourrait être responsable de la mort neuronale dans 

certaines maladies neurodégénératives (d'après McGeer et McGeer, 1995). 

Les facteurs qui initient et développent de telles réactions inflammatoires ne sont pas 

encore bien connus. L'hypothèse selon laquelle les éléments, qui sont à l'origine des 

dommages neuronaux initiaux, pourraient provoquer secondairement la formation de débris 

cellulaires, sous forme de dépôts difficilement digérables par les cellules microgliales 

paraît plausible. Ce mécanisme serait responsable de l'initiation de la voie classique du 

complément et de 1' activation des cellules gliales, se traduisant par la production de 

molécules toxiques. La libération de tels produits neurotoxiques à proximité de tissus sains 

mènerait à la mort de neurones supplémentaires qui en retour amplifierait la réaction 

inflammatoire. Ce phénomène pourrait résulter en un mécanisme entretenu par lui-même, 

dans lequel les attaques phagocytaires endommageraient les neurones spectateurs de telle 

façon que des lésions supplémentaires seraient produites (figure 9). Ce processus pourrait 

être généré et entretenu par les cellules gliales locales. Le SNC apparaît ainsi être capable 
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d'initier et de maintenir une réaction inflammatoire chronique en réponse aux différents 

processus dégénératifs responsables de certaines pathologies du SNC. 

Les lésions neuropathologiques sont associées à une accumulation de molécules 

impliquées dans le processus inflammatoire, mais également à la lactoferrine. Cette 

protéine, présente tout le long du processus inflammatoire dans la circulation et les tissus 

périphériques (décrit dans la figure 7, page 69), semble fortement y être impliquée. Elle 

possède également un fort potentiel anti-oxydant (Britigan et al., 1994 pour revue 

générale). La lactoferrine pourrait donc intervenir au niveau des lésions neuropathologiques 

afin de réduire les dommages potentiellement occasionnés aux cellules saines voisines et 

ainsi jouer un rôle important de protection au cours des maladies neurodégénératives 

affectées par un processus inflammatoire. 

Ainsi, la lactoferrine semble être impliquée dans les maladies neurodégénératives au 

niveau des processus neurodégénératifs eux-mêmes, plus particulièrement lors de la 

maladie de Parkinson, mais également quelle que soit la pathologie au cours des réactions 

inflammatoires résultant de ces processus. 
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OBJECTIFS 

La découverte de la lactoferrine dans notre laboratoire constitue le point de départ de 

nombreux travaux portant sur cette protéine. Ces travaux ont d'abord concerné la 

distribution de cette glycoprotéine dans 1' organisme. La lactoferrine a été caractérisée dans 

un premier temps dans tous les milieux de sécrétion et plus particulièrement à la surface 

des muqueuses, puis dans un second temps dans le sang. La lactoferrine, stockée dans les 

granules secondaires de leucocytes neutrophiles (Masson et al., 1969), est libérée dans la 

circulation après dégranulation des neutrophiles au niveau des sites inflammatoires. La 

concentration plasmatique de la lactoferrine est cependant maintenue à un taux très faible 

par la capture par le foie de la majorité de la lactoferrine relarguée. 

Plus récemment, plusieurs auteurs ont mis en évidence une nouvelle localisation de la 

lactoferrine dans l'organisme. En effet, la lactoferrine est présente dans le SNC. La 

présence de la lactoferrine et de son récepteur a été découverte dans le mésencéphale de 

patients sains et plus précisément dans les neurones dopaminergiques de la substance noire 

et de l'aire tegmento-ventrale (Leveugle et al., 1996; Faucheux et al., 1995). D'autre part, 

chez des patients atteints de la maladie de Parkinson, le taux de ces deux protéines est 

augmenté dans les neurones dopaminergiques survivants (Leveugle et al., 1996 ; Faucheux 

et al., 1995). La lactoferrine est également accumulée au niveau des capillaires cérébraux et 

des lésions caractéristiques de différentes maladies neurodégénératives telles que la 

maladie d'Alzheimer, la trisomie 21, le syndrome de l'île de Guam, la maladie de Pick et la 

sclérose latérale amyotrophique (Leveugle et al., 1994). Ces études montrent qu'une 

stimulation de l'apport et/ou de la production de la lactoferrine apparaît dans le SNC lors 

de pathologies. Le métabolisme de la lactoferrine pourrait donc être en relation avec les 

processus neurodégénératifs mais également avec les réactions inflammatoires qu'ils 

engendrent. 

Ces découvertes posent des questions quant à l'origine et à la fonction biologique de 

la lactoferrine présente dans leSNC. Ses rôles dans le compartiment sanguin et au niveau 

des surfaces sécrétrices ne sont pas encore bien définis. Cependant, la lactoferrine est 

impliquée dans les mécanismes de défense de 1' organisme et semble intervenir à chacune 
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des étapes clés du processus inflammatoire de manière à protéger les tissus bordant le foyer 

infectieux. Il pourrait bien exister un lien entre la fonction de la lactoferrine cérébrale et 

l'état inflammatoire ainsi que le stress oxydatif observés lors de certaines maladies 

neurodégénératives. Afin de répondre à ces questions, il était indispensable de mettre en 

évidence la ou les origines de la lactoferrine cérébrale et de définir les mécanismes qui 

aboutissent à l'accumulation de la lactoferrine spécifiquement au niveau des lésions 

neurodégénératives. 

Ainsi, la lactoferrine cérébrale pourrait avoir deux origines différentes : une origine 

périphérique, par apport de la lactoferrine au SNC par la circulation, une origine locale, par 

synthèse in situ de la lactoferrine par des cellules spécialisées du SNC (figure 10, page 84). 

Afin de mettre en évidence 1' origine périphérique de la lactoferrine cérébrale, nous 

avons étudié son transport à travers la BHE. Connaissant le potentiel inflammatoire des 

lésions neuropathologiques menant à des modifications de la perméabilité de la BHE, il 

nous semblait intéressant d'étudier également ce transport en conditions inflammatoires. 

De manière à établir 1' origine locale de la lactoferrine cérébrale, nous avons étudié 

l'expression de ses messagers dans le mésencéphale de patients sains. Les variations 

métaboliques engendrées par les processus neurodégénératifs nous ont amené à étendre 

cette étude aux cas pathologiques. Ainsi, nous avons utilisé des souris traitées au MPTP (1-

méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine), modèle animal expérimental bien connu de la 

maladie de Parkinson. 
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Figure 10 : Origines potentielles de la lactoferrine dans 

le système nerveux central sain. 
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La découverte de la distribution cérébrale de la lactoferrine, dans le LCR (Terent et 

al., 1981 ), le parenchyme cérébral et tout particulièrement au niveau des capillaires 

cérébraux (Leveugle et al., 1994) nous a amené à vérifier 1 'hypothèse selon laquelle la 

lactoferrine pourrait être apportée au SNC par la circulation. Cette hypothèse implique le 

passage de la lactoferrine à travers la BHE. Dans le cas de différentes maladies 

neurodégénératives, la distribution cérébrale de la lactoferrine est fortement augmentée et 

se trouve associée avec les lésions neuropathologiques (Osmand et Switzer, 1991 ; 

Kawamata et al., 1993; Leveugle et al., 1994). Cette augmentation pourrait être la 

conséquence d'un apport accru de la lactoferrine, impliquant l'augmentation de son passage 

à travers la BHE dans le cas de désordres dégénératifs du SNC. 

La BHE est caractérisée par un certain nombre de propriétés qui lui ont conféré son 

nom de véritable « barrière » entre le sang et le cerveau. En effet, cette barrière permet de 

maintenir l'homéostasie des cellules du SNC, et fait de cet organe l'une des structures les 

mieux isolées du reste de l'organisme. Cependant, au cours de certaines maladies 

neurodégénératives, les propriétés de cette barrière peuvent être perturbées. Ils semblent 

que ces modifications soient liées au processus inflammatoire. 

Avant d'étudier le mécanisme de transport de la lactoferrine à travers la BHE, il est 

important de rappeler les propriétés de cette barrière et les modifications qu'elle subit lors 

du processus inflammatoire. 

A. La barrière hémato-encéphalique 

Afin de protéger les cellules du SNC d'éventuelles modifications de la composition 

du plasma et par là même de maintenir les fonctions cérébrales, la nature a doté notre 
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organisme d'une barrière entre le sang et le cerveau: la barrière hémato-encéphalique. Les 

capillaires cérébraux constituent le support anatomique de cette barrière. Ces capillaires 

sont formés d'une monocouche de cellules endothéliales reposant sur une lame basale dans 

laquelle se trouve, par endroit, un second type cellulaire : les péricytes. Les capillaires ainsi 

constitués sont entourés d'un manchon ininterrompu de pieds astrocytaires (figure 11). 

pied astrocytaire 

lame basale 

Figure 11 : Structure des capillaires cérébraux (Goldstein et Betz, 1986). 

L'endothélium formant ces capillaires est de type continu et, de par ses 

caractéristiques structurales et métaboliques, il régule le passage des nutriments du sang 

vers le parenchyme cérébral. La présence de, jonctions serrées entre les cellules 

endothéliales, la rareté des vésicules de pinocytose et 1' absence de fenestration sont les 

principales caractéristiques structurales de ces cellules. Elles présentent également des 

propriétés métaboliques spécifiques. L'environnement cérébral des capillaires cérébraux et 

plus particulièrement les astrocytes sont responsables de l'établissement des propriétés de 

barrière. 
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1. Les jonctions serrées 

L'une des caractéristiques structurales maJeures des cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux est la présence d'un réseau de « zonula occludentes » ou jonctions 

serrées qui relient de façon continue chacune des cellules à ses voisines (Reese et 

Karnovski, 1967). Ainsi, 1' endothélium des capillaires cérébraux, de par la présence de ces 

jonctions serrées, peut être considéré comme un endothélium de type continu. Ces 

jonctions vont considérablement restreindre la diffusion des ions (Hansen et al., 1977) et le 

transport des substances hydrophiles non électrolytes (Olendorf, 1971). Elles vont aussi 

participer à l'élaboration et au maintien de la polarité des cellules en séparant les 

membranes basales et apicales et ainsi maintenir la distribution membranaire asymétrique 

des protéines (Betz et al., 1980). En effet, certains auteurs ont constaté que la perte des 

jonctions serrées au niveau de tissus ou de cellules en culture entraîne une perte de 

polarisation de ceux-ci (Galli et al., 1976). 

La mise en place des jonctions serrées ferait intervenir de nombreuses protéines 

spécifiques de ces jonctions, telles que l'occludine qui est une protéine transmembranaire, 

la protéine Z0-1 qui est associée au feuillet cytoplasmique de la membrane plasmique et la 

protéine Z0-2 qui est associée à Z0-1, ainsi que des protéines classiquement retrouvées 

dans le cytoplasme comme les composants du cytosquelette (Mitic et Anderson, 1998). 

2. Caractéristiques métaboliques 

En plus de leurs caractéristiques structurales, les cellules endothéliales cérébrales 

possèdent des propriétés métaboliques particulières auxquelles participe la monoamine 

oxydase. Cette enzyme, exprimée par les cellules endothéliales de capillaires cérébraux et 

les péricytes (Betler et al., 1966), empêche les amines circulantes de pénétrer dans le 

cerveau. En parallèle, elle inactive les neurotransmetteurs libérés dans le liquide interstitiel 

cérébral. En effet, les neurotransmetteurs monoaminergiques sont activement prélevés du 

côté abluminal puis catabolisés dans les capillaires cérébraux (Meyer et al., 1973). La 

monoamine oxydase des cellules endothéliales de capillaires cérébraux participe à la 

«barrière métabolique», empêchant les échanges transcellulaires des neurotransmetteurs 

monoaminergiques et de leurs précurseurs. 
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Les propriétés métaboliques des capillaires cérébraux sont également caractérisées 

par la présence de la P-glycoprotéine. Cette protéine membranaire a été découverte à la 

surface de cellules de lignées tumorales aux phénotypes multi-résistants. Il a été montré 

que de nombreux agents antinéoplasiques susceptibles de traverser la BHE n'atteignent pas 

le parenchyme cérébral. Ce phénomène est lié à l'expression de la P-glycoprotéine par les 

cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Tsuji et al., 1992, 1993). Cette dernière 

fixerait ces composés et provoquerait leur expulsion de la cellule endothéliale. La P

glycoprotéine semble donc participer au maintien de 1 'homéostasie cérébrale. 

3. Induction des propriétés de la BHE 

Les astrocytes ont une situation stratégique au sein de la BHE. Ces cellules sont en 

contact avec les capillaires cérébraux par l'intermédiaire de leurs prolongements qui 

forment une gaine autour de la membrane basale des cellules endothéliales (figure 12, page 

89). Il semble que les astrocytes jouent un rôle prépondérant dans l'établissement des 

propriétés de la BHE. En effet, ils seraient impliqués dans la formation des jonctions 

serrées (Janzer et Raff, 1987). Des études réalisées avec des cellules endothéliales cultivées 

en présence de milieu de culture d'astrocytes ont montré que celui-ci induit l'expression 

des jonctions serrées (Rubin et al., 1991). De plus, il apparaît que les cocultures de cellules 

endothéliales et d'astrocytes permettent de recréer les conditions décrites in vivo et d'établir 

un endothélium ayant les caractéristiques de la BHE (Dehouck et al., 1990, 1995). Il 

semble donc exister des échanges entre les astrocytes et les cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux qui s'avèrent indispensables à l'élaboration des propriétés de la BHE. 
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Figure 12 : Place stratégique des astrocytes au sein du SNC (Goldstein et Betz, 1986). 

B. Les mécanismes de transport à travers la BHE 

Contrairement aux capillaires des tissus périphériques, ceux localisés dans le SNC 

possèdent peu de vésicules de pinocytose et de canaux transendothéliaux, réduisant 

fortement les transports non spécifiques dits de « fluid phase » (Reese et Kamovski, 1967). 

Certaines molécules telles que le C02, 1'02 et les substances lipophiles traversent la BHE 

par simple diffusion, seul un gradient de concentration de la molécule étant nécessaire. Les 

molécules plasmatiques quant à elles en majorité anioniques ou hydrophiles ne le peuvent 

pas. Les molécules de petite taille, telles que le sucrose ou l'inuline, emprunteraient la voie 

paracellulaire pour traverser la BHE. Par contre, les molécules plasmatiques de haut poids 

moléculaire utilisent des transporteurs spécifiques présents à la surface des cellules 

endothéliales. Ces molécules pour atteindre le parenchyme cérébral doivent être 

transportées de la face lurninale vers la face ablurninale des cellules, les structures 

cellulaires impliquées dans ce trafic sont encore mal définies. 
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1. Transport des ions, du glucose et des acides aminés 

Les ions jouent un rôle important dans la transmission de l'influx nerveux. C'est 

pourquoi leur concentration dans le liquide interstitiel cérébral est hautement régulée. Des 

transporteurs spécifiques présents au niveau des membranes luminales et abluminales des 

cellules endothéliales participent à cette régulation. En effet, il existe des transporteurs 

spécifiques des ions potassium situés sur la face abluminale des cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux (Vigne et al., 1994), ainsi que des systèmes de transport du sodium et 

du chlore (Betz, 1983) présents sur la face luminale des cellules. 

Le glucose est un élément essentiel au bon fonctionnement des cellules nerveuses. Le 

transport de cet élément à travers la BHE est facilité par la présence d'un transporteur 

spécifique au niveau des cellules endothéliales (Betz et al., 1979). Bien qu'il soit situé à la 

fois sur les faces luminales et abluminales, le nombre de transporteurs est plus important 

sur la face abluminale des cellules (Farrel et Pardrirge, 1991). Cette dissymétrie permettrait 

aux molécules de glucose ayant pénétré dans la cellule d'arriver rapidement vers les fluides 

baignant les neurones et les cellules gliales. 

Le SNC a besoin d'un apport continu d'acides aminés. Il existe plusieurs systèmes de 

transporteurs des acides aminés à travers la BHE. Trois principaux systèmes de transport 

permettent le passage des acides aminés neutres à travers la BHE, correspondant aux : 

système A (alanine), système ASC (alanine, sérine, cystéine) et système L (leucine) 

(Goldstein et Betz, 1986). 

2. Transport des peptides, protéines et lipoprotéines 

Pardridge et coll. (1985a) ont montré, aussi bien in vivo qu'in vitro, que 

contrairement à d'autres endothéliums, l'endothélium cérébral n'exprime pas de récepteur à 

l'albumine. Smith et Borchardt (1989) ont observé une endocytose de l'albumine de type 

« fluid phase » par les cellules endothéliales de capillaires cérébraux cultivées seules. En 

condition physiologique, une faible quantité d'albumine traverse donc les capillaires 

cérébraux par l'intermédiaire d'un mécanisme non spécifique. 



91 

L'insuline est transportée du sang vers le cerveau par l'intermédiaire d'un récepteur 

présent au niveau des cellules endothéliales de capillaires cérébraux (Pardrige et al., 

1985b ). Cette hormone joue ainsi un rôle dans le développement du cerveau et notamment 

dans la maturation neuronale (Sara et al., 1983). Les facteurs de croissance« insulin-like » 

(IGF-I et II), polypeptides voisins de l'insuline, peuvent également être transportés du sang 

vers le cerveau (Frank et al., 1986). 

Le fer est un élément essentiel pour le bon fonctionnement du SNC. Cet élément est 

distribué aux tissus de l'organisme par l'intermédiaire de la transferrine. La présence d'un 

nombre important de récepteurs de la transferrine a été mise en évidence au niveau des 

capillaires cérébraux (Jefferies et al., 1984). Après endocytose, la transferrine fournit le fer 

nécessaire au métabolisme des cellules endothéliales mais également aux cellules du SNC. 

Des études réalisées, in vivo et in vitro, montrent qu'après internalisation de la transferrine 

par les cellules de la BHE, seul le fer est retrouvé dans le parenchyme cérébral (Roberts et 

al., 1993 ; Raub et Newton, 1991). Par contre, d'autres études ont montré que l'endocytose 

de la transferrine par les cellules endothéliales de capillaires cérébraux est suivie d'une 

transcytose de celle-ci vers le cerveau (Fishman et al., 1987 ; Descamps et al., 1996). 

L'existence du récepteur des LDL de type apo (B, E) a été mise en évidence au 

niveau des capillaires cérébraux. Ce récepteur permet l'endocytose in vitro des LDL par les 

cellules endothéliales de capillaires cérébraux (Méresse et al., 1989). Son expression ainsi 

que le transport des LDL à travers les cellules endothéliales sont dépendants des besoins en 

cholestérol des cellules du compartiment cérébral (Dehouck et al., 1994, 1997). 

3. Structures cellulaires impliquées dans les transports 

spécifiques 

Au moins deux types de structures possédant des morphologies différentes sont 

impliquées dans les mécanismes d'endocytose : les vésicules recouvertes de clathrine et en 

grande majorité les cavéoles. 

Les vésicules recouvertes de clathrine sont de loin les plus connues et les mieux 

étudiées. La clathrine est disposée sur le versant cytoplasmique de la membrane plasmique 
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et du réseau transgolgien. Après leur formation, les vésicules perdent rapidement leur 

revêtement de clathrine (Schlossman et al., 1984). La clathrine est alors recyclée vers la 

membrane plasmique et participe à la formation de nouvelles vésicules. Les vésicules quant 

à elles fusionnent avec des structures vésiculaires plus grandes appelées endosome primaire 

qui mènent soit au recyclage des molécules piégées dans la vésicule, soit à leur dégradation 

dans les lysosomes (Geuze et al., 1983). 

Depuis quelques années une attention toute particulière a été portée aux petites 

vésicules non recouvertes de clathrine appelées cavéoles. Bien que leur existence soit 

connue depuis plus de 40 ans, elles ont longtemps été considérées comme des vésicules 

n'intervenant que dans les phénomènes de transport non-spécifique. Contrairement à 

certains types cellulaires, les endothéliums de type continu (Schnitzer et al., 1994) 

renferment un grand nombre de structures apparentées aux cavéoles et peu de vésicules 

recouvertes de clathrine. Schnitzer (1993) a montré que les cavéoles sont impliquées dans 

le transport de l'albumine native au niveau des cellules endothéliales de capillaires 

pulmonaires. Il semble que les cavéoles sont également impliquées dans le transport des 

LDL et de la transferrine au travers des cellules endothéliales de capillaires cérébraux 

(Dehouck et al., 1997 ; Descamps et al., 1997). Ces structures pourraient être responsables 

du transport des protéines qui ne suivent pas la voie de la dégradation. 

C. BHE, inflammation et maladies neurodégénératives 

Certaines pathologies du SNC telles que les maladies neurodégénératives présentent 

un caractère inflammatoire indéniable ainsi qu'une altération profonde de l'endothélium 

cérébral, qualifiée par les cliniciens de «rupture de la BHE ». Bien que les mécanismes 

d'induction de ce dysfonctionnement soient obscurs, des observations montrent clairement 

que celle-ci est associée au caractère inflammatoire de ces pathologies et notamment à la 

surexpression de cytokines pro-inflammatoires. 
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1. Cytokines et maladies neurodégénératives 

Au cours des pathologies cérébrales, la surexpression tant au niveau périphérique que 

cérébral de cytokines pro-inflammatoires semble fortement impliquée dans l'aggravation 

des symptômes observés. Dans des conditions physiologiques, l'ILl, l'IL6 et le TNF-a 

sont exprimés de façon constitutive mais en quantité très faible au niveau du SNC 

(Schobitz et al., 1994). Par contre, cette synthèse est augmentée de façon importante au 

cours des neuropathologies. 

Des patients atteints de la maladie d'Alzheimer présentent des taux sériques élevés 

de TNF-a (Fillit et al., 1991). L'ILl semble également être impliquée dans l'évolution de 

cette pathologie puisqu'elle induit la synthèse de l'a1-antichymotrypsine, inhibiteur de 

protéases entraînant la polymérisation de la protéine B en filaments qui forment les dépôts 

amyloïdes caractéristiques de cette pathologie (Das et Potter, 1995). 

En ce qui concerne la sclérose en plaque, le TNF-a et l'ILl semblent être impliqués 

dans l'évolution de cette pathologie (Tsukada et al., 1991). En effet, le TNF-a est retrouvé 

dans la majorité des cas dans le LCR et le plasma de patients atteints de sclérose en plaque. 

La production d'ILl a également été observée dans des monocytes isolés de patients 

atteints de cette pathologie (Merrill et al., 1989). 

Des études réalisées chez des patients atteints de la maladie de Parkinson ont montré 

une augmentation des taux de TNF -a dans le sérum et le LCR de ces patients (Mogi et al., 

1994a). Des taux élevés d'IL1-J3 et d'IL6 ont également été observés dans le cerveau de ces 

patients (Mogi et al., 1994b ). 

2. Origine des cytokines impliquées dans l'inflammation 

cérébrale 

Les concentrations élevées de cytokines retrouvées dans le sang peuvent s'expliquer 

par une surexpression de ces médiateurs par les leucocytes qui en sont la source majeure. 

En revanche, leur présence au niveau du LCR suggère que les cytokines peuvent être 

synthétisées par les cellules du SNC. 
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Des observations issues d'études in vivo montrent que les cellules microgliales, 

considérées comme les macrophages résidents du SNC (Altman, 1994), les astrocytes et les 

cellules endothéliales cérébrales constituent une source importante de cytokines. Ainsi, la 

présence de TNF-a a été identifiée au niveau d'astrocytes situés à la périphérie des lésions 

présentes chez des patients atteints de la sclérose en plaque, suggérant que les astrocytes 

pourraient être la source de TNF -a (Hofman et al., 1989). Le TNF -a est également détecté 

dans les macrophages présents au sein des lésions, mais aussi au niveau des cellules 

microgliales à l'extérieur des lésions (Canella et Raine, 1995). Des études in vitro ont 

également été réalisées et montrent que les astrocytes peuvent synthétiser des cytokines 

pro-inflammatoires telles que l'ILl , le TNF-a ou l'IL6 (Sharif et al., 1993). Cependant, les 

cytokines sont produites en quantité plus importante par les cellules microgliales activées 

que par les astrocytes (Lee et al., 1993). 

Ces cytokines peuvent également avmr une ongme périphérique et atteindre le 

parenchyme cérébral en franchissant la BHE par l'intermédiaire de transporteurs 

spécifiques. En effet, l'ILl-a et l'IL 1-P administrées par voie intraveineuse peuvent être 

transportées vers le cerveau sans dégradation par un mécanisme saturable (Banks et al., 

1991). Le TNF-a (Gutierrez et al., 1993) et l'IL6 (Banks et al., 1994) sont également 

transportés vers le SNC. 

3. Cytokines et BHE 

Au cours des maladies neurodégénératives présentant un caractère inflammatoire, la 

BHE est sujette à des dysfonctionnements importants qui se traduisent par l'infiltration de 

cellules immunocompétentes vers les sites inflammatoires et une« rupture de la BHE ». 

Les cytokines pro-inflammatoires telles que l'ILl, le TNF-a et l'IFN-y sont capables 

d'induire l'expression de molécules d'adhésion à la surface des cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux et ainsi d'activer ces cellules (Fabry et al., 1992). Récemment, Wong 

et coll. (1999) ont montré que le TNF-a augmente l'adhésion des cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux et qu'il. s'ensuit une augmentation de la migration de cellules 

lymphocytaires à travers la BHE. 
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Des dysfonctionnements des propriétés de la BHE ont été observés chez des patients 

atteints de la maladie d'Alzheimer (Meccoci et al., 1991). De plus, certaines pathologies 

cérébrales sont caractérisées par de fortes concentrations en cytokines pro-inflammatoires 

dans les compartiments cérébral et sanguin. Il semble que le TNF-a et l'ILI-a soient 

impliqués dans les modifications de la perméabilité vasculaire cérébrale (Sharief et 

Thompson, 1992). En effet, l'injection de TNF-a dans le LCR entraîne une augmentation 

de la perméabilité vasculaire cérébrale à l'albumine chez le rat, et s'accompagne d'une 

infiltration de leucocytes au sein du SNC (Kim et al., 1992). L'injection intraveineuse de 

TNF-a est également à l'origine d'une modification de la perméabilité à l'albumine chez le 

porc nouveau-né (Abraham et al., 1996). Cependant, aucune modification de cette 

perméabilité n'a été observée après administration intraveineuse de TNF-a chez le rat 

(Kim et al., 1992). 

Les cytokines pro-inflammatoires et plus particulièrement le TNF-a semblent être 

impliqués dans les modifications de perméabilité vasculaire cérébrale observées dans le cas 

des maladies neurodégénératives. 

Conclusion 

La présence de récepteurs spécifiques de la transferrine et des LDL à la surface des 

cellules endothéliales permet le transport de ces molécules plasmatiques vers le 

parenchyme cérébral. Un tel mécanisme pourrait être envisagé dans le transport de la 

lactoferrine à travers la BHE. Les propriétés de cette barrière sont modifiées en conditions 

inflammatoires, et plus particulièrement au niveau de lésions neuropathologiques qui sont 

le siège de réactions inflammatoires. De telles modifications pourraient être à 1' origine de 

l'accumulation de la lactoferrine au niveau de ces lésions. Ainsi, il était intéressant 

d'étudier le transport de la lactoferrine au travers des cellules endothéliales de capillaires 

cérébraux de manière à mettre en évidence son transport à travers la BHE. Ensuite, afin 

d'identifier le mécanisme responsable de l'accumulation de cette protéine en conditions 

pathologiques, il était intéressant d'étudier ce transport en conditions inflammatoires. 



96 

ARTICLE 1 · 

TRANSCYTOSE DE LA LACTOFERRINE A TRAVERS LA 

BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE 

Introduction 

Nous avons entrepris l'étude de la transcytose de la lactoferrine en collaboration avec 

l'équipe du Professeur Roméo Cecchelli qui a mis au point un modèle in vitro de BHE. Ce 

modèle, qui consiste en une coculture de cellules endothéliales de capillaires cérébraux et 

d'astrocytes (figure 13), permet de recréer les conditions observées in vivo. Plusieurs 

études ont mis en évidence sur ce modèle le transport de nombreuses substances et ont 

montré qu'il existe une excellente corrélation entre les perméabilités observées in vivo et in 

vitro (De houck et al., 1990, 1994, 1995 ; Descamps et al., 1996). 

compartiment 
supérieur 

cellules endothéliales / 

// 
t-;;r;.;-;w;-;;;r;;-:J;;-~-~-~-~-~ filtre 

compartiment 
inférieur astrocytes ---.---..!!o. 

'? 

Figure 13: Modèle in vitro de barrière hémato-encéphalique: coculture de cellules 

endothéliales de capillaires cérébraux (microscopie à contraste de phase) et d'astrocytes 

(immunomarquage fluorescent de la GFAP). Barres d'échelle = 100 j.Jm. 
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L'utilisation de ce modèle nous a permis d'étudier le passage de la lactoferrine à 

travers les cellules endothéliales de capillaires cérébraux. La première étape de cette étude 

a porté sur l'interaction de la lactoferrine avec les cellules endothéliales, et tout 

particulièrement en fonction de l'état de différenciation des cellules. En effet, la coculture 

des cellules endothéliales en présence d'astrocytes est indispensable à la différenciation des 

cellules et à 1' établissement des propriétés de barrière du modèle (Rubin et al., 1991 ), 

induisant l'expression de transporteurs spécifiques à la surface des cellules endothéliales. 

L'endocytose de la lactoferrine ainsi que sa trancytose ont ensuite été étudiées. Afin de 

mettre en évidence les molécules impliquées dans le passage de la lactoferrine à travers la 

BHE, nous avons utilisé des inhibiteurs connus de certains récepteurs de la lactoferrine. La 

deuxième étape de cette étude a concerné le devenir de la lactoferrine et de son fer au cours 

du transport. 

Ce travail a fait l'objet de l'article suivant : « Receptor-mediated transcytosis of 

lactoferrin through the blood-brain barrier », publié dans The Journal of Biological 

Chemistry (1999), 274,7011-7017. 
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Lactoferrin (Lf) is an iron-binding protein involved in 
host defense against infection and severe inflammation; 
it accumulates in the brain during neurodegenerative 
disorders. Before determining Lf function in brain tis
sue, we investigated its origin and demonstrate here 
that it crosses the blood-brain barrier. An in vitro model 
of the blood-brain barrier was used to examine the 
mechanism of Lf transport to the brain. We report that 
differentiated bovine brain capillary endothelial cells 
exhibited specifie high (Kd = 37.5 nM; n = 90,000/cell) and 
low (Kd = 2 MM; n = 900,000 sites/cell) affinity binding 
sites. Only the latter were present on nondifferentiated 
cells. The surface-bound Lf was internalized only by the 
differentiated cell population leading to the conclusion 
that Lf receptors were acquired during cell differentia
tion. A specifie unidirectional transport then occurred 
via a receptor-mediated process with no apparent in
traendothelial degradation. We further report that iron 
may cross the bovine brain capillary endothelial cells as 
a complex with Lf. Finally, we show that the low density 
lipoprotein receptor-related protein might be involved 
in this process because its specifie antagonist, the recep
tor-associated protein, inhibits 70% of Lf transport. 

Lactoferrin (LD1 (1) is a mammalian cationic iron-binding 
glycoprotein belonging to the transferrin (TD family. Despite 
sorne striking differences, mainly in the glycan moiety, there 
are marked sequence and conformational homologies among 
Lfs from different species, as weil as similar general functions 
(for review, see Ref. 2). Many physiological roles have been 
ascribed to Lf, particularly in the host defense against infection 
and severe inflammation (for review, see Ref. 3). This bread 
spectrum of biological fun etions relies on the interaction of Lf 
with numerous cells. The binding of Lf to cells is independent 
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of its degree of iron saturation and is mediated mainly via 
interaction of the cluster of basic amine acids at its NH2 ter
minus with sulfated molecules (4, 5). However, Lf is also tar
geted to specifie cell receptors, and only a few of these involved 
in its uptake have been clearly identified. The 105-kDa Lf 
receptor characterized on activated human T-cells (6) is ex
pressed at the cell surface of platelets (7), megacaryocytes (8), 
dopaminergic neurons, and mesencephalon microvessels (9). Lf 
receptor internalizes Lf, which is subsequently degraded (30-
40%), whereas the remaining fraction is recycled (10). In addi
tion, the low density lipoprotein receptor-related protein (LRP) 
displays a high affinity for Lf and is responsible for its clear
ance (11-14). This is inhibited by RAP, the receptor-associated 
protein known to be an antagonist for LRP (15). Transcytosis of 
Lfwas described for HT29 cells (16) and was a miner pathway, 
up-regulated during iron deprivation (17). 

Lf is produced by exocrine glands (1, 18) and is widely dis
tributed in the body fluids. It is stored in specifie granules of 
neutrophilic leukocytes (19) and is released during the inflam- · 
ma tory process. In addition, the concentration of Lf present in 
cerebrospinal fluids is enhanced in cases of acute cerebrovas
cular lesions (20, 21). Moreover, as an iron-binding protein, Lf 
has been implicated in the pathogenesis of brain lesions. Al
though practically absent from the normal human cerebral 
cortex (22), Lf was found in brains associated with aging and, 
more importantly, in increased amounts in the specifie regions 
adversely affected in neurodegenerative disorders (22-24). In 
the mesencephalon, Lfis concentrated mainly in the dopamin
ergic neurons; in the case of Parkinson's disease (25), the sur
viving neurons accumulate higher concentrations of Lf. The 
origin and function of Lf within either the normal or patholog
ical brain are as yet uncharted. 

In situ synthesis of Lf occurs in brain, and Lf transcripts 
were found in human (26) and mouse brain tissues (27). More
over, we have shown that Lf expression was up-regulated in 
meuse brain tissues treated with the neurotoxic agent 1-meth
yl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine, which is used as a 
model for Parkinson's disease (27). Nevertheless, this up-reg
ulation was slight and might not explain the large increase of 
Lf observed in the case ofneurodegenerative disorders (22, 25). 
Moreover, the presence of Lf on the cerebral microvessels and 
its distribution in the vicinity of the inflammatory foci led us to 
investigate whether Lf may cross the blood-brain barrier 
ŒBB). 

The BBB is formed from specialized endothelial cells ŒCs) 
that are sealed together by continuo us complex tight junctions 
to form a polarized barrier that restricts the free exchange of 
most solutes between plasma and the extracellular fluid of the 
brain. Furthermore, even though brain capillary ECs contain 
no direct transendothelial passageways such as fenestrations 
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or channels, specifie transport mechanisms located in the cer
ebral ECs ensure that the central nervous system receives an 
adequate supply ofnutrients. Such receptors have already been 
identified for proteins (28-30) and lipoproteins (31). 

We have used an in vitro model of the BBB which imita tes 
the in vivo situation by means of the co-culture of bovine brain 
capillary ECs (BBCECs) on one side of a porous filter and 
astrocytes plated at the bottom of six-well dish (32, 33) to 
provide direct evidence that after binding to BBCECs, Lf 
crosses the endothelial monolayer from the apical to the ablu
minal surface. Lf transcytosis is receptor-mediated, and our 
results indicate that LRP might be involved in this transcellu
lar transport across the brain endothelium. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Cel/ Culture-BBCECs isolated and characterized as described pre
viously (32, 33) were cloned, allowing us to obtain a pure EC population 
uncontaminated by pericytes. The cells were cultured in the presence of 
Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 15% (v/v) heat
inactivated calf serum (Hyclone Laboratories), 2 mM glutamine, 50 
JLg/ml gentamycin, and 1 ng/ml basic fibroblast growth factor, added 
every other day. Nondifferentiated cells were obtained by growing 
BBCECs in the absence of astrocytes. 

Primary cultures of mixed astrocytes were prepared from new born 
rat cerebral cortex. Mter removing the meninges, the brain tissue was 
forced gently through a nylon sieve (34). Astrocytes were plated on 
six-weil dishes (Nunclon; Nunc AIS) at a concentration of 1.2 x 105 

cel!s/ml in 2 ml of Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented 
with 10% fetal calf serum (Hyclone Laboratories). The medium was 
changed twice a week. 3 weeks after the seeding was completed, the 
purity of the astrocyte population was checked (33). Stabilized cultures 
contained more than 95% astrocytes that were glial fibrillary acidic 
protein-positive and were used for co-culture. 

Establishing the in vitro mode! of BBB was performed using a co
culture of BBCECs and astrocytes. Prior to cel! culture, plate inserts 
(Millicel!-CM 0.4 JLm; 30-mm diameter; Millipore Corp.) were coated on 
the upper side with rat tai! collagen (35). They were then set in the 
six-multiwell dishes containing the astrocytes prepared as described 
above, and BBCECs were plated at a concentration of 4 X 105 cel!s/ml 
on the upper side of the filters in 1.5 ml of co-culture medium. This 
BBCEC medium was changed every other day. Under these conditions, 
differentiated BBCECs formed a confluent monolayer 7 days later 
(400,000 cells/cm2

). Experiments were performed 5 days after conflu
ence was reached. To be certain that differentiated BBCECs are a 
legitimate mode! for the BBB in vitro, the BBCEC phenotype was 
characterized and the tight junction network vizualized. Cells were 
stained with a filamentous actin probe (28, 31), and the localization to 
the plasma membrane of the tightjunction-associated protein Z0-1 was 
carried out as described (31). Endothelial permeability was checked in 
each experiment and the permeability coefficient (Pe, in cm/min) calcu
lated as described previously (33). 

Preparation and Labeling of Bovine Lf (bLf)-bLf was purified from 
bovine colostrum by ion-exchange chromatography as partially satu
rated bLf (36). 

Fluorescent Jabeling of bLf on the glycan moiety was carried out by 
coupling 5-((2-(carbhydrazino)methyl)-thio)acety!)aminofluorescein 
(Hyf) on aldehyde groups resulting from the mild periodate oxidation of 
N-acetylneuraminic acid residues (7). 

Iodination of bLf was performed using the 10DO-GEN reagent 
(Pierce). bLf (500 JLg) was dissolved in phosphate-buffered saline and 
incubated with 0.2 mCi ofNa1251 (carrier-free, 100 mCilml, Amersham 
Pharmacia Biotech) for 15 min at 4 •c. Free iodine was removed on a 
Sephadex G-50 column CPD-10, Amersham Pharmacia Biotech). The 
specifie activity range was 0.35-0.5 JLCiiJ.Lg of protein; to avoid radiol
ysis, the iodinated protein was stored at 4 •c and used the same day. 

Prior to 59Fe labeling, bLf was fully desaturated in formiate buffer 
(0.2 M formic acid-sodium formiate; containing 0.5 M NaH2P04 and 25 
mM EDTA) at pH 3.8 to give apobLf. 59Fe (18 nmo!J (3-25 mCilmg Fe, 
Amersham Pharmacia Biotech) was mixed with a solution containing 
0.4 mM nitriloacetic acid and 0.05 M NaOH for 5 min at room temper
ature, and then the pH was adjusted to 8.2 with NaOH. ApobLf (37 
nmoll dissolved in 0.1 M Tris-bicarbonate buffer (pH 7.6) was added to 
the iron solution and then incubated for 45 min at room temperature. 
Unbound 59Fe was captured mainly by adding 50 JLI of Chelex 100 
(Sigma) preequilibrated with 0.1 M Tris-bicarbonate buffer, and the 
remaining free 59Fe was further removed on a PD-10 column. This 

method gave an average specifie activity of 5 JLCilmg protein and a yield 
of iron saturation equal to 99%. 

For dual Jabeling of bLf, protein was first Jabeled with 59Fe and 
further iodinated with 0.05 mCi ofNa1251 for 500 !Lg of 59Fe-bLf, giving 
a specifie activity of0.1 J.LCiiJLg protein for 1251 and 4 JLCilmg protein for 
59Fe. 

Binding, Endocytosis, lnternalization Kinetics, and Transcytosis
AI! of these studies were performed only with BBCECs to avoid any 
interference from the astrocyte population. Moreover, to eliminate en
dogenous bLf, BBCECs were always incubated before each experiment 
for 2 h in medium without serum. Because Tfhas been described as an 
effective blocking component, able to prevent high levels ofnonspecific 
Lfbinding (37), al! buffers contained 0.2% bTf(Sigma). Each point was 
clone in triplicate, and the data are represented as the means :!: S.E. 
Nonspecific controls were carried out with a 100-fold excess ofunla
beled protein. 

Equilibrium binding was performed on differentiated and nondiffer
entiated BBCECs in Ringer-HEPES-bTffor 2 hat 4 •c, with a 1251-bLf 
concentration ranging from 0.2 to 200 /Lg/ml (2.5-2500 nM). The cells 
were washed carefully, and cell-associated radioactivity was deter
mined by removing the membrane of the culture insert and counting it 
in a gamma counter. The results were analyzed using the Enzfitter 
nonlinear regression data analysis program (Elsevier-B10SOFT, Cam
bridge, U. Kl. Scatchard plots and kinetic analyses were performed 
using the same software. 

Determination of the luminal uptake of Hyf-bLf was performed be
fore cel! fixation with 4% paraformaldehyde. The luminal compartment 
of the differentiated BBCECs was exposed to Hyf-bLf(50 JLg/ml; 625 nM) 
in Ringer-HEPES-bTf and Jeft in contact with the cells for 45 min at 37 
or 4 •c. Fluorescence microscopy experiments were carried out as al
ready described (28). 

The time course of internalization of 1251-bLf by differentiated 
BBCECs was measured using 1251-bLf (30 J.Lg/ml; 375 nM) which was 
presented to the luminal surface for 1 h at 4 •c prior to the experiment. 
Mter washing off the unbound bLf, filters covered with cells were 
incubated in prewarmed medium at 37 •c. At various times, filters were 
removed, and al! subsequent steps were performed at 4 •c. The medium 
compartments were collected, and cells were treated with 0.1% Pronase 
E (Merck) in phosphate-buffered saline for 30 min at 4 •c. The surface
bound, internalized, released, and transported 1251-bLfwas counted in 
the Pronase-sensitive eluate, the cel! extract, and the trichloroacetic 
acid-precipitable fractions of incubation media of the upper and lower 
compartments, respectively. 

Transcytosis experimenta were performed as follows. One insert 
covered with BBCECs was set into a six-weil dish with 2 ml of Ringer
HEPES-bTf added to each weil at 37 •c. 1251-bLf (30 /Lg/ml), 59Fe-bLf 
(50 /Lg/ml), and 1251-59Fe-double-labeled bLf (50 JLg/ml) were added to 
the upper side of the filter covered with cells. At various times, the 
insert was transferred to another weil to avoid a possible reendocytosis 
of bLf by the abluminal side of the BBCECs. At the end of each 
experiment, intact bLf was assessed using trichloroacetic acid precipi
tation of lower media, and protein degradation was assessed with 
AgN03 precipitation. For 1251-bLfstudies, ali results were expressed as 
1251-bLf equivalent flux (ng/cm2 ), which represents trichloroacetic acid
precipitable radioactivity recovered in the lower compartments. The 
59Fe equivalent flux (pg/cm2 ) corresponds to the total iron radioactivity 
found in the lower compartment. 

The influence of temperature on the transport of 1251-bLf (30 JLg/ml) 
was studied with the monolayers kept at 4 •c. In parallel, the paracel
lular passage of sucrose (0.1 JLCi of [14C]sucrose) was assayed at 4 •c 
and 37 •c in the same conditions. 

To demonstrate whether Lf transendothelial transport was direc
tional, 1251-bLf (30 JLg/ml) was added to the lower compartment of the 
wells, and the transcytosis experiment was conducted as above. 

Effect of RAP on Lf Transcytosis-The effect of RAP on the transen
dothelial transport of 1251-bLf across BBCECs was determined by add
ing 100 nM recombinant RAP to the upper side of the fil ter covered with 
cells for 1 h at 37 •c before experiments. Recombinant RAP was pre
pared in Escherichia coli as a fusion protein that contains the entire 
coding sequence of the 39-kDa protein fused to glutathione S-transfer
ase (38). Ail experiments were then performed with 1251-bLf as de
scribed above. 

Electrophoretic Characterization of bLf After Transcytosis-After 2 h 
of transcytosis, the apical and basolateral compartment solutions were 
collected and analyzed by 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. 
Mter electrophoresis, the gel was dried and exposed for autoradiogra
phy 2 h at -80 ·c (Kodak X-Omat AR film). 
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FIG. 1. Scatchard analysis of the binding of 1251-bLf to differ
entiated BBCECs. bLf binding was performed on BBCECs at 4 °C, 
and increased concentrations of 1251-labeled bLf were added at the 
luminal side of the cells. Low (panel Al and high (panel B) concentration 
ranges ofbLfwere used. Specifie binding was obtained after subtraction 
of the nonspecific binding in the presence of a 100-fold excess of unla
beled bLf from the total counts. The specifie bound 1251-bLf was ana
lyzed by the Scatchard procedure. B!F, bound:free ratio. 

RESULTS 

Binding of bLf on BBCEC Monolayers-Binding experiments 
were performed both on differentiated and nondifferentiated 
BBCECs (cultured in the absence of astrocytes) using radioio
dinated ligand. Only the binding data of differentiated cells are 
represented in Fig. 1. The bindingwas found to be concentration
dependent, saturable, and inhibited by approximately 85% in 
the presence of a 100-fold molar excess of unlabeled bLf, sug
gesting that it was reversible and specifie. The binding data, 
analyzed by the method of Scatchard, were consistent with a 
two-component binding curve. Fig. 1 shows the Scatchard anal
ysis of data from a single typical experiment (of five carried 
out). At a low range of 1251-bLf concentrations, binding is de
termined primarily by high affinity sites (Fig. lA). At a high 
range of 1251-bLf concentrations (Fig. lB), low affinity sites 
account for most of the binding. At intermediate concentra
tions, binding is effected by both high and low affinity sites. 
These data, summarized in Table 1, are in agreement with the 
presence oftwo binding sites on differentiated BBCECs: a high 
affinity binding site with a Kd of about 37.5 nM and 90,000 

TABLE 1 
Dissociation constants (Kd) and numbers of bLf binding sites 1 cell on 

BBCECs 
Values are means :!:: S.E. for two separate experiments conducted in 

triplicate. 

Ce lis 

Differentiated BBCECs 
Site 1 
Site 2 

Nondifferentiated BBCECs 

nM 

37.5 :!:: 7 
1,900 :!:: 160 
2,100 :!:: 310 

Siteslcell 

90,000 :!:: 16,000 
890,000 :!:: 70,000 
920,000 = 65,000 

sites/cell and a low affinity binding site with a Kd of about 1,900 
nM and 890,000 sites/cell. Both sites were specifie for bLf. bLf 
binding to nondifferentiated BBCECs was also investigated 
(Table D. Scatchard analysis revealed that the affinity of bLf 
for these cells (Kd = 2, 100 nM) and the number of bLf binding 
sites (920,000/cell) were comparable to the low affinity binding 
site parameters found on the differentiated cells. These results 
suggest that only differentiated BBCECs are able to express 
high affinity binding sites for bLf. 

Endocytosis of bLf in BBCEC Monolayers-To determine 
wh ether bLf was internalized from the luminal surface of the 
BBCECs, Hyf-bLfwas first used as a probe. Stainingvisualized 
with a fluorescent microscope is shown in Fig. 2A. Hyf-bLfwas 
found as small, individual vesicles throughout the differenti
ated cells. This uptake was completely inhibited at 4 oc (Fig. 
2B). The endocytosis process was then monitored using radio
labeled bLf. Cells were first incubated at 4 oc for 1 h un til the 
binding site occupancy reached a steady state. Mter washing 
off the unbound ligand, cells were incubated at 37 oc and the 
distribution of surface-bound, internalized, released, and 
transported radioactivities was counted at various times. As 
shown in Fig. 3, the Pronase-resistant fraction increased rap
idly and reached a maximum of 18% of the initially bound 
1251-bLf, 3 min after the start of the incubation. The Pronase
resistant fraction decreased slowly thereafter, as 1251-bLf 
started to appear in the lower compartment a few minutes 
la ter, showing that transcytosis occurs. During the experiment, 
the Pronase-sensitive fraction decreased, and 1251-bLf ap
peared in the upper compartment, suggesting a marked disso
ciation from the cell surface or a release of 1251-bLfby the cells. 

Apical to Basolateral Transport of bLf Across BBCEC Mono
layers-1251-bLfwas added to the luminal chamber of the cul
ture, and its progressive transfer across the cell monolayer was 
followed for 90 min. A range of different bLf concentrations 
(10-100 J.Lg/ml) was assayed, and no evidence of saturation was 
detected at concentrations lower than 100 J.Lg/ml (data not 
shown). Fig. 4 shows the total, nonspecific and calculated spe
cifie bLf flux values as a function of time with a luminal 
concentration of 30 J.Lg/ml bLf. Our results demonstrate that 
differentiated BBCECs are not a barrier for the passage ofbLf. 
The transport oflabeled bLffrom the luminal to the abluminal 
compartment was reduced severely by an excess of unlabeled 
bLf, suggesting that bLf transport from the apical to the basal 
side of the cells was effected by specifie receptor-mediated 
transport. The rate of transcytosis was evaluated, and about 
three to four bLf molecules were transported via one high 
affinity binding site in 1 h, suggesting that one bLf molecule 
crosses the BBCEC monolayer in 15-20 min. The possible 
toxicity of a high concentration of bLf (3 mg/ml) for the integ
rity of the BBCEC monolayer was assessed by calcula ting the 
permeability to sucrose. No leakiness in the barrier function 
occurred CP. = (0.65 ± 0.02) x 10-3 and (0.67 ± 0.03) x 10-3 

cm/min for the control and in the presence of 3 mg/ml of bLf, 
respectively). 

The effect of temperature on bLf transport from the apical to 
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FrG. 2. Hyf-Labeled bLf endocytosis in BBCECs. BBCECs were 
incubated at 37 •c (panel A) or 4 •c (panel B) for 45 min with 50 ).tg/ml 
Hyf-bLf. After washing, the cells were fixed and processed for fluores
cence microscopy as described under "Experimental Procedures." Bar = 
20 )Lill. 
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FIG. 3. lnternalization kinetics of 1251-bLf in BBCECs. The cells 
were incubated for 1 hat 4 •c in the presence ofbLf(30 JLg/ml 125I-bLf, 
3 mg/ml unlabeled bLf). After washing off the unbound ligand, cells 
were incubated with 125!-bLf at 37 •c. At the indicated times, filters 
were removed, and the amounts of surface-bound, internalized, re
leased, and transcytosed radioactivity were counted. Ordinates repre
sent the percentage of the total radioactivity initially bound to BBCECs 
at 4 •c, which was segregated within the cells (e) and released into the 
lower incubation medium <•> or into the upper incubation medium (A) 
or associated with membranes ( + ). The data are expressed as ng of 
125!-bLf transportedlcm2

, which refers to the surface area of the cells. 
Each point is a mean of three different filters. 

basal surfaces of BBCECs is shown in Fig. 5. A decrease in the 
incubation temperature from 37 •c to 4 •c slightly affected the 
paracellular passage of sucrose (Fig. 5A), whereas a dramatic 
decrease in the bLf transport through the monolayer was ob
served (Fig. 5B), indicating that bLf is directed to the ablumi
nal compartment by a transcellular route and that this trans
port system requires active mechanisms such as receptor
mediated transcytosis. 

Abluminal to luminal transport ofbLfwas assayed by added 
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FIG. 4. Apical to basolateral transport of 1251-bLf across 
BBCEC monolayers. bLf (30 ).tg/ml 125!-bLf, 3 mg/ml unlabeled bLf) 
was added to the luminal side of cells grown on porous filters coated 
with collagen. Intact 125!-bLf transport from the upper to the lower 
si des of the fil ter represents radioactivity that was trichloroacetic acid
precipitable in the lower compartments. Specifie transport (e) was 
calculated by subtracting the radioactivity obtained in the presence of 
native bLf(.&.) from that obtained in the absence of native bLf(•). The 
data are expressed as ng of 125!-bLf transportedlcm2

, which re fers to the 
surface area of the cells. Each point is a mean of three different filters. 

1251 -bLf to the lower cham ber of the culture. No specifie trans
port of bLf was detected across the cell monolayer in these 
conditions (data not shown), showing that the transport ofbLf 
across BBCECs is unidirectional. 

Effect of RAP on the Transendothelial Transport of 1251-bLf 
Across BBCECs-To determine whether LRP might be in
volved in the receptor-mediated transport of bLf, transcytosis 
experiments were performed in the presence of RAP. RAP is 
known to interact with LRP and block the binding of any kind 
of LRP ligand. The fusion molecule with glutathione S-trans
ferase was used because it has been shown that LRP does not 
bind glutathione S-transferase (15, 39).The integrity of the 
monolayer was evaluated, and no increase in the permeability 
of sucrose in the presence of recombinant RAP was detected CP. 
= (0.52 :t 0.02) x 10-3 and (0.55 :t 0.03) x 10-3 cm/min for the 
control and in the presence of 100 nM RAP, respectively). As 
shown in Fig. 6, recombinant RAP decreases the rate of the 
passage of bLf through the BBCEC monolayer. A decrease of 
70% of the initial transcytosis was observed, suggesting the 
involvement of LRP in this intracellular traffic. 

Characterization of bLf After Transcytosis-To determine 
whether bLf undergoes degradation within BBCECs during 
transcytosis, 1251-bLf recovery was followed by counting the 
trichloroacetic acid precipitate, and 1251-bLf degradation was 
followed by measuring the AgN03 precipita te in the upper and 
lower compartments. Controls were carried out with filters 
coated with collagen and without cells as above. The results 
showed that 1251-bLf degradation was no more than 2 :t 0.5% 
either in the upper or in the lower compartment. Moreover, Fig. 
7 shows that 125!-bLf was recovered as an intact protein after 
its transport through the BBCEC monolayers. These results 
suggest that bLfwas transported across BBCECs via a special
ized pathway that does not lead to degradation. 

Transendothelial Iron Transport Studies Using 59 Fe-bLf and 
125]-59Fe-Double-labeled bLf-To determine whether iron
bound Lfmight reach brain tissues, iron transport was studied 
across BBCECs. Transcytosis experiments were repeated with 
59Fe-bLf. Fig. 8 represents specifie transcytosis of 59Fe through 
BBCECs. This transport was reduced by an excess ofunlabeled 



102 

Lactoferrin Transcytosis through the Blood-Brain Barrier 

A 

0 20 40 60 80 100 

Time (min) 

8 

3 

2.5 

2 

1.5 

0 20 40 60 80 100 120 

Time (min) 

FIG. 5. Effect of a reduction in temperature from 37 ac (e) to 
4 ac <•> on the transport of ['4 C]sucrose (panel A) and 1251-bLf 
(panel B) across BBCECs. Results are expressed as a percentage of 
sucrose recovered in the lower compartments. For bLf, data are ex
pressed as an equivalent bLf flux (ng/cm2 ), and values are means of 
triplicate inserts. 

bLf, suggesting that 59Fe crosses the monolayer associated 
with bLf. To elucidate this point, experiments were then car
ried out with 1251-59Fe-double labeled bLf, and the data are 
summarized in Table IL 59Fe-bLf equivalent flux was calcu
lated from 59Fe flux because one molecule of bLf binds two 
molecules of iron. The 59Fe-bLf equivalent flux (0.044 pmol 
cm-2 h- 1

), which is equal to one-half of the 59Fe flux (0.088 
pmol cm - 2 h - 1

), was very close to that of the 1251-bLf equiva
lent flux observed (0.046 pmol cm- 2 h- 1). These results suggest 
that iron found in the lower compartment crossed the BBCEC 
monolayers bound to bLf. 

DISCUSSION 

The purpose of the present study was to determine whether 
Lfwas able to cross the BBB, which would explain its presence 
in brain tissues. We have demonstrated that Lf binding to 
BBCECs was followed by transcytosis of the protein from the 
luminal to the abluminal surface of brain capillary ECs in the 
absence of any demonstrable degradation. Using RAP as an 
antagonist ofLRP, we have been able to show that this receptor 
might be involved in the intracellular traffic of Lf. · 
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FIG. 6. Effect of RAP on the transport of 1251-bLf a cross BBCEC 
monolayers. After incubation for 1 hat 37 ac with <•> or without (e) 
RAP (4 J.Lg/m]), bLf (30 J.Lg/ml 125!-bLf, 3 mg/ml unlabeled bLf) was 
added to the luminal side of the cells. The data are expressed as ng of 
125I-bLftransportedlcm2

. Each pointis a mean ofthree different filters. 
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FIG. 7. Electrophoretic characterization of 1251-bLf after tran
scytosis across BBCEC monolayers. bLf (30 J.Lg/ml 125!-bLf) was 
added to the luminal si de of cells for 2 h at 37 °C. La ne 1, medium of the 
luminal compartment after transcytosis experiment; lane 2, medium of 
abluminal compartment after transcytosis experiment; lane 3, 125!-bLf 
before its addition to the luminal compartment. The arrow indicates the 
dye front. 

We have used an in vitro BBB model consisting of a co
culture of brain capillary EC and astrocytes. When cultured on 
permeable supports, these cells form a weil polarized mono
layer that mimics the in vivo situation (28, 31, 33) and displays 
remarkable phenotypic similarities to the in vivo BBB with 
respect to the expression of specifie markers and characteris
tics such as tight junctions, electrical resistance, low paracel
lular permeability, specifie enzymatic activities, and carrier
mediated transport (40, 41). 

The binding parameters of Lf have already been published 
for numerous cells. The BBCEC constants are within the same 
range as those reported (4, 6) because the apical surface of 
differentiated BBCEC cells exhibited 9 X 104 high specificity 
binding sites/cell for bLf with a dissociation constant of about 
37.5 nM. These high affinity binding sites represent one-tenth 
of the total number ofbinding sites and were not present on the 
nondifferentiated BBCECs, demonstrating that Lf receptors 
were acquired during differentiation. 

Our data are equally consistent with the existence of low 
affinity binding sites on both types of BBCEC cells with a Kdof 
2 f.LM and approximately 9 x 105 binding sites/cell. As already 
shown, Lf binds to various specifie ligands at the cell surface. 
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FIG. 8. Apical to basolateral transport of 5"Fe-labeled bLf on 
BBCEC monolayers. bLf (50 J.Lg/ml 59Fe-bLf, 3 mg/ml unlabeled bLf) 
was added to the luminal side of the cells. Specifie transport (e) was 
calculated by subtracting the radioactivity obtained in the presence of 
unlabeled bLf (-'.) from that obtained with only labeled bLf <•). Ali 
values are means of triplicate inserts :t S.E. (bars; n = 3). 

TABLE Il 
125l-59Fe-double-labeled Lftransport across BBCEC monolayers 

Values are means :t S.E. for three different experiments. 

Passage 

59Fe flux 
59Fe-Labeled bLf equivalent flux 
1251-Labeled bLf equivalent flux 

pmol · cm- 2 • h- 1 

0.088 
0.044 
0.046 

Its clearance from the circulation involves at !east two classes 
ofbinding sites, a large number oflow affinity binding sites and 
a smaller number of high affinity binding sites including LRP 
(39). Two classes of binding sites have also been described for 
Lf on human lymphoblastic Jurkat cells because treatment 
with chlorate, which inhibits the sulfation of the carbohydrate 
residues on intact cells (42), resulted in a 40% decrease of the 
total number ofbinding sites for native Lf, suggesting that part 
of the sites consist of cell-associated sulfate groups (4). The low 
affinity binding components present in large numbers on 
BBCECs may also be sulfated molecules such as glucosamin
oglycans or proteoglycans, which are known to trap biologically 
active molecules and retain them until they are targeted to 
their specifie receptors (43). 

In this study we have shown that after binding to the cell 
surface, Lf enters the differentiated BBCECs. This uptake is a 
very dynamic, receptor-mediated process followed by transcy
tosis. Furthermore the transcytosis process itself seems highly 
regulated in that it is both receptor-mediated and independent 
of a high concentration of Lf. Accumulation of Lf occurs at the 
abluminal si de of the BBCECs, and the passage of Lf through 
the BEE therefore potentially corresponds to a source of brain 
Lf. Lf was also found at the luminal si de of the cells, and this 
mechanism might be the result of either cell surface dissocia
tion or recycling. Because of the large numbers of low affinity 
binding sites, Lfbound to these sites could dissocia te rapidly on 
equilibrium with extensive washes. 

We next investigated the possibility that Lf might be inter
nalized via LRP, which is a member of the LDL receptor family 
involved in the internalization and subsequently degradation 
of remnant chylomicron particles. LRP is a multiligand recep
tor also responsible for the cellular internalization of many 
ligands such as Lf, a 2-macroglobulin, Pseudomonas endotoxin, 
and both proteinases and proteinase-inhibitor complexes (for 

review, see Refs. 44 and 45). The functional involvement ofLRP 
in bLfuptake by BBCECs was tested by inhibition experiments 
in the presence ofRAP, the LRP universal antagonist (15). RAP 
is an endoplasmic reticulum resident protein (46) that func
tions intracellularly as a molecular chaperone for LRP and 
maintains LRP in an inactive, non-ligand binding state along 
the secretory pathway (47). We demonstrated that Lftranscy
tosis was mediated by LRP because 70% of the Lf traffic was 
inhibited by RAP. The distribution ofLRP on ECs was reported 
previously (48, 49). It has also been studied in the central 
nervous system and was found associated with neurons (50, 
51), weakly on sorne glial cells, and discontinously along the 
membranes of the capillaries (51). LRP was also associated 
with neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease 
(52) and was found in increased concentrations in sorne neu
rons. LRP might therefore be responsible for Lf accumulation 
in sorne specifie brain areas. 

Lf endocytosis (10, 13) and transcytosis (16, 17) have been 
reported previously, and partial or complete degradation of Lf 
always occurs. Lf released during neutrophil activation has a 
rapid turnover, and its clearance by the liver keeps its leve! in 
the plasma very low. Lf internalized by Jurkat cells accumu
lates in the endosomal compartment, and then both intact and 
degraded Lf is released, suggesting that part of the Lf is recy
cled (10). Lfis also endocytosed by the intestinal epithelial cells 
HT -29. In this case, transcytosis of 10% ofLf occurred, whereas 
90% of the Lffollowed a major degradative pathway (16). In the 
present study, we report that Lf is taken up and transported 
through the BBCECs without any degradation. The nondegra
dation of Lf during the transcytosis indicates that the transcy
totic pathway in BBCECs is different from the classical Lf 
receptor pa th ways described above. The existence of a receptor
mediated process that bypasses lysosomes seems to be a fea
ture of ECs; the absence of degradation of proteins such as 
insulin (29), albumin (30), Tf (28), and lipoproteins such as 
LDL (31) through ECs was reported previously. Microscopy 
studies also confirmed that no accumulation of LDL was ob
served in lysosomes (31). The precise transcellular pathway for 
the passage ofblood-borne molecules across the BEE is not yet 
elucidated. One of the characteristics ofbrain capillaries ECs is 
the paucity of clathrin-coated pits, and previous studies 
strongly support the involvement of caveolae in endocytosis 
(53, 54). These structures seemed responsible for the uptake 
and trans cellular transport of albumin (55) and human Tf (28). 
They have recently been implicated in the traffic of LDL 
through the brain microvascular endothelia leading to LDL 
accumulation in early endosomes and in multivesicular body 
structures (31). To determine whether Lf transport through 
BBCECs is caveolae-dependent, electron microscopy investiga
tions are currently under way. 

Alterations in iron metabolism occur in neurodegenerative 
diseases which lead to excessive iron deposits (56-58). The 
causes and consequences of such deposits in the brain are 
unknown, as is the nature of the responsible iron complex. 
Conflicting results have been reported on the implication of the 
proteins responsible for maintaining brain iron homeostasis, 
but no significant variation in the levels of expression of Tf, 
transferrin receptor, and ferritin have been found in patholog
ical brain tissues (59, 60), whereas changes in the distribution, 
the amount (22-25), and the leve! of expression (27) of Lf were 
observed. In the case of inflammatory responses, high plasma 
levels of Lf are available, and larger amounts of Lf may cross 
the BEE and accumula te in the inflammatory foci. This process 
might explain why a strong labeling of Lf was observed on 
cerebral microvessels located in the vicinity of the neurodegen
erative lesions (22). On the other hand, in response to local 
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tissue injury or inflammation, additional transport pathways 
for large molecules may be opened and existing pathways mod
ified or made Iess restrictive. It was shown recently that the 
intracellular traffic kinetics of Tf and LDL are disturbed in 
BBCECs in the presence of tumor necrosis factor a ( 40). 

The most striking characteristic of Lf is its high affinity for 
iron. In this study, we have been able to show that Lf crosses 
the BBB as both the iron-saturated and native forms. Under 
physiological conditions, Lf functions as a major specialized 
iron scavenger and acts as an antioxidant (61) rather than an 
iron donor. Sequestration of free iron by Lf may inhibit the 
iron-catalyzed formation ofhydroxyl radicals, and the presence 
of Lf at sites where oxidative stress occurs may limit cell 
damage. Nevertheless, iron-saturated Lf may act as a prooxi
dant agent and contribute to cell injury (62). The precise role of 
Lf in the brain is not yet known, but we can hypothesize that in 
response to oxidative stress in brain tissue, Lf could have a 
beneficiai effect in neurodegenerative disorders by capturing 
the iron in higher concentrations in sorne specifie brain regions 
and act in this way as a natural scavenger of reactive oxidative 
species. Alternatively, its in situ synthesis at abnormallevels, 
its release from necrosing neurons, or its possible increased 
uptake and transcytosis by BBB ECs during the inflammatory 
process may exacerbate and amplify the lesions, leading to a 
cytotoxic effect resulting in an increase in neuronal dea th. Our 
current approach toward tes ting these conflicting hypotheses is 
to investigate Lf intracellular traffic in BBCECs in the pres
ence of inflammatory mediators. 
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Conclusion 

L'utilisation du modèle in vitro de BHE nous a permis de mettre en évidence le 

transport spécifique unidirectionnel de la lactoferrine au travers de l'endothélium des 

capillaires cérébraux du sang vers le parenchyme cérébral. 

Les cellules endothéliales, différenciées ou non différenciées, expriment des sites de 

fixation spécifiques de la lactoferrine. Cependant, seules les cellules endothéliales 

différenciées, qui ont été cultivées en coculture en présence d'astrocytes, sont capables 

d'exprimer des sites de fixation de haute affinité pour la lactoferrine (figure 1, article 1). 

Les expériences de fixation ont montré qu'il existe deux types de sites de fixation de la 

lactoferrine à la surface des cellules endothéliales différenciées, sites de haute affinité et de 

faible affinité (tableau 1, article 1). Les sites de fixation de faible affinité, apparentés à 

ceux présents sur les cellules endothéliales non différenciées, sont largement distribués sur 

les cellules indiquant qu'ils pourraient être de nature protéoglycannique. Les sites de 

fixation de haute affinité semblent quant à eux apparaître au cours de la différenciation des 

cellules. 

La fixation de la lactoferrine à la face luminale des cellules endothéliales est suivie 

de son endocytose à l'intérieur des cellules. Cette entrée de la lactoferrine dans les cellules 

est réalisée par l'intermédiaire d'un mécanisme actif complètement inhibé à 4°C (figure 2, 

article 1). L'internalisation de la lactoferrine par les cellules endothéliales aboutit à son 

transport de la face luminale à la face abluminale des cellules (figures 3 et 4, article 1). Ce 

transport unidirectionnel ne résulte pas d'une simple diffusion paracellulaire, mais 

témoigne bien d'un transport transendothélial spécifique (figure 5, article 1). La protéine 

RAP, qui est un puissant compétiteur de tous les ligands du LRP, dont fait partie la 

lactoferrine, réduit fortement le transport de la lactoferrine (figure 6 , article 1 ), suggérant 

que le LRP serait impliqué dans le trafic intracellulaire de la lactoferrine dans les cellules 

endothéliales. 

Après son transport, aucune dégradation de la lactoferrine n'est observée (figure 7, 

article 1 ), indiquant que la lactoferrine emprunte une voie n'impliquant pas les 

compartiments lysosomiaux au cours de son passage au travers des cellules endothéliales. 

Les cavéoles, structures semblant être associées avec le transport de protéines qui ne 
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suivent pas les voies de dégradation, pourraient donc intervenir dans le passage de la 

lactoferrine. 

Le fer de la lactoferrine est également transporté au niveau des cellules endothéliales 

(figure 8, article 1 ). Ce métal reste associé à la lactoferrine au cours du mécanisme de 

transport (tableau 2, article 1). 

Le transport de la lactoferrine au travers des cellules de 1 'endothélium vasculaire 

cérébral explique la présence de cette protéine dans le SNC et tout particulièrement au 

niveau des capillaires cérébraux (figure 14). 

compartiment 
vasculaire 

lysosome 

compartiment 
cérébral 

b . . 

lysosome 

e0 lactoferrine non saturée en fer 
• lactoferrine saturée en fer 
~ récepteur de la lactoferrine 

Figure 14: Transport de la lactoferrine au niveau des cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux. 

Cependant, en conditions physiologiques la concentration de lactoferrine circulante 

est relativement peu élevée, ce qui limite son transport à travers la BHE et qui se traduit par 

le faible taux de lactoferrine présente dans le SNC de patients sains (Leveugle et al., 1994). 
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En revanche, la lactoferrine s'accumule dans le SNC au cours de différentes maladies 

neurodégénératives, il reste donc à identifier les phénomènes qui aboutissent à cette 

accumulation. Ces pathologies sont caractérisées par des modifications de la BHE 

localisées au niveau des lésions caractéristiques du processus neurodégénératif. Ces 

variations aboutissent probablement à l'infiltration de cellules immunocompétentes dans le 

parenchyme cérébral et à des changements du transport de molécules plasmatiques, telles 

que la lactoferrine, vers le SNC. Les modifications des propriétés de l'endothélium 

vasculaire cérébral semblent être une conséquence de 1' activation des cellules endothéliales 

lors du processus inflammatoire engendré au niveau des lésions. Ce mécanisme pourrait 

expliquer l'augmentation de la quantité de lactoferrine observée dans le SNC, tout 

particulièrement au niveau des lésions neuropathologiques. 
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ARTICLE 2 · 

LE TNF-a AUGMENTE LE TRANSPORT DE LA 

LACTOFERRINE A TRAVERS LA BARRIERE HEMATO-

ENCEPHALIQUE 

Introduction 

Les propriétés de barrière de 1' endothélium cérébral sont modifiées au cours de 

pathologies dégénératives du SNC. Des études réalisées in vivo et in vitro ont montré que 

les cytokines pro-inflammatoires et notamment le TNF-a semblent être impliquées dans 

ces phénomènes. Le TNF -a est apporté par la circulation, mais également au niveau du 

compartiment cérébral par synthèse locale. Plusieurs études ont caractérisé l'effet d'une 

activation lurninale des cellules endothéliales par le TNF-a sur la perméabilité du modèle 

in vitro de BHE (Deli et al., 1995; Descamps et al., 1997). Ces études n'ont pas montré de 

variations significatives de la perméabilité paracellulaire de la BHE pour une activation de 

4 heures des cellules endothéliales par 250 U/ml de TNF-a ; en revanche, l'activation des 

cellules endothéliales a été mise en évidence par l'apparition de fibres de stress. 

L'utilisation de ce modèle activé par le TNF-a (figure 15, page 109) nous a permis 

d'étudier le transport de la lactoferrine à travers la BHE en conditions inflammatoires. Dans 

un premier temps, nous avons vérifié l'effet d'une exposition luminale ou abluminale au 

TNF-a sur le modèle de la BHE. Ainsi, l'expression de différentes molécules d'adhésion 

par les cellules endothéliales a été caractérisée, ainsi que celle de plusieurs cytokines par la 

population astrocytaire. La première étape de cette étude a concerné la vérification des 

propriétés de barrière du modèle après activation par le TNF-a, en mesurant les paramètres 

de la perméabilité paracellulaire de ces cellules. Nous avons ensuite étudié le transport, la 

fixation et l'endocytose de la lactoferrine au niveau des cellules endothéliales après 

activation par le TNF-a. 
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Figure 15 : Activation du modèle in vitro de barrière hémato-encéphalique par la cytokine 

pro-inflammatoire TNF-a. 

Ce travail a fait l'objet de l'article suivant : « TNF-a increases lactoferrin 

transcytosis through the blood-brain barrier », soumis à publication dans The Journal 

of Neurochemistry. 



TNF -a Increases Lactoferrin Transcytosis through 

the Blood-Brain Barrier 

*Carine Fillebeen, tMarie-Pierre Dehouck, *Isabelle Duthille, *Monique Benaissa, 

ti!Roméo Cecchelli and* Annick Pierce 

Il 0 

*Laboratoire de Chimie Biologique, Université des Sciences et Technologies de Lille, 

Unité Mixte de Recherche 8576, CNRS, Villeneuve d'Ascq, France; tService d'Etude et de 

Recherche sur les Lipoprotéines et l'Athérosclérose, INSERM, Unité 325, Institut Pasteur, 

Lille, France and IlE. A. 2465, Université d'Artois, Faculté Jean Perrin, Lens, France 

Address correspondence and reprint requests to Dr. A. Pierce at Laboratoire de Chimie 

Biologique, Université des Sciences et Technologies de Lille, 59655 Villeneuve d'Ascq 

Cedex, France. Tel.: 33-3-20-33-72-38; Fax: 33-3-20-43-65-55; Email: 

annick.pierce@univ-lille l.fr. 

Abbreviations used: Lf, lactoferrin; Tf, transferrin; PD, Parkinson's disease; AD, 

Alzheimer's disease; TNF-a, tumor necrosis factor a; IL, interleukin; IFN-y, interferon-y; 

GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphodehydrogenase; LRP, low density lipoprotein receptor

related protein; MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine; BBB, blood-brain 

barrier; EC, endothelial cell; BBCEC, bovine brain capillary endothelial cell. 



Ill 

ABSTRACT 

Lactoferrin (Lf) is an iron-binding protein involved in host defence against infection and 

severe inflammation, which accumulates in the brain during neurodegenerative disorders. 

Prior to determining Lf function in pathological brain tissues, we investigated its transport 

through the blood-brain barrier (BBB) in inflammatory conditions. For this purpose, we 

used a reconstructed BBB model consisting of the coculture of bovine brain capillary 

endothelial cells (BBCEC) and astrocytes in the presence of TNF-a. Since TNF-a can be 

either synthesized by brain glial cells or present in circulating blood, BBCECs were 

exposed to this cytokine at their luminal or abluminal side. We have been able to 

demonstrate that in the presence of TNF-a, whatever the type of exposure, BBCECs were 

activated and Lf transport through the activated BBCECs was markedly increased. Lf was 

recovered intact at the abluminal side of the cells suggesting that increased Lf 

accumulation may occur in immune-mediated pathophysiology. This process was transient 

since 20 hours later, cells were in a resting state and Lf transendothelial traffic back to 

normal. The enhancement of Lf transcytosis seems not to involve the up-regulation of the 

Lfreceptor but rather an augmentation of the kinetics oftransendothelial transport. 

Running title : TNF -a increased Lf traffic through BBB 

Keywords: Lactoferrin, blood-brain barrier, TNF-a, inflammation, neurodegenerative 

disorders, transendothelial transport. 
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INTRODUCTION 

Inflammatory processes play a key role in the pathogenesis of the degenerative changes 

and impairments associated with disorders such as Alzheimer's disease (AD), Parkinson's 

disease (PD) and multiple sclerosis. This is particularly well documented for AD in which 

a subtle and chronic inflammatory reaction manifests itself as glial activation, deposition of 

components of the complement cascade and other indicators of an inflammatory response 

such as acute-phase proteins (McGeer and McGeer, 1995 ; Hull et al., 1996). Several lines 

of evidence indicated that this immune-mediated pathophysiology might contribute to 

neuronalloss (McGeer and McGeer, 1998). 

The chronic activation of glia is mainly accompanied by a chronic elaboration of 

neuroactive cytokines responsible for cellular and molecular events leading to 

neuropathologies. The role of these compounds has been highlighted recently by 

epidemiological studies establishing that the use of anti-inflammatory agents is an 

important ameliorating factor in AD (Griffin et al., 1998). Among the proinflammatory 

cytokines involved, TNF-a produced mainly by macrophages but also by microglial cells 

and astrocytes, appears to play a critical role in AD (Fillit et al., 1991), PD (Mogi et al., 

1994) and multiple sclerosis (Sharief and Thompson, 1992). In such diseases, TNF-a is 

found in the brain and/or in the CSF of patients in significantly higher concentrations than 

in controls, suggesting that this cytokine is involved in the development of the 

inflammatory reactions observed during the course ofthese pathologies. 

Associated with the inflammatory events, alterations in blood-brain barrier (BBB) 

functions such as permeability perturbations and damage to cerebral endothelial cells 

occurred in the development of neurodegenerative disorders. BBB breakdown was 

described in multiple sclerosis (Kermode et al., 1990) and in various degenerative or 

vascular dementia (Mecocci et al., 1991). It was also observed in AD where an abnormal 

appearance of the microvasculature, ex cess basement membrane deposition and endothelial 

loss were reported (Kalaria and Hedera, 1995). In addition, proinflammatory cytokines 

seemed to be involved and TNF-a, which is a powerful activator of ECs (Poher, 1998), 

was implicated in the perturbations of BBB permeability (Deli et al., 1995). Moreover, a 

delayed effect of TNP-a on bovine brain capillary endothelial cells (BBCEC) led to a 
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significant dysregulation of the receptor-mediated endocytosis of low density lipoproteins 

(LDL) and transferrin (Tf) (Descamps et al., 1997). 

Recently, the iron-binding glycoprotein lactoferrin (Lf) belonging to the Tf family has 

been implicated in neurodegenerative disorders. Practically absent from the normal human 

cerebral cortex (Leveugle et al., 1994), Lf was found in the mesencephalon mainly 

concentrated in the dopaminergic neurons (Leveugle et al., 1996). Changes in Lf 

distribution and concentration were observed in brains associated with aging and, more 

importantly, in the cerebral cortex adversely affected with AD, amyotrophie lateral 

sclerosis, Down's syndrome or Pick's disease (Osmand and Switzer, 1991; Kawamata et 

al., 1993; Leveugle et al., 1994). Lfwas mainly observed on the cerebral microvessels and 

in the vicinity of inflammatory foci. In the case of PD (Leveugle et al., 1996 ; Faucheux et 

al., 1995) the surviving dopaminergic neurons accumulated higher concentrations of Lf. 

Lf is produced by exocrine glands (Montreuil et al., 1960; Masson, 1970) and stored in 

neutrophilic leukocytes (Masson et al., 1969) from which it is released during the 

inflammatory process leading to an increased concentration of plasma Lf (Olofsson et al., 

1977). Lf within the brain has a double origin. In situ synthesis of Lf occurs in human 

(Siebert and Huang, 1997) and mouse (Fillebeen et al., 1998) brain tissues where its 

expression was up-regulated after MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) 

treatment which was used as a model for PD (Fillebeen et al., 1998). Moreover, Lf crosses 

the BBB and using an in vitro mode! of the BBB (Méresse et al., 1989; Dehouck et al., 

1990), we demonstrated that Lf transendothelial transport was receptor-mediated and 

involved the low density lipoprotein receptor-related protein (LRP) (Fillebeen et al., 1999). 

Lf participates in host defence mechanisms against infection and excessive 

inflammation and has been postulated to modulate the inflammatory response (reviewed in 

Nuijens et al., 1996 ; Baveye et al., 1999). It acts as a potent inflammatory mediator by its 

ability to bind LPS (Appelmelk et al., 1994; Elass-Rochard et al., 1995), to prevent 

hydroxy-radical formation (Britigan et al., 1994) and the release of cytokines such as ILl, 

IL6 and TNF-a (Zagulski et al., 1989; Machnicki et al., 1993 ; Crouch et al., 1992; 

Mattsy-Baltzer et al., 1996). In order to elucidate the mechanism by which Lf may 

accumulate and act as an anti-inflammatory compound in the vicinity of inflammatory foci, 

we have studied the transport of Lf across the cerebral endothelium using the in vitro 

model ofBBB submitted to TNF-a treatment. We have been able to demonstrate that in the 

presence of TNF -a, Lf transport through activated BBCECs was significantly increased 
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and that this process was transient. The enhanced traffic of Lf is due to a faster transport 

through the reconstructed BBB rather than an up-regulation of the expression of the Lf 

receptors. This might explain Lf accumulation in pathological brain tissues. 
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MATERIALS AND METHODS 

Cell culture 

Isolated BBCECs, cloned in order to obtain a pure EC population uncontaminated by 

pericytes, were characterized and cultured as previously described (Méresse et al., 1989; 

Dehouck et al., 1990). Primary cultures of mixed astrocytes were prepared from newbom 

rat cerebral cortex and cultured as described (Dehouck et al., 1990). Three weeks after the 

seeding was completed, the purity of the astrocyte population was checked (Dehouck et al., 

1990). Stabilized cultures containing more than 95% of astrocytes that were glial fibrillary 

acidic protein positive, were used for co culture. The establishment of the in vitro model of 

BBB is performed using a coculture of BBCECs and astrocytes. Prier to cell culture, plate 

inserts (Millicell-CM 0.4 pm; 30-mm diameter; Millipore Corp.) were coated on the upper 

side with rat-tail collagen. They were then set in the six multiwell dishes containing the 

astrocytes prepared as described above, and BBCECs were plated at a concentration of 4 x 

105 cells/ml on the upper side of the filters in 1.5 ml of coculture medium. This medium 

(BBCECs medium) was changed every ether day and under these conditions, differentiated 

BBCECs formed a confluent mono layer 7 days later ( 400,000 cells/cm2
). Experiments 

were performed 5 days after confluence was reached. Prier to all experiments, the integrity 

of the BBCEC mono1ayers was checked using [14C]-sucrose as tracer (Dehouck et al., 

1990). 

Preparation and labeling of bovine Lf 

Bovine Lf was purified from bovine colostrum by ion-exchange chromatography as 

partially saturated bovine Lf (Chéron et al., 1977). 

Fluorescent labeling of Lf on the glycan moiety was carried out by coup ling 5-( { [2-

( carbhydrazino )methyl]-thio} acetyl)amino-fluorescein (Hyf) on aldehyde groups resulting 

from the mild periodate oxidation of N-acetylneuraminic acid residues (Leveugle et al., 

1993). 

Iodination of Lf was performed using the lodo-Gen reagent (Pierce). Lf (500 pg) was 

dissolved in phosphate-buffered saline (PBS) and incubated with 0.2 mCi [125I]Na (carrier

free, 100 mCi/ml, Amersham) for 15 min at 4°C. Free iodine was removed on a Sephadex 

G-50 column (PD-10, Pharmàcia). The specifie activity range was 0.35-0.5 pCi/pg of 
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protein and to avoid radiolysis, the iodinated prote in was stored at 4 oc and used the same 

day. 

Treatment of the reconstructed BBB with TNF -a 

Both the time of treatment and the concentration of TNF -a had already been established 

by previous studies (Deli et al., 1995) showing that in these conditions TNF-a was not 

toxic to the reconstructed BBB since no alteration of the tight junction integrity was 

visible. Thus, after 12 days of coculture, BBCECs were incubated with 250 U/ml ofTNF-a 

(Recombinant human TNF-a (2 x 107 U/mg), Sigma-Aldricht) in serum free Dulbecco 

modified Eagle's medium for 4 hat 37°C in a humidified atmosphere containing 5% C02 

and 95% air, exposed either at the luminal or the abluminal side of the cells. TNF-a 

treatment was performed on BBCECs either in the presence or absence of the astrocyte 

population. Delayed effects ofTNF-a were studied without any re-exposure to TNF-a. For 

this purpose, after the 4 h TNF -a challenge in the absence of astrocytes, BBCECs were 

replaced in their original astrocyte-containing wells with fresh medium for 20 h. 

RNA extraction and RT -PCR 

Extraction of total RNA was performed usmg the guanidium thiocyanate/cesium 

chloride method (Sambrook et al., 1989). Five micrograms of each total RNA preparation 

were reverse transcribed into first strand eDNA using oligo dT primers (Stratagene) and 20 

units of reverse transcriptase (Stratagene ), then one twentieth of the mixture was amplified 

by PCR using primer pairs designed for the specifie detection of bovine ICAM-1 (Lee et 

al., 1996, genbank U65789), bovine E-selectin (Nguyen et al., 1993) and human GAPDH 

(glyceraldehyde-3-phosphodehydrogenase) (Tokunaga et al., 1987) DNA target sequences 

(Table 1). Human GAPDH was used since its nucleotide sequence is highly conserved 

between species. Primer pairs (Eurogentec) were carefully selected through computer 

analysis using Primer Premier Version 3.1 software (Biosoft International). First strand 

eDNA sequences were amplified by PCR using the Tfl Polymerase (Promega) in a PTC-

100™ thermal cycler (MJ Research) programmed for the following steps : an initial 

denaturation at 94°C for 5 min, multiple cycles consisting of denaturation at 94°C for 5 

min, annealing at the optimal temperature for 1 min and a primer extension step at 74°C for 

1 min, which were followed by final extension step at 74°C for 5 min. Experimental 

conditions are described for each primer pair in Table 1. PCR assays were performed in 
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TABLE 1. Primer pairs used in the RT-PCR reactions and experimental conditions 

eDNA Primer sequences PCR Annealing Number of 
targets product temperature RT-PCR 

in bp in oc cycles 

bovine [S] 5'-GCTCGGAACAGACCCTGAAG-3' 486 70 26 
ICAM-1 [AS] 5'-TCCAGGGAAGGTGGGTGTAG-3' 

bovine [S] 5 '-CTTTGCCTTCAAGTCATCCT -3' 520 60 30 
E-selectin [AS] 5'-CTTGTGCTCCTGATTCCTTT-3' 

human [A] 5'-GGTGGACCTGACCTGCCGTCTA-3' 255 55 20 
GAPDH [AS] 5'-GAGGTCCACCACCCTGTTGCTG-3' 

S =sense primer; AS= anti-sense primer 
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triplicate. Ten microliters of each PCR reaction were loaded on a 1.5% agarose gel stained 

with 0.5 ,ug/ml ethidium bromide, photographed and analysed by computerised 

densitometric scanning of the image using a Hewlett-Packard ScanJet 4c Scanner, the 

Deskan II software and the Quantiscan program (Biosoft International, Polo Alto, USA). 

Amplification products were subcloned in TA-cloning vector (Invitrogen BV, Leek, The 

Netherlands) and sequenced to confirm the specificity of the PCR products. 

Multi-probe RNase protection assay 

The ribonuclease protection assay (RP A) was performed usmg the RiboQuant kit 

(PharMingen) and the rCK-1 template set. This set allowed the synthesis of radiolabeled 

anti-sense RNA probes targeting rat mRNAs encoding ILl-a, ILl-~, IL2, IL3, IL4, IL5, 

IL6, ILlO, IFN-y, TNF-a, TNF-J3 as weil as two rat house-keeping gene products: L32 and 

GAPDH. The latter products were included to permit assessments of total RNA levels to 

normalize sampling. Probes were synthesized using 10 ,ul of [a-32P]-UTP (3000 Ci/mmol, 

Amersham Life Science, UK) and 20 nuits of T7 RNA polymerase. After purification, 8 x 

105 cpm of the generated probe were hybridized to 2.5 ,ug of total RNA. RNase treatments 

were then performed before Proteinase K digestion. After purification, the remaining RNA

protected samples were resolved on a 5% polyacrylamide gel according to their size and 

imaged by autoradiography. The identity of each mRNA species was established by 

comparison with the undigested probe used as a migration marker. Quantification was done 

after analysis of the autoradiographie bands by computerised densitometric scanning as 

described above. 

Effect of TNF -a on BBCEC paracellular permeability 

Permeability studies of the BBCEC monolayers were performed usmg labeled 

compounds rt4CJ-sucrose (MW 342 Da) and eH]-inulin (MW 5 kDa): 0.1 ,uCi and 0.625 

,uCi/per filter, respectively (Dehouck et al., 1990). In each experiment, permeability studies 

on collagen-coated inserts were performed. The endothelial permeability coefficient (Pe, in 

cm/min) was calculated as previously described (Dehouck et al., 1990) and the statistical 

analyses were performed using the Mann-Whitney non parametric test. Osmotic shock 

experiments were performed in the presence of 1.4 M mannitol added with the tracers to 

the upper compartment ofthe filters covered by the cells (Descamps et al., 1997). 
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Transcytosis, binding and endocytosis experiments 

Ali these studies were performed only with BBCECs to avoid any interference from 

astrocytes. Sin ce Tf has been described as an effective bloc king component able to prevent 

high levels of nonspecific Lf binding (Goavec et al., 1985), all buffers contained 0.2% 

bovine Tf (Sigma-Aldricht). Each point was done in triplicate and the data are represented 

as means ± SEM. Nonspecific controls were carried out with a 100-fold excess of 

unlabeled protein. 

Transcytosis experiments were performed as previously reported (Fillebeen et al., 1999). 

BBCECs were incubated in Ringer-HEPES-Tf at 37°C in the presence of 30 ,ug/ml 1251-Lf 

at the luminal side. At various times, the insert was transferred to another well to avoid a 

possible reendocytosis of Lf by the abluminal side of the BBCECs. At the end of each 

experiment, intact Lf was assessed using trichloroacetic acid precipitation of lower media, 

wherea~ protein degradation was assessed with AgN03 precipitation. Results were 

expressed as 1251-Lf equivalent flux (ng/cm\ which represents trichloroacetic acid

precipitable radioactivity recovered in the lower compartments. 

Binding experiments were performed as previously described (Fillebeen et al., 1999). 

Briefly, BBCECs were incubated in Ringer-HEPES-Tf for two hours at 4°C in the 

presence of 1 ,ug/ml 1251-Lf at the luminal compartment. The cells were washed carefully, 

and cell-associated radioactivity was determined by removing the membrane of the culture 

insert and counting it in a gamma counter. 

Determination of the luminal uptake of Hyf-Lf was performed before cell fixation with 

4% paraformaldehyde. The luminal compartment of the differentiated BBCECs was 

exposed to Hyf-bLf (50 ,ug/ml; 625 nM) in Ringer-HEPES-Tf and left in contact with the 

cells for 45 min at 37 or 4°C. Fluorescence microscopy experiments were carried out as 

already described (Descamps et al., 1996). 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Student's t-test as appropriate. 
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RESULTS 

Activation of the reconstructed BBB by TNF -a 

Expression of adhesion molecules by BBCECs- TNF -a is known to be a powerful activator 

of the endothelium. In order to determine wh ether BBCECs were activated after TNF -a 

treatment, the lev el of the expression of a selectin and an adhesin were followed by R T

PCR. Bovine E-selectin and ICAM-1 were used as markers for EC activation. The 

constitutively expressed house-keeping gene GAPDH was used as an internai control. 

Similar GAPDH signais in all experiments indicate the use of identical amounts of eDNA 

in each RT-PCR reaction (Fig. 1, A). The BBCECs constitutively expressed a baseline 

level of E-selectin (Fig. 1, B) and ICAM-1 (Fig. 1, C) transcripts. Expression of the E

selectin transcripts was detected after 30 cycles ofRT-PCR amplification, whereas ICAM-

1 transcripts needed only 26 cycles of RT-PCR amplification to be observed. The 

expressions ofE-selectin and ICAM-1 by BBCECs were both markedly increased after the 

Iuminal TNF-a treatment and rise to about 13 and 12 fold, respectively over the baseline 

level of expression. Enhanced expressions of E-selectin and ICAM-1 transcripts were also 

detected in BBCECs after abluminal TNF-a treatment. These expressions increased about 

5 fold compared to those obtained with the untreated cells. Activation of BBCECs occurs 

whatever the type of TNF -a presentation suggesting that it may occur with TNF -a released 

either by brain or blood cells. 

Twenty hours after TNF-a treatment, the increased expression of E-selectin and ICAM-

1 transcripts were followed by a return almost to the baseline level, showing that the effect 

ofTNF-a on the expression ofthese messengers was transient. 

A modulation of the expression of ICAM-1 and E-selectin transcripts occurs in the 

presence of astrocytes. A decrease in the synthesis of E-selectin ( 40%) and I CAM -1 (3 0%) 

mRNAs was observed when cells were exposed to a luminal presentation ofTNF-a (Fig.l, 

B,C). Presentation of TNF-a at the abluminal side of BBCECs also led to a decrease of 

about 25% in the expression of both E-selectin and ICAM-1 mRNAs. In the presence of 

the astrocyte population, BBCEC activation is inhibited. 

Expression of cytokines by the astrocytes- In order to determine whether TNF-a also 

stimulated the astrocytes we checked the ir ability to pro duce cytokines. After a TNF -a 

treatment of the coculture of BBCECs and astrocytes either at the luminal or abluminal 
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FIG. 1. Effect of TNF-a on the expression of adhesion molecules by BBCECs. BBCECs 

were exposed for 4 h at the luminal or abluminal side to 250 U/ml of TNF-a in the 

absence of astrocytes. Total RNA extractions were performed immediately (white 

columns) or 20 h (black columns) after the TNF-a treatment. BBCECs were also exposed 

to 4 h TNF-a treatment in the presence of astrocytes (hatched columns) and total RNA 

extraction performed. Shawn at the arrowheads are bands of the expected sizes of RT

PCR products of human GAPDH (A) which was used as an internai control, bovine E

selectin (8) and bovine ICAM-1 (C) and. Lane 1 : product of control BBCEC eDNA; 

Lanes 2-4 : products of luminal TNF-a-treated BBCEC eDNA; Lanes 5-7 products of 

abluminal TNF-a-treated BBCEC eDNA; Lanes 2,5 : products of TNF-a-treated BBCEC 

eDNA in the absence of astrocytes; Lanes 3,6 : products of TNF-a-treated BBCEC eDNA 

after 20 h; Lanes 4, 7 : products of TNF-a-treated BBCEC eDNA in the presence of 

astrocytes; Lane 8 : control reaction without eDNA template; Lane 9 : Molecular weight 

marker. Each amplified RT-PCR product was integrated by Quantiscan software and 

expressed as relative intensity of control cases. Each column is the mean of three 

measures .±.SEM (bars). 
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side of the BBCECs, astrocyte messengers were extracted and a multi-probe RNase 

protection assay performed. Expression of the rat house-keeping gene L32 was monitored 

in each sample. Protected mRNA for cytokines were expressed as relative intensity of 

protected mRNA with the L32 mRNA level arbitrarily defined as 100 %. 

Astrocytes did not synthesize cytokines in the absence of activation. TNF-a activation 

led to the expression of four cytokine transcripts: ILl-a, ILl-p, IL6 and TNF-a. ILl-P and 

TNF-a were the most abundant transcripts produced whereas the induction of ILl-a and 

IL6 mRNAs was minimal (Table 2). Variations in the expression of these cytokines were 

observed depending on TNF-a presentation to the reconstructed BBB. The cytokine 

mRNAs were expressed at lower levels in the case of a luminal exposition to TNF -a 

except for the TNF-a mRNAs which were up-regulated, suggesting that a paracrine 

regulation of TNF -a synthesis might take place. The stimulation of the astrocytes was 

transient since no up-regulation was observed after 20 h. 

Effect of TNF -a on BBCEC para cellular permeability 

TNF -a may or may not disrupt the BBB, depending on the dose, the vehicle and the 

route of administration. In order to verify the integrity of the BBCEC monolayers as a 

functional barrier in the presence ofTNF-a, their permeability was tested with sucrose and 

inulin as tracers. Previous work has shown that the luminal treatment of BBCECs with 250 

U/ml ofTNF-a up to 4 h produced no significant changes in BBB permeability (Deli et al., 

1995; Descamps et al., 1997). 

Disruption of the BBB occurred after an osmotic shock in presence of 1.4 M of mannitol 

and BBCEC permeability increased 14 fold and 10 fold for sucrose and inulin, respectively 

compared to control cells (Table 3). Data contained in Table 3 confirmed that TNF-a 

treatment of BBCECs caused no significant changes in the permeability to low molecular 

weight molecules in either the case of luminal or abluminal exposure. Moreover, variations 

in this permeability were not observed 20 h after the treatment (Table 3). 

Effect of TNF -a treatment on Lf transendothelial traffic 

In order to determine whether Lf transport across the BBCEC monolayers was modified 

after TNF -a treatment, transcytosis, binding and endocytosis experiments were performed. 
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TABLE 2. Synthe sis of cytokine transcripts by the astrocyte population exposed to TNF- a 

Cytokine mRNAs * ILI-a ILI-P IL6 TNF-a 

untreated 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

4 h TNF -a treatment luminal 2.7 ± 0.3 I7.8 ±2.6 1.0 ± 0.0 6.7 ± 0.5 

abluminal 4.1 ± 0.3 24.5 ± 1.7 1.8 ± 0.0 3.8 ± 0.2 

4 h TNF-a treatment + 20 h luminal 0.3 ± 0.0 2.3 ± 0.2 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

abluminal 0.2±0.0 0.1 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

* Protected mRNA for ILI-a, ILI-p, IL6, TNF-a were expressed as relative intensity of 

protected mRNA for L32 arbitrary defined as I 00 %. Each value is the mean of three 

measures ± SEM. 

TABLE 3. Effect ofTNF-a treatment on the BBCEC permeability to sucrose and inulin 

Pe e4C]-sucrose Pe eH]-inulin 

(cm/min) x I o-3 (cm/min) x I o-3 

Control 0.45 ± 0.08 0.13 ± 0.03 

Control + I.4 M mannitol 6.45 ± 0.78 1.52 ± 0.18 

4 h TNF -a treatment luminal 0.64 ± 0.09 0.20 ± 0.03 

abluminal 0.58 ± O.I2 0.2I ± 0.06 

4 h TNF -a treatment + 20 h luminal 0.50 ± 0.12 O.I6 ± 0.05 

abluminal 0.48 ± 0.09 O.I7 ± 0.04 

Each value is mean of three different filters ± SEM and are representative of at least four 

experiments. 



125 

Transcytosis of Lf was conducted and monitored on TNF-a activated BBCECs. Whatever 

the type of TNF-a exposure: at the luminal or abluminal side of the ECs, Lf transport was 

markedly increased compared to controls (Fig. 2). A three to four fold enhancement was 

observed after a 4h challenge with TNF -a. Lf transcytosis was reduced to baseline 

transport 20 h later. The presence of astrocytes modulated the effect of TNF -a on the 

BBCECs and led to a two fold reduction in the transendothelial transport of Lf compared to 

that observed in the absence of astrocytes. These results suggested that the passage of Lf 

may depend of the activation state of the BBCECs. 

Trichloroacetic acid precipitation followed by AgN03 precipitation confirmed that no 

degradation of Lf occurred during its transport across the TNF-a treated cells (data not 

shown), as was observed for the untreated cells. The fact that Lf crosses the TNF-a treated 

BBCECs as an intact molecule suggested that its transendothelial pathway is similar to that 

already described in our previous work (Fillebeen et al., 1999). 

Since two binding sites of different affinities were described for Lf on differentiated 

BBCECs (Kd! = 37.5 nM; n1 = 90,000 sites/cell; Kdl= 2 ,uM; n2 = 900,000 sites/cell), 1 

,ug/ml of 125!-labeled Lfwas used to saturate the high affinity binding sites responsible for 

Lf transcytosis. Lf binding was found to be reversible and specifie sin ce it was inhibited by 

approximately 90% in the presence of 1 00-fold molar excess of unlabeled Lf. This 

experiment clearly showed that TNF-a treatment of the BBCEC monolayers caused no 

significant changes in the specifie binding of Lf to the luminal side of the cells (Fig. 3). 

Both luminally and abluminally TNF-a treated cells exhibited the same amount of 

membrane-associated 125!-Lf. These results suggested that TNF-a had no effect on Lf 

binding to BBCECs and indicated that the expression of the Lf receptor was not up

regulated by TNF -a . 

Untreated BBCECs significantly endocytosed Hyf-Lf and Lf accumulation could be 

observed within the fixed cells (Fig. 4, A). The 4 h TNF-a challenge led to a significant 

decrease in Lf accumulation in BBCECs compared to controls in the case of luminal (Fig. 

4, B) and abluminal (data not shown) exposure. Twenty hours after the exposure of the 

BBCECs to TNF -a, the accumulation of Lf within the ce lis was as high as it was for the 

untreated BBCECs (Fig. 4, C). When TNF -a activation of the BBCECs was performed in 

the presence of astrocytes, the decrease in Lf accumulation was less marked than that 

obtained in the absence ofastrocytes (Fig. 4, D). These results suggested that TNF-a 
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FIG. 2. Effect of TNF-a treatment on the transport of Lf across BBCECs. Lf (30 Jlglml 1251-

Lf, .:!:. 3 mg/ml unlabeled Lf) was added ta the luminal side of the cells. Transendothelial 

transport studies were performed immediately after the TNF-a treatment in the absence 

(white columns), or presence (hatched columns) of astrocytes and 20 h later (black 

columns). Results are expressed as percentage of the control. Each column is the mean 

of triplicate inserts .:!:. SEM (bars) and are representative of at !east three different 

experiments. 
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FIG. 3. Effect of TNF-a treatment on the binding of Lf ta BBCECs. 1 jJg/ml of 1251-blf were 

added ta the luminal side of the cells for 2 hat 4°C, immediately (white columns) or 20 h 

(black columns) after the TNF-a treatment. Results are expressed as a percentage of the 

control. Each column is the mean of triplicate inserts.:!:. SEM (bars) and are representative 

of at !east three different experiments. 
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FIG. 4. Effect of TNF-a treatment on Hyf-Lf traffic through BBCECs. Hyf-Lf (50 pg/ml) 

was added to the luminal side of the cells for 45 min at 3rC immediately (8) or 20 h (C) 

after the TNF-a treatment. BBCECs were also exposed to 4 h TNF-a treatment in the 

presence of astrocytes (D) and luminal uptake of Hyf-Lf performed. After washing, the 

cells were fixed and processed for fluorescence microscopy. (A) Control. Bar= 20 pm. 
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treatment disturbed the endocytosis process of Lf within the BBCECs. Since no increase in 

Lf receptor expression was observed, these modifications of Lf uptake may be due to a 

faster endocytosis and/or transport through BBCECs suggesting that changes in kinetics of 

the intracellular traffic occurred. 
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DISCUSSION 

Inflammatory processes contribute to CNS disorders and are marked by local increases 

in cytokines, in particular TNF-a. Lf, which seems to act as an anti-inflammatory agent, 

was recently implicated in neurodegenerative disorders and found in enhanced amounts in 

the microvasculature environment as well as in the vicinity of inflammatory foci. In the 

present study we demonstrated that activation of BBCECs by TNF -a led to a transient 

increase in Lf transendothelial transport and that Lf passage depends on the activation state 

of the endothelial cell population. The increased Lf traffic is not due to an up-regulation of 

the expression of Lf receptors but to a faster transendothelial transport through the 

BBCECs. Lf was recovered intact at the abluminal si de of the cells suggesting that Lf may 

accumulate in the cerebral compartment during the inflammatory process. 

The development (Dehouck et al., 1990; Descamps et al., 1996; Dehouck et al., 1997) of 

an in vitro mo del of BBB enabled us to reconstruct sorne of the complexities of its in vivo 

cellular environment. Thus, BBCECs cocultured with astrocytes expressed specifie 

markers and characteristics such as tight junctions, electrical resistance, low paracellular 

permeability, specifie enzymatic activities and carrier-mediated transport (Dehouck et al., 

1990; Descamps et al., 1996). The behaviour and the phenotype of the reconstructed BBB 

during pathogenesis such as inflammation remains unknown but it seems clear that both 

endothelial cells and astrocytes play a very active role in the amplification and maintenance 

of this process. 

Among the proinflarnmatory cytokines, TNF-a is described as a key pathogenic mediator 

in several immune-mediated neuropathologies. Thus, prior to investigating Lf traffic 

through BBCECs in inflarnmatory conditions, we first studied the effect of TNF -a on the 

reconstructed BBB partners. Astrocytes produce proinflammatory cytokines when activated 

by TNF-a (Sharif et al., 1993) and in our study we confirmed that ILl-a, ILl-13, IL6 and 

TNF-a mRNAs were synthezised in response to TNF-a activation. TNF-a is also a 

powerful activator of ECs (Pober, 1998) and induces the expression of different adhesion 

molecules at their cell surfaces which can be used as markers for EC activation. Among 

these adhesion molecules E-selectin and ICAM-1 were shown to be expressed on brain 

capillary ECs (Wong, 1992 ). Their expression on ECs from several species such as 

humans (Brayton et al., 1998), mice (Mc Carron et al., 1993) and rats (Defazio et al., 1998) 
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were markedly up-regulated by TNF-a stimulation. In our studies, we demonstrated that 

BBCECs constitutively expressed E-selectin and ICAM-1 transcripts and that upregulation 

oftheir expression was induced by TNF-a. 

W e further investigated the permeability of the activated BBCECs to small or large 

molecules and first showed that activation ofBBCECs with TNF-a led to a non significant 

increase in permeabilities for sucrose and inulin compared to those observed when osmotic 

shock is performed. These results are in agreement with those previously described where 

no significant (Deli et al., 1995) or a very slight significant increase (Descamp et al., 1997) 

in the paracellular permeability can be observed. In our experimental conditions TNF-a has 

no influence on the transendothelial passage of small molecular weight substances. 

On the other hand, TNF-a modified receptor-mediated transcytosis. Stimulation of 

transcytosis by TNF-a has already been described for macromolecules such as Tf and LDL 

(Descamps et al., 1997) and here we showed that Lf transendothelial transport was also 

increased. Nevertheless, there were differences and specifie uptake and routing of these 

compounds might occur. Tf and Lf transports were highly increased compared to their 

respective controls but Lf intracellular traffic retumed to normal within 24 hours whereas 

stimulation of Tf transcytosis was still efficient at this time. LDL transcytosis was 

stimulated after 4 h ofTNF-a treatment at a lower level but reached a 10 fold increase 24 h 

later. Ail these results showed that TNF-a differentially affects the transendothelial 

transport ofLf, and that the stimulation oftranscytosis paralled BBCEC activation. 

Lf enters BBCECs via a receptor-mediated process and only differentiated BBCECs 

expressed high affinity binding sites for Lf. The surface-bound Lfwas then intemalized and 

a specifie unidirectional transport occurred via LRP (Fillebeen et al., 1999). In our present 

study, we showed that TNF-a has no effect on the expression of Lf specifie binding sites 

on BBCECs. These results are in accordance with those previously described for Tf and 

LDL where an increased transcytosis through the BBB also occurred without an enhanced 

leve! of expression of their respective receptors (Descamps et al., 1997). 

In parallel, Lf uptake was followed in TNF-a treated cells and a decrease in Lf 

accumulation within the cells was observed. Since Lf accumulation within the cells was 

less visible, transcytosis was increased and specifie binding sites were not upregulated in 

the activated ECs, it appeared that the intracellular traffic kinetics might be modified. This 

change in transport kinetics might be a characteristic feature of the activated ECs since 
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similar results were obtained with Tf and LDL (Descamps et al., 1996). Therefore in 

inflammatory conditions, in parallel to upregulation of adhesion molecules and synthesis 

and/or release of cytokines, the stimulation of the intraendothelial traffic leads to a faster 

transport of macromolecules across the BBB. 

Lf crosses BBB through non-activated BBCECs as already shown (Fillebeen et al., 

1999) and its traffic was markedly enhanced when BBCECs were activated. In the presence 

of astrocytes, we further showed that BBCEC markers of activation were less highly 

expressed suggesting that the activation of the BBCECs might be less optimal. This led to a 

50 % decrease in the Lf passage through the cells suggesting that the intracellular crosstalk 

between BBB partners may lead to a release of soluble factors modulating the BBB 

response to TNF -a. We th en showed that activation by TNF -a was transient since no 

activation of the adhesion molecule and cytokine mRNA syntheses was observed 20 h 

later. In these conditions, Lf passage through BBCECs returned to baseline. These results 

suggest that Lf transendothelial passage through the BBCECs depends on the activation 

state of the BBCECs. 

Released from circulating blood constituents (Banks et al., 1995) and/or synthezised by 

microglia and astrocytes (Sawada et al., 1989; Yamabe et al., 1994), TNF-a can reach and 

interact with the cerebral ECs at their luminal or abluminal sides or both. We therefore 

studied the presentation of TNF-a to BBCECs and showed first that it influences the 

activation state ofboth BBB partners. The level ofiCAM-1 and E-selectin expression was 

three times higher when exposure to TNF-a occurs at the luminal side of the BBCECs. On 

the ether hand, the production of the cytokine mRNAs for ILI-a, ILl-~ and IL6 by 

astrocytes was half as elevated when TNF-a was presented luminally rather than 

abluminally, the exception being TNF-a transcripts for which a paracrine regulation might 

take place. The observed variation of the cellular responses to TNF-a might be explained 

either by a non-specifie absorption of TNF -a to the po rous filters meaning that the 

concentration delivered to cells was not optimal or by a differentiai distribution pattern of 

the TNF-a receptors. These receptors have already been described on ECs but their 

respective localisation on each side of the cell surface is not known. Nevertheless, 

whatever the TNF-a exposure route, activation of the reconstructed BBB occurs. In our 

conditions a marked increase in the transport of Lf through the BBCECs was observed. A 

slight difference was found wh en TNF -a was abluminally presented to BBCECs 
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corresponding to a 20 % decrease in the Lf passage. The se results suggest that TNF -a 

released either from blood or brain cells lead to BBB activation allowing a faster crossing 

of Lf leading to its accumulation in irnrnune-pathological brain tissue. 

Lf has been considered as an index of inflammation and its capacity to interact with 

immune functions widely explored (reviewed in Nuijens et al., 1996; Baveye et al., 1999). 

Moreover the biological importance of Lf in host defence has been emphasized by the 

suceptibility of subjects with congenital or acquired Lf deficiency to recurrent infections 

(Boxer et al., 1982). Nevertheless, the role of Lf in modulating inflammation is not well 

understood, particularly in brain tissues where a marked elevation in Lf has been noted in 

pathological disorders. 

The passage of intact Lf through the BBB in non-pathological conditions may 

correspond to one of the main sources of brain Lf since in situ synthesis of Lf occurs at a 

very low level (Siebert and Huang, 1997; Fillebeen et al., 1998). A marked increase in Lf 

distribution and concentration appears in irnrnunopathological disorders (Terent et al., 

1981; Osmand and Switzer, 1991; Kawamata et al., 1993; Leveugle et al., 1994) and here 

we showed that in inflamrnatory conditions, Lf transendothelial transport is enhanced four 

fold. Lf is released by leukocytes during inflarnrnatory responses, and the Lf plasma 

concentration, initially close to 1 mg/1 (Olofsson et al., 1977) rises to 20 mg/1 (Bennett and 

Mohla, 1976). High plasma levels of Lf are then available and larger amounts of Lf may 

therefore cross the BBB. The augmentation of Lf concentration in the vicinity of the ECs 

and the enhanced transport of Lf through these cells may exp lain the accumulation of Lf in 

inflarnrnatory foci. In addition, an acute increase in blood levels of neutrophils subsequent 

to the inflammatory process occurs. Adhesion molecules participate in the infiltration of 

leukocytes into inflarnrnatory loci and the degranulation of neutrophils with release of Lf 

occurs which would also con tri bute to accumulation of Lf in the brain. 

Thus, plasma Lf might be part of the first wave of anti-inflamrnatory defence 

mechanisms and be transcytosed as faster as possible through the BBB. Then Lf released 

from infiltrated neutrophils might take over. The anti-inflarnrnatory role of Lf in 

pathological brain tissue now has to be investigated. 
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Conclusion 

L'activation du modèle in vitro de BHE par la cytokine pro-inflammatoire TNF-a 

nous a permis de mettre en évidence l'augmentation du transport de la lactoferrine au 

travers de l'endothélium des capillaires cérébraux sous l'action de cette cytokine. Ce 

mécanisme d'accumulation dépend du trafic intracellulaire de la molécule et non de 

1' augmentation de 1' expression des récepteurs de la lactoferrine à la surface des cellules. 

Ainsi, l'incubation des cellules endothéliales avec le TNF-a entraîne une forte 

augmentation de l'expression des ARNm de la E-sélectine et de l'ICAM-1, ces deux 

molécules d'adhésion étant produites lors de l'activation des cellules endothéliales. Cette 

augmentation apparaît aussi bien après une exposition luminale qu'abluminale au TNF-a. 

Cependant, elle varie en fonction de ce mode d'exposition. L'activation qui en résulte est 

transitoire, puisque l'expression des molécules d'adhésion retrouve son niveau de base 20 

heures après le traitement (figure 1, article 2). Cette activation est également modulée en 

condition de coculture en présence des astrocytes. La sensibilité de la population 

astrocytaire au TNF-a a également été testée. Ainsi, l'exposition luminale ou abluminale 

au TNF-a des cocultures induit l'expression des ARNm de quatre cytokines pro

inflammatoires par les astrocytes :l'ILI-a, l'ILl-~, l'IL6 et le TNF-a (tableau 2, article 2). 

L'activation des astrocytes par le TNF-a est également transitoire et modulée en fonction 

du mode d'exposition des cellules à la cytokine. 

L'activation par le TNF-a n'induit pas de variation de la perméabilité des cellules 

endothéliales au sucrose et à l'inuline (tableau 3, article 2), ce qui montre que la 

perméabilité paracellulaire des cellules endothéliales n'est pas affectée par l'effet du TNF

a. 

L'activation des cellules endothéliales par le TNF-a entraîne une forte augmentation 

du transport de la lactoferrine (figure 2, article 2). Ce phénomène est transitoire et semble 

être modulé par la population astrocytaire. Par contre, le TNF -a n'exerce aucune action sur 

l'expression des récepteurs de la lactoferrine qui reste inchangée après le traitement (figure 

3, article 2). L'accumulation de la lactoferrine dans les cellules endothéliales, quant à elle, 

est fortement diminuée sous l'action du TNF-a (figure 4, article 2). Ces résultats suggèrent 

que l'action du TNF-a perturbe le processus d'endocytose de la lactoferrine à l'intérieur 
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des cellules endothéliales. Ce phénomène n'étant pas provoqué par une augmentation de 

1' expression des récepteurs de la lactoferrine, il pourrait être dû à un mécanisme 

d'endocytose ou de transcytose plus rapide de la lactoferrine à travers les cellules 

endothéliales, suggérant des modifications dans le trafic intracellulaire. 

L'augmentation du transport de la lactoferrine au travers des cellules endothéliales de 

capillaires cérébraux en conditions inflammatoires aboutit à une accumulation de la 

lactoferrine dans le compartiment cérébral des cellules endothéliales. Cette accumulation 

pourrait expliquer l'augmentation du taux de lactoferrine observée dans le SNC de patients 

atteints de différentes maladies neurodégénératives, précisément au niveau de leurs lésions 

qui sont le siège de foyers inflammatoires importants (figure 16). 

situation 
saine 

situation 
inflammatoire compartiment 

vasculaire 

compartiment 
cérébral 

® lactoferrine 
.._. récepteur de la lactoferrine 

Figure 16: Processus d'accumulation de la lactoferrine dans le parenchyme cérébral au 

niveau de lésions neuropathologiques à caractère inflammatoire. 



142 

Cependant cette accumulation de la lactoferrine au mveau des foyers infectieux 

n'explique pas sa présence importante dans des populations cellulaires très spécialisées, 

telles que les neurones dopaminergiques ou les cellules microgliales. Sa capture ou sa 

synthèse par ces cellules spécialisées permettraient d'expliquer cette localisation. 
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La lactoferrine est présente dans le SNC au niveau de lésions neuropathologiques 

caractéristiques de différentes maladies neurodégénératives mais également dans des 

populations cellulaires très spécialisées du SNC. Ainsi, sa présence a été décrite dans les 

neurones dopaminergiques mélanisés et dans d'autres cellules non identifiées dont la 

morphologie ressemble à celle des cellules micro gliales (Leveugle et al., 1996). Certains 

récepteurs de la lactoferrine ont également été localisés à la surface des cellules du SNC, 

tels que le LRP au niveau des neurones et de quelques cellules gliales (Bu et al., 1994 ; 

Tooyama et al., 1995), et le récepteur lymphocytaire au niveau des neurones 

dopaminergiques mélanisés et de cellules gliales (Faucheux et al., 1995). La présence de la 

lactoferrine et de son récepteur dans ces cellules nous a amené à vérifier l'hypothèse selon 

laquelle la lactoferrine pourrait être synthétisée par ces cellules ou captée par 

l'intermédiaire d'un mécanisme d'endocytose. Dans le cas de la maladie de Parkinson, le 

taux de lactoferrine et de son récepteur est fortement augmenté dans les cellules marquées 

(Leveugle et al., 1996 ; Faucheux et al., 1995), impliquant une augmentation de synthèse 

ou de capture. 

Il est donc important de rappeler les caractéristiques des cellules qui sont susceptibles 

de synthétiser ou de capter la lactoferrine dans le SNC : les neurones dopaminergiques 

mélanisés et/ou les cellules microgliales. 
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A. Les neurones dopaminergiques mélanisés 

Les neurones dopaminergiques mélanisés sont localisés dans les régions de la 

substance noire et de l'aire tegmento-ventrale du mésencéphale (Saper et Petito, 1982). Ces 

régions, de types catécholaminergiques, sont en relation très étroites avec les corps striés 

formant la voie nigro-striatale qui intervient dans le système moteur extrapyramidal 

(figure 17). 

1 : substance noire 

2 : noyau cau dé ] corps 

3 : putamen striés 

Figure 17 : Coupe latérale du SNC humain présentant le système nigro-striatal qui est à 

la base des relations existant entre le striatum et la substance noire. 
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La substance noire est généralement subdivisée en une zone riche en corps cellulaires 

appelée la pars compacta, et une zone moins dense appelée la pars réticulata. Les 

neurones dopaminergiques mélanisés sont situés principalement dans la pars compacta. 

Ces neurones de grande taille ont un diamètre moyen de 50 !lill et présentent de 2 à 6 

dendrites. Ils contiennent également des quantités variables de neuromélanine. Ce composé 

est facilement identifiable dans les neurones qui expriment la tyrosine hydroxylase. En 

effet, les neurones dopaminergiques synthétisent cette enzyme dont le marquage est situé 

dans le cytoplasme mais également dans 1' axone et les dendrites. Bien que la superposition 

des corps cellulaires pigmentés par la neuromélanine et les cellules immunoréactives pour 

la tyrosine hydroxylase ne soit pas absolue, la démarcation des noyaux mésencéphaliques 

catécholaminergiques et spécialement la partie dopaminergique de la substance noire peut 

être fonder sur la seule présence de la neuromélanine (Saper et Petito, 1982). 

2. La neuromélanine 

La neuromé1anine est une mélanine à dopamine, qui résulte de la déviation lente et 

continue du métabolisme de la dopamine vers des voies oxydatives non enzymatiques 

(figure 18, page 146). La biosynthèse de la neuromélanine part de composés simples, tels 

que la tyrosine, la dopamine et la sérotonine, qui subissent des oxydations aboutissant à la 

formation d'espèces réactives, telles que la 5-S-cystéinyldopamine et la dopamine quinone. 

Ces composés ayant tendance à s'oligomériser vont s'accumuler pour former les agrégats de 

neuromélanine (d'Ischia et Pro ta, 1997). Ce pigment possède une forte affinité pour le fer 

(Ben-Shachar et al., 1991 ), et il semble que le fer ainsi que les peroxydes pourraient jouer 

un rôle dans le couplage oxydatif de la dopamine à la cystéine lors de la formation de la 5-

S-cystéinyldopamine (Palumbo et al., 1995). Le mécanisme de mélanogenèse du SNC est 

un processus différent de celui observé dans les mélanocytes et les cellules épithéliales 

pigmentées de la rétine qui se traduit par la formation d'organites particuliers, les 

prémélanosomes puis les mélanosomes (Schraermeyer, 1996, pour revue générale). Ces 

organites sont totalement absents des neurones dopaminergiques mélanisés et sont 
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Figure 17: Mécanisme hypothétique de la formation de la 5-S-cystéinyldopamine et de 

l'accumulation de neuromélanine. 
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remplacés par des structures granulaires plus ou moins denses. La neuromélanine est un 

marqueur naturel des neurones catécholaminergiques dans le SNC adulte humain (Saper et 

Petito, 1982). Comme d'autres pigments formés par oxydation, la neuromélanine 

s'accumule au cours du temps et est donc fortement associée avec le vieillissement. 

3. Fonction de la substance noire 

La substance noire fait partie du système moteur extrapyramidal qui intervient dans 

les mouvements involontaires et l'amorce rapide d'un mouvement (Jung et Hassler, 1960). 

Lors de l'exécution d'un mouvement volontaire plusieurs groupes musculaires sont activés 

de façon concomitante, cette régulation vise le maintien de l'équilibre statique et de 

l'attitude du corps permettant l'exécution correcte du mouvement. Ces actions musculaires 

d'accompagnement, qui souvent se réduisent à une augmentation du tonus ou au 

relâchement de certains groupes musculaires, ne sont ni volontaires ni conscientes. Elles 

sont toutefois nécessaires à tout mouvement coordonné. Le système extrapyramidal 

contrôle ces mouvements et fonctionne de façon comparable à un système d'assistance qui 

faciliterait de façon inconsciente tous les mouvements conscients. La dérégulation de ce 

système entraîne une rigidité musculaire, un tremblement de repos, une abolition des 

mouvements associés et une mimique figée. Ce système est particulièrement perturbé lors 

de la maladie de Parkinson qui se traduit par une lésion sévère de la voie dopaminergique 

nigro-striatale (Jellinger, 1989). 

Le système moteur extrapyramidal fait intervenir un groupe de noyaux riches en fer 

comprenant : les corps striés avec le putamen et le noyau caudé, le pallidum, le noyau 

subthalamique, le noyau rouge et la substance noire, ainsi que des centres d'intégrations, 

tels que le cervelet et les noyaux thalamiques. Les centres extrapyramidaux sont unis entre 

eux par de nombreux circuits neuronaux, tels les connexions afférentes et efférentes 

existantes entre le striatum et la substance noire. Ainsi, la partie antérieure de la substance 

noire reçoit le faisceau strio-nigral issu du noyau caudé, des fibres cortico-nigrales émanant 

du cortex frontal. La partie caudale de la substance noire quant à elle reçoit des fibres du 

putamen. Les fibres nigro-striées relient la pars compacta aux corps striés, des fibres issues 

de la pars réticulata remontent vers le thalamus. La majeure partie des fibres efférentes 
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remonte vers les corps striés, avec lesquels la substance noire a des relations fonctionnelles 

étroites par l'intermédiaire du système nigro-striatal. Les axones des neurones 

dopaminergiques de la substance noire transportent la dopamine jusqu'au putamen où elle 

est stockée dans les boutons terminaux. La section de la voie nigro-striée entraîne au 

niveau du putamen une diminution de la concentration en dopamine. 

Lors de la maladie de Parkinson la voie nigro-striatale est fortement affectée. Le 

processus neurodégénératif qui est à la base de la perte sélective des neurones 

dopaminergiques mélanisés est toujours inconnu. Cependant, il semble que l'association 

d'un excès de fer, la présence abondante de neuromélanine et le stress oxydatif soient 

impliqués dans ce mécanisme (Gerlach et al., 1994). 

B. Les cellules microgliales 

Les cellules microgliales, macrophages résidents du SNC, sont impliquées dans le 

système de défense endogène du SNC et permettent ainsi de lutter contre les agressions 

extérieures. Elles sont également indispensables à l'élimination de déchets cellulaires ou de 

cellules mortes. 

1. Caractéristiques des cellules microgliales 

Les cellules microgliales représentent 20 %des cellules gliales du SNC. Les cellules 

microgliales quiescentes du SNC normal ont une morphologie dendritique ; cependant, 

lorsque les cellules rencontrent un stimilus, elles peuvent acquérir une forme arrondie 

dépourvue de dendrites, semblable à celle d'un macrophage. Les cellules microgliales 

quiescentes ou activées ont de nombreuses caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles 

qui sont similaires à celles des cellules de lignées monocytaires. Ainsi, les cellules 

micro gliales expriment à leur surface des marqueurs macrophagiques, tels que le CD 11 c et 

le CD68, mais également les récepteurs du complément (CRI, CR2, CR3) qui permettent 

la phagocytose et des récepteurs spécifiques des fragments Fe des anticorps (Ulvestad et 

al., 1994). Les cellules microgliales sont également les principales cellules présentatrices 

. d'antigènes du SNC (Streit et al., 1989). 
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2. Origine des cellules microgliales 

Les cellules microgliales, contrairement aux autres types cellulaires du SNC, ont une 

origine périphérique (Gehrman et al., 1995). Elles sont produites dans la moelle osseuse en 

tant que monocytes, puis migrent au cours de la vie embryonnaire jusqu'au SNC, où elles 

résideront définitivement (Ling et Wong, 1993). Les cellules microgliales résidantes sont 

ensuite remplacées chez l'adulte par un renouvellement très lent, ainsi que par l'entrée de 

monocytes circulants dans le SNC qui est suivie de leur transformation en cellules 

micro gliales (Lassmann et al., 1993). 

3. Fonction des cellules microgliales 

Les cellules microgliales vont tout d'abord être indispensables au développement 

normal de l'embryon au cours de la vie foetale. Elles semblent sécréter des facteurs de 

croissance importants pour la formation du système nerveux central et assurent une 

fonction de nettoyage. En effet, les cellules microgliales vont éliminer les cellules mortes 

produites inutilement au cours du développement foetal. A ce stade les cellules 

microgliales immatures n'ont pas encore leur forme ramifiée (Ling et Wong, 1993). 

Lorsque le SNC est achevé, les cellules microgliales se mettent au repos et adoptent 

leur forme ramifiée. Cette conformation leur permet de contrôler l'état de nombreuses 

cellules avoisinantes. Les autres fonctions des cellules microgliales quiescentes sont encore 

inconnues, mais elles semblent libérer de faibles quantités de facteurs de croissance qui 

participeraient à la survie des neurones matures et des cellules gliales, tels que le FGF et le 

NGF permettant la régénération neuronale (Blinzinger et Kreutzberg, 1968). 

Les cellules microgliales au repos réagissent rapidement aux perturbations de leur 

environnement se préparant à entourer les cellules endommagées. Cette activation se 

manifeste par une rétraction des ramifications (Streit et al., 1988) et l'augmentation de 

l'expression des gènes du CMH (Streit et al., 1989). Les cellules activées n'acquièrent pas 

nécessairement la capacité de phagocyter d'autres cellules. Quand la lésion détectée est 

légère ou réversible, les cellules retournent à l'état de repos. Au contraire, lorsque la lésion 

est grave et détruit les cellules, les cellules microgliales agissent en tant que macrophages 
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et phagocytent les débris cellulaires et les cellules mortes. Les cellules microgliales 

activées produisent, comme d'autres macrophages, des protéases, des cytokines pro

inflammatoires comme l'ILl et le TNF-a (McGeer et McGeer, 1995 pour revue générale), 

mais également des radicaux oxygénés réactifs, tels que l'ion superoxyde, le radical 

hydroxyl et le peroxyde d'hydrogène (Colton et Gilbert, 1993). Ces radicaux détruisent les 

agents pathogènes mais risquent également d'endommager les différents composants 

cellulaires des neurones et des cellules gliales voisines du site de libération de ces radicaux. 

Ces réactions mises en place au niveau de lésions caractéristiques de maladies 

neurodégénératives pourraient aggraver ces pathologies (McGeer et McGeer, 1995 pour 

revue générale). 

Conclusion 

La présence de la lactoferrine dans les neurones dopaminergiques mélanisés et les 

cellules microgliales, fortement impliqués dans le processus neurodégénératif responsable 

de la maladie de Parkinson, nous a amené à étudier 1 'expression de cette protéine dans le 

SNC sain et pathologique. Les travaux nous ont permis de préciser le lieu de synthèse de la 

lactoferrine et de relier son accumulation au processus neurodégénératif. 
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Leveugle et coll. (1996) ont décrit la présence de la lactoferrine dans les neurones 

dopaminergiques mélanisés de la substance noire et de l'aire tegmento-ventrale. D'autres 

cellules non identifiées présentant un marquage pour la lactoferrine ont également été 

mises en évidence dans ces deux régions du mésencéphale. La présence de la lactoferrine 

dans différentes populations cellulaires du SNC sain et notamment dans le mésencéphale 

pourrait s'expliquer par sa synthèse dans ces cellules ou sa capture par l'intermédiaire d'un 

mécanisme d'endocytose. Ainsi, il était important de connaître précisément la nature des 

cellules qui présentent un marquage pour la lactoferrine et le lieu de synthèse de cette 

protéine. Madame le Professeur Ruchoux nous a permis de réaliser cette étude en nous 

donnant accès à des coupes post-mortem de matériel humain. 

Matériels et méthodes 

Préparation des coupes de cerveau humain 

Le cerveau de plusieurs patients ne présentant pas de désordres neuropathologiques a 

été fixé pendant 45 jours dans un tampon formol, 10 % PBS (Labonor). Après dissection, 

la région du mésencéphale est alors déshydratée par passages successifs dans des bains 

d'éthanol à concentrations croissantes, puis dans un bain de toluène avant d'être incluse 

dans la paraffine. Des coupes horizontales de 8 11m ont ensuite été coupées au microtome 

(Reicher-Jung 2030) et, fixées sur des lames gélatinées par chauffage 1 minute à 90°C. 

Préalablement à toute étude, les coupes ont été déparaffinées dans un bain de toluène 
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pendant I5 min, elles ont ensuite été hydratées par passages successifs dans des bains 

d'éthanol à concentration décroissante jusqu'à un bain final dans de l'eau distillée. 

lmmunohistochimie 

Avant de réaliser des marquages immunohistochimiques à simple ou double 

détection, les coupes de cerveau humain ont subi plusieurs traitements. La présence de 

neuromélanine, qui empêche la lecture des marquages étant donné la persistance de sa 

coloration en technique classique, nécessite la réalisation de traitements spécifiques des 

lames et notamment une démélanisation. Les coupes de cerveau humain ont ainsi été 

démélanisées par un traitement au K.Mn04 à 0,25% pendant 20 min, suivi de l'incubation 

dans une solution d'acide oxalique à I %et de bisulfite de sodium à I %pendant 4 min et 

de lavages successifs de plusieurs heures dans de l'eau distillée, puis dans le tampon PBS. 

De manière à éliminer les interactions non spécifiques des anticorps, les coupes ont été 

placées dans le tampon PBS, Triton XIOO 0,25% (tampon d'incubation) contenant 5% de 

sérum pré-immun d'âne (DAKO) pendant I5 min à température ambiante. 

Pour la détection de simples marquages, les coupes placées dans une chambre 

humide sont alors incubées pendant une nuit à température ambiante, dans le tampon 

d'incubation en présence d'anticorps KP-I (Chemicon) dirigés contre le CD68, marqueur 

des lignées macrophagiques activées. Après trois lavages dans le tampon PBS, les coupes 

sont révélées par le système AEC (DAKO) qui aboutit à une coloration rouge des 

immunomarquages. Les coupes sont ensuite observées par microscopie photonique 

(Axiophot, Zeiss). Pour la détection de doubles marquages, les coupes sont incubées dans 

les mêmes conditions en présence d'anticorps dirigés contre la lactoferrine humaine, 

additionnés soit d'anticorps dirigés contre la tyrosine hydroxylase humaine soit d'anticorps 

MAC-I dirigés contre le récepteur CRI du complément (les caractéristiques des différents 

anticorps et réactifs utilisés sont décrites dans le tableau I, article 3). De manière à révéler 

le marquage de la lactoferrine, après trois lavages dans le tampon PBS, les coupes ont été 

incubées pendant 90 min à température ambiante en présence d'anticorps biotinylés 

correspondants. Puis trois nouveaux lavages sont ensuite effectués et les coupes mises en 

présence d'avidine marquée au rouge Texas pendant 90 min à température ambiante. Afin 

de révéler ensuite le marquage de la tyrosine hydroxylase ou du récepteur CRI du 
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complément, après trois lavages supplémentaires, les coupes sont incubées pendant 90 min 

à température ambiante en présence d'anticorps secondaires correspondants marqués au 

FITC. Après trois derniers lavages, les coupes sont montées dans le mélange PBS, 75 % 

glycérol, 10 mM para-phénylènediamine et recouvertes d'une lamelle. Les coupes sont 

ensuite observées au microscope à fluorescence (DMRB, Leica). 

protéine système de révélation espèce provenance dilution 
détectée utilisée 

lactoferrine • anticorps dirigé contre la lapin produit au sooème 

lactoferrine humaine laboratoire 

• anticorps dirigé contre les Ig de âne DAKO 150ème 

lapin biotinylé 

• avidine marquée au rouge Texas DAKO 200ème 

tyrosine • anticorps dirigé contre la tyrosine mouton Chemicon sooème 

hydroxylase hydroxylase humaine 

• anticorps dirigé contre les Ig de âne Sigma 150ème 

mouton marqué au FITC 

récepteur CRI • anticorps MAC-1 souris Serotec lOOème 

du complément • anticorps dirigé contre les Ig de âne Sigma 150ème 

souris marqué au FITC 

Tableau 1 : Caractéristiques des différents anticorps et réactifs utilisés pour la détection 

des doubles marquages. 

Hybridation in situ 

La technique d'hybridation in situ décrite dans l'article 4 (page 176) a été utilisée sur 

les coupes de cerveau humain. Les hybridations ont été réalisées avec des ribosondes sens 

et antisens spécifiques de la lactoferrine humaine. Une ribosonde antisens spécifique de la 

transferrine humaine, protéine produite dans le SNC par les oligodendrocytes, a également 

été utilisée dans le but de vérifier la conservation des coupes de cerveau humain. L'ADNe 

de la lactoferrine humaine et l'ADNe partiel de la transferrine humaine ont été clonés dans 

le plasmide pBluescript (Stratagene). Le plasmide contenant l'ADNe de la lactoferrine 

humaine a été linéarisé par l'enzyme de restriction Bsml (Eurogentec), le fragment généré, 
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correspondant aux nucléotides 1719 à 2166 de 1 'ADN c de la lactoferrine humaine, a été 

utilisé pour la synthèse des ribosondes. L' ARN polymérase T3 (Stratagene) a permis la 

synthèse de la ribosonde antisens, alors que 1 'ARN polymérase T7 (Stratagene) a été utilisé 

pour la synthèse de la ribosonde sens. En ce qui concerne le plasmide contenant l'ADNe 

partiel de la transferrine humaine, il a été linéarisé par 1 'enzyme de restriction BamHI 

(Eurogentec), le fragment généré, correspondant aux nucléotides 1099 à 1922 de l'ADNe 

de la transferrine humaine, a été utilisé pour la synthèse de la ribosonde an ti sens, à l'aide 

de l' ARN polymérase T7 (Stratagene). 

Préparation et marquage de la lactoferrine humaine 

La lactoferrine humaine (Lf) a été purifiée et marquée à l'iode [1251] selon les 

techniques décrites dans l'article 1 (page 99). 

Fixation de la lactoferrine humaine sur mélanine immobilisée 

La mélanine synthétique (Sigma-Aldricht) a été fixée dans les puits d'une plaque de 

microtitration de 96 puits (Nunc) à une concentration de 100 IJ.g/ml (10 !J.g/puits) dans un 

tampon Na2HC03 lü mM pH 9,6 pendant une nuit à 4°C. Les puits sont alors saturés dans 

le tampon PBS, Tween 20 (Merck) 0,01 %(tampon d'incubation et de lavages) contenant 

de la gélatine à 2 % pendant 1 h à 37°C. Après trois lavages, les puits contenant la 

mélanine immobilisée sont incubés avec de la lactoferrine marquée à l' 125iode à des 

concentrations croissantes allant de 0,5 à 200 !J.g/ml (6,5 à 2500 nM) dans le tampon 

d'incubation en présence de 0,2% de transferrine humaine (Sigma-Aldricht) pendant 1 h à 

température ambiante, la transferrine permettant de limiter l'adsorption non spécifique de 

la lactoferrine ( Goavec et al., 1985). La fixation non spécifique de la lactoferrine est 

déterminée par des expériences en parallèle en présence de 100 excès molaire de 

lactoferrine native non marquée. Après trois lavages des puits, la radioactivité associée 

avec chacun des puits a été déterminée par comptage dans un compteur gamma (LKB). La 

fixation spécifique de la lactoferrine sur la mélanine a été calculée par soustraction de la 

fixation non spécifique à la fixation totale. La constante de dissociation (Kd) et le nombre 

de sites de fixation ont été déterminés par la méthode de Scatchard (Scatchard, 1949). 
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Après fixation de la mélanine synthétique dans les puits d'une plaque de 

microtitration de 96 puits, saturation et lavages, une étude préliminaire de la nature de la 

fixation de la lactoferrine a été réalisée. Les puits contenant la mélanine immobilisée ont 

ainsi été incubés avec 50 llg/ml (650 nM) de lactoferrine marquée à 1' 12\ode en présence 

de lactoferrine non marquée ou de protamine, en concentrations croissantes allant de 0,65 à 

6500 nM dans le tampon d'incubation, 0,2 % transferrine humaine pendant I h à 

température ambiante. Après trois lavages des puits, la radioactivité associée à chacun des 

puits a été déterminée par comptage dans un compteur gamma (LKB). 

Résultats 

Localisation cellulaire de la lactoferrine dans le 

mésencéphale 

Afin de déterminer précisément la localisation cellulaire de la lactoferrine dans le 

mésencéphale, des expériences immunohistochimiques de double marquage ont été 

réalisées à l'aide d'anticorps dirigés contre la lactoferrine et contre différents marqueurs 

spécifiques des populations cellulaires du SNC. Ainsi, la lactoferrine a été localisée dans 

deux populations cellulaires différentes du mésencéphale caractérisées par une forme et 

une taille différentes (figure I, A et D, article 3). La première population cellulaire, de 

taille importante, correspond aux neurones dopaminergiques qui ont été mis en évidence 

par la détection de tyrosine hydroxylase dans les cellules (figure 1, A, B etC, article 3). La 

deuxième population cellulaire, quant à elle de taille plus petite, correspond à des cellules 

microgliales activées mises en évidence par la présence du récepteur CRI du complément à 

leur surface (figure I, D, E et F, article 3). En effet, dans le SNC, seules ces cellules 

expriment le CRI. Le marquage de la lactoferrine au niveau des neurones 

dopaminergiques, contrairement à celui de la tyrosine hydroxylase (figure I, B etC, article 

3), n'est pas réparti sur toute la superficie des cellules mais seulement dans des zones 

granulaires des cellules correspondant aux agrégats de neuromélanine (figure I, A et C, 

article 3). Au niveau des cellules microgliales, le marquage de la lactoferrine est différent 

de celui observé dans les neurones dopaminergiques, il n'est pas restreint à des structures 
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Figure 1 : Localisation cellulaire de la lactoferrine dans le mésencéphale 

humain. La détection des doubles marquages immunohistochimiques a été réalisée par 

fluorescence. A, B, C : marquage de la lactoferrine (rouge) et de la tyrosine hydroxylase 

(vert) dans les neurones dopaminergiques ; D, E, F : marquage de la lactoferrine (rouge) 

et du récepteur CR1 du complément (vert) dans les cellules microgliales. La coloration 

blanche est due à la co-localisation des deux marquages (C, F). Barre d'échelle= 16 iJm. 
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particulières mais semble être réparti sur toute la surface des cellules (figure 1, D et F, 

article 3). Cependant, il est difficile de déterminer si ce marquage est extracellulaire et/ou 

intracellulaire. A part quelques granulocytes neutrophiles localisés dans les capillaires, le 

marquage de la lactoferrine n'a été observé sur aucun autre type cellulaire de cette région. 

Ces résultats confirment l'hypothèse selon laquelle la lactoferrine est présente dans les 

neurones dopaminergiques et montrent également que cette protéine est localisée dans une 

population de cellules gliales identifiées comme étant des cellules microgliales. 

Expression de la lactoferrine dans le mésencéphale 

Après la détermination précise de la localisation cellulaire de la lactoferrine dans le 

mésencéphale, l'expression de ses messagers a été étudiée dans cette région à l'aide de la 

technique d'hybridation in situ. Préalablement à cette étude, l'état de conservation des 

coupes a été vérifié quant à leur contenu en messager de la transferrine, protéine largement 

produite par la population oligodendrocytaire du SNC. Ainsi, de nombreux 

oligodendrocytes (tête de flèche) expriment les messagers de la transferrine (figure 2, C, 

article 3). L'hybridation de la ribosonde antisens spécifique de la lactoferrine humaine 

montre que les messagers de la lactoferrine sont également exprimés dans cette région 

(flèches), ils sont quant à eux localisés dans un type cellulaire différant, d'une part, des 

oligodendrocytes identifiés par les messagers de la transferrine, et d'autre part, des 

neurones dopaminergiques (flèche fine) identifiés par la présence de neuromélanine (figure 

2, A, article 3). La spécificité de cette hybridation a été vérifiée par l'utilisation d'une 

ribosonde sens spécifique de la lactoferrine humaine qui ne montre aucune hybridation 

avec les cellules du mésencéphale (figure 2, B, article 3). Les cellules qui expriment les 

messagers de la lactoferrine présentent certaines particularités, telles que des granulations 

denses importantes de coloration jaune, une taille proche de celle des cellules micro gliales 

et leur distribution localisée uniquement autour de la zone des neurones dopaminergiques. 
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Figure 2 : Expression des messagers de la lactoferrine humaine et de la 

transferrine humaine dans le mésencéphale humain. Après hybridation avec les [35S]

ribosondes, les coupes ont été révélées puis contre-colorées avec le bleu azur. A : 

expression des messagers de la lactoferrine humaine (flèches) (hybridation avec la 

ribosonde antisens spécifique de la lactoferrine humaine) ; 8 : contrôle (hybridation avec 

la ribosonde sens spécifique de la lactoferrine humaine) ; C : expression des messagers 

de la transferrine humaine dans un oligodendrocyte (tête de flèche) (hybridation avec la 

ribosonde antisens spécifique de la transferrine humaine). Flèches fines : neurones 

dopaminergiques mélanisés. Barre d'échelle = 40 !Jm. 
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Identification des cellules qui expriment les messagers de la 

lactoferrine dans le mésencéphale 

Les granulations pigmentées présentes dans les cellules qui expriment les messagers de la 

lactoferrine semblent caractéristiques de ces cellules et permettent de les repérer 

facilement. Des expériences immunohistochimiques de simple marquage ont été réalisées à 

l'aide d'anticorps dirigés contré une batterie de marqueurs spécifiques des différents types 

cellulaires présents dans le SNC. Ainsi, cette étude montre que les cellules exprimant les 

messagers de la lactoferrine ne sont pas marquées ni par des anticorps dirigés contre la 

GF AP ("Glial Fibrillary Acidic Protein"), marqueur des astrocytes, ni par ceux dirigés 

contre le neurofilament, marqueur des neurones. La technique de fixation utilisée ne nous a 

pas permis de tester de marqueurs oligodendrocytaires. En revanche, les cellules qui 

expriment les messagers de la lactoferrine sont marquées par le CD68 (figure 3, article 3). 

Ce marqueur de surface spécifique des cellules de lignées macrophagiques activées est un 

témoin de l'activité phagocytaire de ces cellules. Ces résultats confirment que la 

lactoferrine est bien présente dans le mésencéphale au niveau de cellules microgliales 

activées et indiquent qu'elle est produite par des cellules microgliales activées particulières 

situées à proximité des neurones dopaminergiques et présentant des granulations 

pigmentées importantes. 

La présence de la lactoferrine dans les neurones dopaminergiques, et tout 

particulièrement au niveau des agrégats de neuromélanine, pourrait s'expliquer par la 

libération de cette protéine par les cellules microgliales aux alentours des neurones 

dopaminergiques et sa capture par ces cellules neuronales. 

Interaction de la lactoferrine avec la mélanine 

Dans les neurones dopaminergiques, la lactoferrine est distribuée de façon similaire 

aux agrégats de neuromélanine, une interaction entre la lactoferrine et la mélanine à 

l'intérieur de ces cellules pourrait être à l'origine de la co-localisation de ces deux 

molécules. Afin de vérifier cette hypothèse, la fixation de la lactoferrine humaine marquée 

à 1' 125iode a été étudiée sur la mélanine immobilisée. Les propriétés physico-chimiques de 

la mélanine synthétique sont très proches de celles de la neuromélanine isolée de la 
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Figure 3 : Détection du marqueur de surface CD 68 sur les cellules qui 

expriment les messagers de la Jactoferrine. La révélation du marquage 

immunohistochimique a été réalisée par le système AEC. Ce marquage est localisé en 

surface des cellules (flèches). Flèche fine : neurone dopaminergique mélanisé. Barre 

d'échelle= 40 1-Jm. 
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substance noire, c'est pourquoi nous avons utilisé la mélanine synthétique pour notre étude. 

La fixation de la lactoferrine sur la mélanine immobilisée est dépendante de la 

concentration, saturable et inhibée à 90 % en présence d'un excès de lactoferrine native 

non marquée (figure 4, A, article 3), suggérant que l'interaction de la lactoferrine avec la 

mélanine est spécifique. La représentation de Scatchard (figure 4, B, article 3) indique la 

présence d'un seul type de sites de fixation. La constante de dissociation est égale à 100 ± 9 

nM et le rapport de fixation est de l'ordre de 1,4 ± 0,03 ng de lactoferrine/).lg de mélanine 

immobilisée. 

La nature de l'interaction de la lactoferrine avec la mélanine a été étudiée de façon 

préliminaire par des expériences de compétition en présence de la lactoferrine native non 

marquée ou de protamine (figure 5, article 3). Comme attendu, la fixation de la lactoferrine 

marquée est spécifiquement réduite jusqu'à 50 % en présence de 100 excès molaire de 

lactoferrine non marquée. Par contre, cette fixation n'est pas affectée en présence de 

concentrations élevées de protamine. La protamine, de même que la lactoferrine, est bien 

connue pour ses capacités d'interaction avec des molécules anioniques. Le fait que la 

protamine n'ait aucun effet sur la fixation de la lactoferrine sur la mélanine exclut une 

interaction de nature anionique entre ces deux molécules. 
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Figure 4 : Fixation de la [1251]-Lf sur mélanine immobilisée. La fixation de la 

lactoferrine a été étudiée en incubant la mélanine immobilisée pendant 1 heure à 

température ambiante avec des concentrations croissantes de C251]-Lf. La fixation 

spécifique a été obtenue par soustraction de la fixation non-spécifique de la fixation 

totale. A : courbe de saturation ; B : représentation de Scatchard. Les valeurs 

correspondent à la moyenne de 3 expériences en triple (:!:.SEM). 
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Figure 5 : Compétition de la fixation de la [1251]-Lf sur mélanine immobilisée. 

Ces expériences ont été réalisées en incubant la mélanine immobilisée en présence de 

650 nM C251]-Lf et de concentration croissante de Lf non marquée (D) ou de protamine 

(•). Après 1 heure d'incubation, l'excédent est éliminé par lavage et la radioactivité 

associée à la mélanine est comptée et exprimée en % de la fixation de la Lf marquée en 

absence de compétiteur. Les valeurs correspondent à la moyenne de 3 expériences en 

triple (±SEM). 
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Conclusion 

Leveugle et coll. (1996) ont été les premiers à décrire la présence de plusieurs 

populations cellulaires immunomarquées par la lactoferrine dans la région du 

mésencéphale. La technique d'immunohistochimie à double marquage nous a permis 

d'identifier précisément ces cellules. Ainsi, la lactoferrine est localisée dans les neurones 

dopaminergiques à l'intérieur desquels elle semble être concentrée au niveau des agrégats 

de neuromélanine. Elle est également présente dans les cellules microgliales, où elle 

semble être répartie sur toute leur surface. La compartimentation différente de la 

lactoferrine dans ces deux populations cellulaires est vraisemblablement due au fait qu'elle 

emprunte des voies différentes : soit de synthèse conduisant à la sécrétion, soit 

d'endocytose suivie d'accumulation. 

L'expression des messagers de la lactoferrine a ensuite été étudiée. Il existe bien une 

population cellulaire du mésencéphale qui exprime les messagers de la lactoferrine, 

cependant cette population est différente des neurones dopaminergiques. Nous pouvons 

donc tout d'abord en conclure que la lactoferrine présente dans les neurones 

dopaminergiques n'est pas synthétisée par ces cellules mais provient d'un mécanisme de 

capture qui aboutit à 1 'accumulation de la lactoferrine au niveau des agrégats de 

neuromélanine. Cette hypothèse est renforcée par l'existence de récepteurs spécifiques de 

la lactoferrine à la surface de ces cellules (Faucheux et al., 1995). Ces mêmes récepteurs, 

mis en évidence sur les cellules lymphocytaires activées isolées du sang périphérique 

(Mazurier et al., 1989) puis sur les cellules de la lignée lymphoblastique T Jurkat (Bi et al., 

1994) sont à la base d'un mécanisme d'endocytose de la lactoferrine dans les cellules de la 

lignée lymphoblastique T Jurkat (Bi et al., 1996). Les récepteurs de la lactoferrine qui sont 

présents à la surface des neurones dopaminergiques pourraient ainsi permettre la fixation 

de la lactoferrine à la surface des cellules puis son endocytose à l'intérieur des neurones 

dopaminergiques. Cependant, le devenir de la lactoferrine après endocytose est différent 

selon le type cellulaire. Dans le cas des cellules Jurkat, le trafic intracellulaire de la 

lactoferrine fait intervenir les vésicules recouvertes de clathrine et aboutit au recyclage de 

la majorité des molécules endocytées, seulement 30 % étant dégradé (Bi et al., 1996). La 

lactoferrine reste intacte dans les cellules endothéliales qui permettent son transport à 

travers la BHE (Fillebeen et al., 1999). Par contre, lors de son transport à travers les 
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cellules de la lignée HT29 la lactoferrine est majoritairement dégradée (Mikogami et al., 

1994). Aucun processus de stockage n'a encore été décrit pour la lactoferrine après 

internalisation. Ainsi, le mécanisme qui permet 1' accumulation de la lactoferrine 

spécifiquement au niveau des agrégats de neuromélanine dans les neurones 

dopaminergiques reste à être identifié. 

Les messagers de la lactoferrine sont produits par des cellules du mésencéphale qui 

expriment à leur surface le marqueur CD68, indiquant que la lactoferrine est produite par 

des cellules microgliales activées présentant une activité phagocytaire. Ces cellules situées 

à proximité des neurones dopaminergiques mélanisées présentent également des 

granulations pigmentées particulières. Ainsi, toutes les cellules microgliales n'expriment 

pas les messagers de la lactoferrine, indiquant que la lactoferrine associée avec les cellules 

microgliales non pigmentées ne provient pas d'une synthèse in situ. Cette lactoferrine est 

donc apportée à ces cellules par l'intermédiaire d'un mécanisme d'internalisation. De 

nombreux auteurs ont décrit l'interaction des monocytes/macrophages ou des cellules de 

lignées macrophagiques avec la lactoferrine (Bennett et Davis, 1981 ; Campbell, 1982 ; 

Birgens et al., 1983; Goavec et al., 1985; Ismail et Brock, 1993), et bien que la nature de 

cette interaction soit encore mal définie, il semble que les cellules macrophagiques soient 

capables d'endocyter la lactoferrine (Van Snick et al., 1977; Birgens et al., 1988). Un 

mécanisme apparenté pourrait expliquer le marquage de surface de la lactoferrine et sa 

présence à l'intérieur des cellules microgliales non pigmentées. 

Seules les cellules microgliales activées présentant des granulations pigmentées sont 

capables de synthétiser les messagers de la lactoferrine. Les cellules microgliales ont une 

origine périphérique monocytaire, lors de la vie foetale elles ont migré jusqu'au SNC où 

elles se sont ensuite différenciées tout en conservant leurs caractéristiques macrophagiques 

(Ling et Wong, 1993). Siebert et Huang (1997) ont décrit la présence des messagers de la 

lactoferrine humaine dans le SNC, mais également dans les cellules de la lignée 

promyélocytaire HL60 qui ont la capacité d'être différenciées en macrophages. Il semble 

donc que plusieurs lignées de cellules macrophagiques soient capables d'exprimer les 

messagers de la lactoferrine. La nature particulière des cellules microgliales exprimant les 

messagers de la lactoferrine montre que la synthèse de cette protéine apparaît au cours de 

1' activation de ces cellules qui acquièrent ainsi leur activité phagocytaire. Ce phénomène 

est probablement en relation avec la présence de granulations pigmentées à l'intérieur des 



166 

cellules. Les cellules microgliales, de par leur appartenance au système macrophagique, 

possèdent des propriétés analogues à celles des cellules de ce système (Gehrman et al., 

1995). Ainsi, les cellules microgliales activées présentent une activité phagocytaire se 

traduisant par la production d'un flot de radicaux libres oxygénés neurotoxiques (Colton et 

Gilbert, 1993). La lactoferrine possède des propriétés anti-oxydantes qui lui permettraient 

de protéger les tissus périphériques situés à proximité du lieu de libération de ces radicaux 

libres ( Gutteridge et al., 1981 ). Ainsi, la lactoferrine produite par les cellules microgliales 

activées pourrait être libérée de ces cellules de manière à limiter les dommages occasionnés 

aux cellules saines voisines. 

Les cellules qui expriment les messagers de la lactoferrine se trouvent à proximité 

des neurones dopaminergiques mélanisés. Après libération des cellules microgliales 

activées, cette lactoferrine pourrait être captée par les neurones dopaminergiques. Ces 

neurones de par leur rôle dans le métabolisme de la dopamine sont soumis à un stress 

oxydatif important et continu. Le taux de fer dans la substance noire est un des plus 

importants de 1' organisme, ce qui rend les cellules de cette région fortement sensibles aux 

agents oxydants. Les neurones dopaminergiques mélanisés étant particulièrement 

vulnérables au stress oxydatif pourraient capter la lactoferrine afin qu'elle les protège 

contre ce stress. 

Bien que le mécanisme qm permet, après endocytose, 1' accumulation de la 

lactoferrine à l'intérieur des neurones dopaminergiques spécifiquement au niveau des 

agrégats de neuromélanine soit inconnu, nous pouvons supposer que l'interaction de la 

lactoferrine avec la neuromélanine intervient dans ce processus. En effet, nous avons mis 

en évidence l'existence d'interactions spécifiques entre la lactoferrine et la mélanine. Il 

semble également que cette interaction ne soit pas de nature anionique. Cependant le site 

d'interaction de la lactoferrine avec la neuromélanine reste à être défini précisément. La 

neuromélanine est capable de fixer les métaux, tels que le fer (Ben-Shachar et al., 1991). 

Une augmentation de la concentration en fer a été observée dans la substance noire de 

patients atteints de la maladie de Parkinson (Dexter et al., 1989). En présence d'un excès 

de fer, le stress oxydatif provoqué par une combinaison de radicaux libres et de ce métal 

pourrait contribuer à la destruction sélective des neurones dopaminergiques mélanisés 

(Agid, 1991 ; Agid et al., 1993). De plus, chez des patients atteints de la maladie de 

Parkinson, les neurones dopaminergiques contenant des quantités importantes de 
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neuromélanine sont plus vulnérables au processus neurodégénératif que les neurones 

contenant peu de neuromélanine (Hirsch et al., 1988). Après avoir endocyté la lactoferrine, 

les neurones dopaminergiques mélanisés pourraient ensuite 1' adresser spécifiquement vers 

les agrégats de neuromélanine de manière à limiter le stress oxydatif. Ce mécanisme 

pourrait être amplifié dans le cas de la maladie de Parkinson où une augmentation du taux 

de lactoferrine a été détectée dans les neurones survivants (Leveugle et al., 1996). 

Chez les patients atteints de la maladie de Parkinson, 1 'augmentation du processus 

d'accumulation de la lactoferrine dans les neurones dopaminergiques mélanisés survivants 

pourraient être due à une capture plus importante de cette protéine par les cellules. Ce 

phénomène pourrait être lié à une libération ou une production accrue par les cellules 

microgliales activées de lactoferrine. En effet, lors de cette maladie de nombreuses cellules 

microgliales activées ont été observées dans les régions affectées par le processus 

neurodégénératif (McGeer et McGeer, 1995). L'augmentation du nombre de cellules 

microgliales activées ainsi qu'une élévation de la sécrétion de lactoferrine pourraient donc 

contribuer à un relargage accru de cette protéine à proximité des neurones dopaminergiques 

en dégénérescence. Les neurones sains situés aux alentours pourraient quant à eux capter 

une quantité plus importante de lactoferrine de manière à se protéger. Ces mécanismes 

restent néanmoins à être vérifiés. Il serait donc intéressant d'étudier l'expression de la 

lactoferrine chez des patients atteints de la maladie de Parkinson. 
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ARTICLE 4: 

LA LACTOFERRINE EST SYNTHETISEE PAR LE SNC 

DE LA SOURIS ET SON EXPRESSION EST AUGMENTEE 

APRES UN TRAITEMENT AU MPTP 

Introduction 

Afin d'étudier l'expression de la lactoferrine dans le SNC pathologique et tout 

particulièrement dans le cas de la maladie de Parkinson, nous avons entrepris une étude sur 

un modèle animal. 

La découverte du MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine) a ouvert de 

nouvelles voies d'étude de la maladie de Parkinson. Cette neurotoxine détruit sélectivement 

les neurones dopaminergiques de la voie nigro-striatale (Davis et al., 1979), ce qui aboutit 

à une chute de la production de dopamine. Elle altère également l'activité de plusieurs 

enzymes anti-oxydantes, telles que la catalase, la superoxyde dismutase et la gamma

glutamylcystéine synthétase (Hung et al., 1998). La toxicité du MPTP apparaît après sa 

conversion par la monoamine oxydase en MPP+ (Chiba et al., 1984) qui mène à la 

production massive de radicaux libres oxygénés (Knight, 1997) (figure 19, page 169). Cette 

neurotoxine, qui est la plus utilisée de nos jours pour la mise au point de modèles animaux 

expérimentaux de la maladie de Parkinson, est capable de reproduire les différentes 

atteintes de cette maladie chez certains animaux. Les souris traitées au MPTP constituent 

un bon modèle bien documenté (Gerlacht et al., 1996), qui nous a permis d'étudier 

l'expression de la lactoferrine dans le SNC sain et pathologique. 

Dans un premier temps, nous avons étudié le niveau d'expression de la lactoferrine 

dans le SNC de souris saines. Cette étude a tout d'abord permis de connaître la distribution 

de la lactoferrine, plus particulièrement en fonction de 1' âge des animaux. Elle a ensuite 

porté sur la mise en évidence de l'expression des messagers de la lactoferrine. 
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Nous nous sommes ensuite intéressés à l'expression de la lactoferrine dans le SNC 

de souris traitées au MPTP. Préalablement à cette étude, nous avons vérifié l'effet toxique 

du MPTP, en déterminant le niveau de dopamine et de ses métabolites dans le striatum des 

souris traitées. Afin de suivre le processus de détoxification mis en place à la suite des 

dommages occasionnés par l'agent neurotoxique, nous avons étudié l'expression de 

différentes enzymes anti-oxydantes, ainsi que celle de la lactoferrine, au cours des jours qui 

suivent 1' administration du MPTP. 
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Figure 19 : Mécanismes potentiels de l'action neurotoxique du MPTP sur les neurones 

dopaminergiques (d'après Gerlach et a/., 1996). 

Ce travail a fait l'objet de l'article suivant : « Lactoferrin is synthetized by mouse 

brain tissue and its expression is enhanced after MPTP treatment », accepté pour 

publication dans Molecular Brain Research. 
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ABSTRACT 

The presence of iron in brain tissue in increased concentrations in Parkinson' s disease 

cases, where it might be responsible for oxidative stress and the parallel observation that 

the iron transporter lactoferrin was present in increased amounts in surviving neurons, led 

us to study the synthesis of lactoferrin in a mouse model of Parkinson's disease. In this 

context the origin and expression of brain lactoferrin in normal, aged and MPTP (1-methyl-

4-phenyl-1 ,2,3 ,6-tetrahydropyridine )-treated mi ce were investigated. 

Lactoferrin immunostaining was observed mainly on microvessels in the cerebral cortex of 

the adult mice and to a greater extent in older mice. Lactoferrin immunoreactivity was also 

present in the hippocampus only in the aged mouse brains, associated with structures which 

seemed to be pyramidal neurons and fibers. After RT-PCR, lactoferrin transcripts were 

found in mouse brain tissue whatever the age of the animais studied but the leve! of their 

expression was very low. No up-regulation oflactoferrin was detectable during aging. 

Lactoferrin distribution and expression in the MPTP-induced parkinsonian mouse mode! 

were also investigated. A marked depletion of dopamine and its metabolites; 

dihydroxyphenyl acetic acid and homovanillic acid occurred in the high dose MPTP-treated 

mice. The level of lactoferrin expression was found to be markedly increased in the same 

animais but lactoferrin protein levels, as indicated by lactoferrin immunoreactivity detected 

in the same brain region, were not altered in the areas affected by the treatment. This up

regulation occured on the first day after MPTP administration, as was the case for 

antioxidant enzymes such as catalase and gamma-glutamylcysteine synthetase. 

Classification terms : Molecular Brain Research 

Theme J: Disorders of the nervous system 

Topic: Degenerative disease: Parkinson's 

Keywords : lactoferrin, iron, MPTP, neurodegenerative disorders, oxidative stress 
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INTRODUCTION 

The etiology of Parkinson's disease remams the subject of much controversy: 

neurotoxins, mitochondrial dysfunction and environmental factors such as heavy metals 

have been implicated. Iron is an abundant transition metal in the brain and plays a central 

role in neuronal development as an essential component of oxidative metabolism and as a 

co-factor for numerous enzymes. It is particularly abundant in the basal ganglia where its 

concentration nearly doubles in Parkinson's disease cases [10]. Excessive iron deposits 

occur in normal aging and in various neurodegenerative diseases [7,59] and contribute to 

the cascade of events involved in neuronal death [26]. Iron has a weil documented ability to 

initiate oxidative stress via the generation of cytotoxic hydroxyl radicals through the 

Fenton reaction. Its intracellular concentration is tightly regulated via the IRE-IRE/BP 

system which plays a crucial role in maintaining brain iron homeostasis. Iron chelators and 

their receptors may also play a part in controlling its toxicity, but no significant variation in 

the levels of expression of transferrin (Tf), transferrin receptor (TfR) and ferri tin have been 

found in pathological brain tissue although conflicting results have also been reported 

[7,10,12]. ln parallel, the expression of other iron transport proteins such as 

melanotransferrin, ceruloplasmin and the divalent cation transporter has been investigated 

and their putative involvement in iron accumulation studied in brain tissue [ 49]. Despite 

these studies, the causes and consequences of the excessive iron deposits in the brain are 

unknown, as is the nature of the responsible iron complex. Recently, another iron-binding 

protein, lactoferrin (Lf) was found to be associated with aging and particularly with 

neurodegenerative disorders [28,33,34,46]. 

Lf is a mammalian cationic monomeric glycoprotein belonging to the transferrin family 

which displays considerable structural homology with Tf. Both proteins are constituted by 

two lobes each possessing one iron-binding site with the capacity to bind reversibly one 

ferric iron [1] but Lfbinds iron more tightly and in this way acts as a powerful iron chelator 

with antioxidant properties [ 4,6,56]. Lf also has distinct biological functions and is 

particularly involved in host defense against infection and severe inflammation [ reviewed 

in 44]. 

Lf has been isolated primarily from human milk [ 41] and is localized at the mucosal 

surface where it is secreted by glandular epithelial cells [36]. lt is also expressed in immune 

cells where it is detected in the secondary granules of neutrophils from which it is released 
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during the inflammatory process [37]. Lf is also found in cerebral fluid where its 

concentration is enhanced in cases of acute cerebrovascular lesions [22,61] and meningitis 

[19]. Lf is practically absent from the normal human cerebral cortex [33] but is present in 

the mesencephalon mainly concentrated in the nigrostriatal dopaminergic neurons [34]. Its 

distribution and concentration change during aging and in neurodegenerative disorders 

[28,33,34,46]. Lf is present in the hippocampus and inferior temporal cortex in cases of 

Alzheimer's disease, Pick's disease and amyloid lateral sclerosis associated with the 

characteristic lesions such as senile plaques, neurofibrillary tangles or Pick bodies [33]. In 

the mesencephalon in the case of Parkinson's disease [34] where the loss of Lf-stained 

cells parallels the decrease in the total neuronal population, the surviving cells have a 

higher Lf concentration than normal neurons. Lf seems always to be associated with the 

inflammatory foci and its concentration is more markedly increased in the specifie brain 

regions adversely affected by the neurodegenerative lesions. In parallel, the expression of 

the 105 kDa protein described as the T -lymphocyte Lf receptor (LfR) [39] has been studied 

in the mesencephalon and was found associated to neurons, the cerebral microvasculature 

and in sorne cases on glial cells [13]. In Parkinson's patients the LfR immunoreactivity was 

enhanced and more pronounced in those areas where the loss of the dopaminergic neurons 

was severe [ 13]. 

The functions of Lf within either the normal or pathological brain are unknown. The 

distribution of Lf in the vicinity of microvessels led us first to investigate the origin of this 

Lf and we recently demonstrated that Lf crosses the blood-brain-barrier (BBB) via a 

receptor-mediated pathway involving the low density lipoprotein receptor-related protein 

(LRP) [14]. Nevertheless, the presence ofLftranscripts in human brain tissue [58] and the 

high concentration of Lf in the basal ganglia which increases in pathological process are in 

favor of an in situ synthesis of Lf. In order to determine whether Lf expression might be 

up-regulated in pathogenic conditions and specifically during oxidative stress, we have 

used MPTP-treated mice as an animal model for Parkinson's disease [27] and in this 

context, we investigated the origin and lev el of expression of Lf found in normal, aged and 

MPTP-treated mouse brain tissues. MPTP is a remarkably selective neurotoxin and its 

systemic administration to experimental animais produces extensive destruction of 

nigrostriatal dopaminergic neurons [9]. MPTP, which is known to alter the activity of sorne 

antioxidant enzymes such as catalase, Cu/Zn superoxide dismutase (CuZnSOD) and 

gamma-glutamylcysteine synthetase [24], might also influence Lf expression. Its toxicity is 
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produced by its conversion to MPP+ by mitochondrial monoamine oxidase B [5] which 

leads to free radical generation [29]. Cell damage is provoked when these free radicals 

react with transition metals such as iron, with the creation of even more reactive radical 

species [20,64]. This supports the importance of iron in causing cell damage through 

oxidative stress, and the possible protective action of iron chelators such as Lf. 

Here we observed that Lf is mainly associated with microvessels in adult mouse brain 

tissue with the highest levels of labeling seen in aged mi ce. Lf appeares in the hippocampus 

with aging associated with structures such as pyramidal neurons and fibers. We also show 

that mouse cerebral Lfis synthezised in situ. We have further been able to demonstrate that 

this synthesis is up-regulated in response to oxidative stress since its level of expression 

was increased in MPTP-treated mouse brains. We discuss these results in the context ofLf 

function as an iron chelator and antioxidant compound. 
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MATERIALS AND METHODS 

Animal 

Young 1 week old, adult 2 month old, aged 18 month old male and lactating C57/black 

mi ce were purchased from CERI (Le Genest Saint Isle, France). The animais were housed 

in a well-ventilated room at an ambient temperature of 20°C, with a day/night cycle : 8.00 

a.m.- 8.00 p.m. and with food and water ad libitum. Animal care was in accordance with 

institutional guidelines. A group of four animais was used for each set of experiments. 

MPTP administration 

MPTP was given at 2 or 20 mg/kg (MPTP-HCI) (Sigma, Saint Quentin Fallavier, 

France) for a total of 4 doses (8 or 80 mg/kg total) intra-peritoneally in 0.2 ml of 0.9 % 

saline at 2 h intervals to adult male C57/black mice (25-30g). Control mice received saline 

only. Animais were sacrificed at days 1, 3, 5 or 7 after the treatment. 

Tissue preparation 

The animais were anesthetized with ketamine 20 mg/kg, zylazine 0.2 ml/kg and then 

subjected to intra-cardiac perfusion with 0.9 % saline at room temperature for 1 min 

followed by 4 % paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer for 20 min. The lactating 

mammary gland and the brain were dissected and immersed in the same fixative for 2 h. 

The tissues were then washed ovemight in 0.05 M Coons verona! buffer, pH 7.4, 

containing 20% sucrose, embedded in Tissue Tek (Miles Laboratories, USA), and rapidly 

frozen in liquid nitrogen. Sections of 12 pm thickness were eut on a cryostat and thaw

mounted onto gelatin-coated slides. They were briefly air-dried and stored at -80°C until 

use. 

Immunohistochemistry 

The sections were warmed to room temperature and washed in 0.1 M phosphate 

buffered saline (PBS) for 10 min and subsequent! y placed in PBS containing 1% normal 

goat serum and 0.25 % Triton X-100 (incubation buffer) for 15 min. Endogenous biotin 

was eliminated from the sections by saturation with avidin using a blocking kit (Vector, 

Burlingame, USA), prior to immunohistochemistry. The sections were then incubated 

ovemight in a humidified chamber with rab bit polyclonal anti-Lf antibodies (dilution 

1 :500) diluted in the incubating buffer at room temperature. The sections were then washed 
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in PBS, incubated with biotinylated secondary antibodies (dilution 1: 150) in incubation 

buffer for 90 min at room temperature, followed by an amplification with the 

avidin/peroxidase complex (Vectastain ABC kit, Vector, Burlingame, USA) for 90 min at 

room temperature. The reaction was developed with 0.5 mg/ml 3,3'-diaminobenzidine 

(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) dissolved in 100 mM Tris-HCI, pH 7.6, 

containing 0.01 %(v/v) H202 for 3 min. 

In situ hybridization 

Probelabeling 

eRNA 35S-labeled probes for the mouse Lf were prepared as follows. eDNA of mouse 

Lf [47] was sub-cloned into pBluescript and linearized with Ncol. This fragment 

corresponding to nucleotides 1466-2200 of the mouse Lf eDNA was used as a template for 

antisense riboprobe synthesis. This riboprobe was prepared from 100 ng of plasmid by 

transcription with 20 units of T7 RNA polymerase (Stratagene, USA) in the presence of 

200 ,uCi a-35S-CTP (Amersham Life Science, UK). Sense riboprobe was prepared in the 

same conditions with T3 RNA polymerase (Stratagene, USA). The labeled probes were 

separated from the unincorporated nucleotides on a Sephadex G-25 column (Stratagene, 

USA). 

In situ hybridization 

Slides warmed to room temperature were washed in 0.1 M glycine, 0.2 M Tris-HCI, pH 

7.4, for 10 min prior to digestion with proteinase-K (1 ,ug/ml, in 0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 

50 mM EDTA) for 15 min at 37°C, and rinsed in distilled water. The slides were postfixed 

with 4 % paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer at room temperature for 15 min, 

rinsed in 0.1 M phosphate buffer and then acetylated with 0.25 % acetic anhydride, 0.1 M 

triethanol amine, pH 8.0 for 10 min at room temperature. After dehydration in an ascending 

ethanol series, the sections were air-dried. Hybridization was carried out in a buffer 

containing 50 % formamide, 0.3 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, 10 % 

dextran sulphate, 1 x Denhardt's solution, 0.5 mg/ml E. coli tRNA, 100 mM dithiothreitol 

(DTT). The riboprobe, preheated at 80°C for 10 min in 0.1 M DTT, was added to the 

hybridization buffer at 4 x 104 dpm/ ,ul. The hybridization solution was a pp lied to the 

sections which were then covered with a coverslip. After incubation in a humid chamber at 

55°C for 16 h, the slides were immersed to remove the coverslips, twice at room 
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temperature in 4 x SSC, 10 mM DTT for 30 min and 1 h respectively. The sections were 

then washed in 50% formamide, 0.3 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8,5 mM EDTA, 100 

mM DTT at 60°C for 30 min before treatment with 20 ,ug/ml ribonuclease A in 0.5 M 

NaCl, 0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, 0.5 M EDTA for 30 min at 37°C, followed by an additional 

wash in 2 x SSC and 0.1 x SSC at 60°C for 15 min. After dehydration the slides were 

dipped in photographie NTB-2 emulsion (Kodak, Eaubonne, France), dried and stored at 

room temperature. After exposure for 30 days, the slides were developed in D-19 developer 

(Kodak, Eaubonne, France), fixed in 30% sodium-thiosulfate and counterstained with 0.1 

% azur blue to localize cell nuclei. They were examined with an Axiophot microscope 

equipped with dark-field and bright-field condensers (Zeiss, Güttingen, Germany). 

RNA extraction 

After sacrifice of the animais, lactating marnmary gland, liver and brain tissues were 

rapidly dissected and total RNA was extracted. Extraction of RNA was performed using 

the guanidium thiocyanate/cesium chloride method [54]. 

RT-PCR 

Five micrograms of each total RNA preparation were reverse transcribed into first 

strand eDNA using oligo-dT primers (Stratagene, USA) and 20 units of reverse 

transcriptase (Stratagene, USA), then one twentieth of the mixture was amplified by PCR 

using primer pairs designed for specifie detection of the mouse glyceraldehyde-3-

phosphodehydrogenase (GAPDH) [53], Lf[51], catalase [55], Cu/Zn superoxide dismutase 

(Cu/Zn SOD) [3], tyrosine hydroxylase [25], gamma-glutamylcysteine synthetase 

[Andersen, J. K. and Kang, Y. S., unpublished work, AC: U85414] DNA target sequences 

(Table 1). Primer pairs were selected using Primer Premier Version 3.1 software (Biosoft 

International, Polo Alto, USA) and were located on distinct exons to avoid amplification of 

contaminating genomic DNA. The oligonucleotides were synthesized and purified by 

Eurogentec (Seraing, Belgium). First strand eDNA sequences were amplified by PCR using 

the Tf1 Polymerase (Promega, Charbonnieres, France) in a PTC-1 00 TM thermal cycler (MJ 

Research, Watertown, USA) prograrnmed for the following steps: an initial denaturation at 

94°C for 5 min, 35 cycles consisting of denaturation at 94°C for 5 min, annealing at 55°C 

for 1 min and primer extension step at 74°C for 1 min, which were followed by final 

extension step at 74°C for 5 min. Nested-PCR was performed on Lfproducts using internai 
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Table 1 

Primer pairs used in the RT- and nested PCR reactions 

Mouse Proteins Primer sequences * PCRproduct 
in bp 

Lf [S] 5' -AGTGAGGAGAAGCGCAAGTGTG-3' 533 
[AS] 5'-AGCCCCAGTGTAGCCTTGGTAT-3' 

Lfnested [S] 5'-TCCAGTCTTGGCAGAGAACCAG-3' 328 
[AS] 5'-TGGGAGCACACTTGTTCTCACC-3' 

GAPDH [S] 5 '-TCCTGCACCACCAACTGCTTAG-3' 575 
[AS] 5'-TGGGTGGTCCAGGGTTTCTTAC-3' 

Catalase [A] 5'-TTTGGCCTCACAAGGACTACCC-3' 638 
[AS] 5'-CCTGCGTGTAGGTGTGAATTGC-3' 

CuZnSOD [A] 5'-AAGCGGTGAACCAGTTGTGTTG-3' 354 
[AS] 5'-GCTCCCAGCATTTCCAGTCTTT-3' 

Tyrosine hydroxylase [A] 5'-CAGTTCTGTGCGTCGGGTGTCT-3' 589 
[AS] 5'-GGTCAGCCAACATGGGTACGTG-3' 

Gamma-glutamylcysteine [A] 5'-TCGGAGAGGAGAAAAGGTTGTC-3' 751 
synthetase [AS] 5'-CCACGAATACCACATAGGCAGA-3' 

* S =sense primer; AS= anti-sense primer 
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nested-primer pairs (Table 1), 2 ,ul of primary PCR mixture was diluted 10-fold and 

submitted to 20 or 35 secondary PCR cycles using the same temperature profile. PCR 

assays were performed in triplicate. Ten microliters of each PCR reaction were loaded on a 

2 % agarose gel stained with 0.5 ,ug/ml ethidium bromide, photographed and analysed by 

computerised densitometric scanning of the image using a Hewlett-Packard ScanJet 4c 

Scanner, the Deskan II software and the Quantiscan program (Biosoft International, Polo 

Alto, USA). Amplification products were subcloned using the TA cloning™ kit 

(Invitrogen, Groningen, The Netherlands), subsequent purification of plasmid DNA 

obtained was performed using the Nucleon kit (Amersham Life Science, UK) and sequence 

analyses were used to confirm the specificity of the PCR products by DNA sequencing 

using the Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing kit and a-
35S-dATP (Amersham Life 

Science, UK). 

Determination of monoamine levels 

Striatal levels of dopamine (DO), homovanillic acid (HV A)and dihydroxyphenylacetic 

acid (DOPAC) were determined by HPLC as previously described [52,63]. Briefly, the 

striated region of a half-brain was dissected out, weighed and sonicated in 10 vol of 0.4 M 

perchloric acid containing 1 mM EDTA and 0.5 % sodium metabisulphite by a Microson 

tissue disrupter. Dihydroxybenzyl amine (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) at 1 

,ug/ml was added to the resulting homogenate (1: 9 ; v/v) as an internai standard. An 

aliquot of the supernatant was injected onto a Spherisorb ODS-2 reverse-phase column and 

chromatographie peaks detected by a BAS LC-4B amperometric detector with a thin-layer 

electrochemical cell fitted with a glass carbon working electrode and an Ag/ AgCl reference 

electrode. 
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RESULTS 

Lf distribution and expression in normal and aged mouse brain tissue 

The investigation was performed on mouse brain tissues from young, adult and aged 

mice. Each brain was screened for the presence ofLfusing sets often slides of four l2Jlm

sections which were representative of a who le mo use brain. 

Lf immunoreactivity was observed in adult and aged mice and was not present in the 

brains of young animais. Of the areas studied, only the cortex and the hippocampus were 

stained. Lf immunoreactivity was found in the cerebral cortex with a stronger intensity of 

staining appearing in the oldest mice. detected In the hippocampus, Lf immunoreactivity 

was only present in the aged mice. 

In the cerebral cortex, only microvessels displayed Lf immunoreactivity which appeared 

as dense deposits along the walls of small blood vessels (Fig. lA). In the hippocampus Lf 

labeling was associated with specifie cells which were scattered in the pyramidal layer. The 

morphology and size of these cells suggested that they were pyramidal neurons (Fig. 1 ,B). 

Lf immunoreactivity was also detectable on sorne granular structures in the hippocampus 

which may be fi bers (Fig. 1 ,C). In parallel, Lf staining was studied in the mouse lactating 

marnmary gland, which was used as a positive control and where a high level of Lf 

immunostaining was observed on most of the glandular epithelial cells which bordered the 

marnmary secretory ducts (Fig. 2,A). 

In situ hybridization was performed on the adult and aged mouse brain tissue and no in 

situ synthesis of Lf was observed in the different mouse brain sections analysed nor in any 

of the specifie brain areas screened (data not shown). In the same conditions, the 

expression of the Lf mRNA was strongly present in the mouse lactating mammary gland 

which was used as a positive control. Lf mRNA was widely distributed in the lactating 

marnmary gland and epithelial cells expressing this mRNA were found throughout the 

luminal duct (Fig. 2,B). This staining was not observed with the sense probe. 

In order to determine whether mo use cerebral Lf was synthezised in situ, the presence of 

the LfmRNA was first assayed using an amplification method. RT-PCR was carried out on 

the total RNA extracted from the young, adult and aged mouse brain tissues. The mouse 

lactating marnmary gland total RNA was used as a positive control and the mouse liver 

total RNA as a negative control since this tissue does not produce Lf. The constitutively 

expressed house-keeping gene GAPDH was used as an internai control. Levels ofGAPDH 
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Fig. 1. Distribution of Lf immunoreactivity in the mouse brain tissue of a 18 month old 

mouse. A : photomicrograph of the cerebral cortex with staining for Lf associated with 

microvessels; B : photomicrograph of the hippocampus, Lf staining in the pyramidal 

layer associated with pyramidal neurons (arrows); C: photomicrograph of the 

hippocampus, Lf immunoreactivity associated with granular structures such as fibers. 

Bars: A= 16 Jlm; B = 47 Jlm; C = 40 Jlm. 
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Fig. 2. Distribution of Lf and its mRNA in the meuse lactating mammary gland. 

A : photomicrograph of Lf immunoreactivity associated with glandular epithelial cells 

bordering a mammary secretory duct; B : photomicrograph of a photoemulsion-coated 

section counterstained with azur blue and hybridized with the antisense riboprobe of 

meuse Lf showing Lf synthesis by the epithelial cells. Bars: A = 16 Jlm; B = 40 Jlm. 
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expression were constant in ail the mouse tissues studied (Fig. 3,B). Thirty five cycles of 

amplification were sufficient to allow the vizualisation of the Lf messenger in the mouse 

lactating mammary gland, whereas nested-PCR had to be performed in the case of the 

mouse brain eDNA and 35 additional cycles with internai oligonucleotides were needed to 

obtain a visible signal for Lf mRNA (Fig. 3,A). No amplification was visible after 70 

cycles of nested-PCR with total li ver RNA. 

Thus Lf is synthesized in the mo use brain tissues since both Lf protein and mRNA were 

detected. No up-regulation of Lf synthesis occurs with aging since no significant variation 

of Lf gene-expression was observed (Fig. 3). Lf mRNA was detected at a very low level in 

this tissue compared to the lactating mammary gland which explains why Lf transcripts 

were not detectable by ISH. 

Lf distribution and expression in MPTP-treated rn ouse brain tissue 

In order to determine whether Lf synthesis is up-regulated in pathological situations, 

MPTP treatment of mice was used as a model for parkinsonian pathology. Corresponding 

experiments were performed on mice seven days after the treatment. 

The determination of monoamine levels was carried out to confirm the toxic effect of 

MPTP. The extent of the MPTP-induced lesions was calculated by comparing DO, 

DOP AC and HV A concentrations in a sample of striatal tissue of the treated and untreated 

animais. In Figure 4, decreases in the levels of DO and its metabolites were evident after 

the injection of the higher dose of MPTP (80 mg/kg). A very marked depletion of DO 

occurred with only 1 % of the initial amount remaining after the high dose, whereas about 

90 % remained after the low dose (8 mg/kg). No significant change occurred in the 

DOP AC and HV A contents after a low dose of MPTP, but both were significantly reduced 

after the higher dose, about 20 % of each remaining (Fig. 4). 

MPTP-treated mouse brain sections exhibited similar patterns of Lf immunoreactivity to 

those found in the adult and aged animais. Lf was seen predominant! y associated with the 

microvasculature and Lf staining was also evident on pyramidal neurons. No specifie 

immunoreactivity was found associated with the areas specifically affected by the 

pathological process such as the substantia nigra (data not shown). In situ hybridization 

was also performed on MPTP treated-mouse brain sections and Lf mRNA was not 

observed in the different MPTP treated-mouse brain regions analysed (data not shown). 



185 

A123456 

~ Lf 

8123456 

~ GAPDH 

Fig. 3. Expression of Lf mRNA in different meuse tissues using RT-PCR or RT-nested 

PCR. Amplified PCR products obtained with mRNA after reverse transcription were size

fractionated on a 2% agarose gel, the gel was stained with ethidium bromide and PCR 

products were observed under UV light. Shown at the arrowheads were bands of the 

expected sizes of nested RT-PCR products of meuse Lf (A) and RT-PCR products of 

meuse GAPDH ( x 35 PCR cycles) (8) which was used as an internai control. Lanes 1-3 

: products of young, adult, aged meuse brain tissue eDNA respectively after 70 cycles of 

nested-amplification ; lane 4 : products of meuse liver eDNA after 70 cycles of nested

amplification ; lane 5 : products of lactating meuse mammary gland eDNA after 35 cycles 

of amplification ; lane 6 : control reaction without eDNA template after 70 cycles of 

nested-amplification. 
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Fig. 4. Meuse responses to MPTP treatment seven days after drug administration. 

MPTP treatment was given as 8 or 80 mg/kg (MPTP-HCI) intraperitoneally (i.p.). Control 

mice received saline only. Striatal levels of dopamine (DO) (white columns), dihydroxy 

phenylacetic acid (DOPAC) (black columns) and homovanillic acid (HVA) (single hatched 

columns) were determined and expressed in pmol/mg wet tissue. Each column is a mean 

of four individual measures ± SEM. 
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The level of expression of Lf mRNA was studied using RT-PCR. The level of the 

expression of the murine GAPDH mRNA was constant in all the treated and untreated 

brains (Fig. 5,C). The data obtained are shown in Fig. 5 and correspond to individual mice. 

They confirmed our previous results since 35 secondary PCR cycles of nested

amplification were necessary to obtain an Lf signal in the untreated mice (Fig. 5,A). The 

animais treated with the low dose of MPTP gave an Lf signal similar to that obtained for 

the untreated mice, in line with the minimal changes seen in levels of DO and its 

metabolites at this dose. However, only twenty secondary PCR cycles of nested

amplification were necessary to obtain an Lf signal in brains from animais treated with the 

higher dose of MPTP (Fig. 5,B), indicating that Lf transcription is up-regulated in these 

mi ce. Th us, despite this up-regulation in the case of mi ce receiving the high dose of MPTP, 

the lev el of transcription was still not high enough to obtain a signal by ISH. 

Wide individual variations were visible, reflecting individual susceptibility to the drug. 

Strikingly, the relative intensity of the Lf PCR signais obtained corresponded to the 

individual levels of reduction in DO levels observed (Table 2), supporting the conclusion 

that the two parameters are closely linked. 

In order to determine whether Lf is synthesized in response to oxidative stress, the 

kinetics ofLfup-regulation were followed and the level ofits expression at days 1, 3, 5 and 

7 after MPTP treatment was assayed. In parallel, the level of expression of sorne key 

enzymes involved in oxidative stress detoxification and catecholamine synthesis were 

assayed. Total brain mRNA was analyzed by RT-PCR for the presence of Lf, catalase, 

CuZnSOD, gamma-glutamylcysteine synthetase and tyrosine hydroxylase. The initial semi

quantification of each gene expression involved calculating the ratio of the peak areas 

obtained from the Quantiscan data of the different PCR products to the internai GAPDH 

standard product (x 20 cycles) for each sample. Values obtained for four mice were 

averaged to quanti:fy differences in expression between the four groups of samples. The 

data obtained for the PCR products from untreated mice corresponded to the basallevels of 

expression of each gene and were defined as 100 % of expression. The comparative gene 

expression values for the MPTP-treated mice were then expressed as a % of the control 

value. Since nested-PCR was necessary to obtain a signal, the expression of Lf at day 1 

after the MPTP-treatment was considered as 100 %. According to this criterion, no 

significant variation was observed in the level of expression of CuZnSOD (Fig. 6,A) 

whereas an up-regulation was observed at day 1 for catalase (Fig. 6,B), gamma-
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Fig. 5. lndividual expression of Lf mRNA detected by RT-nested PCR on MPTP

treated meuse brain tissue after seven days of treatment. Amplified PCR products were 

obtained as described in material and methods. Shown at the arrowheads are bands of 

the expected sizes for nested RT-PCR products of meuse Lf (A,B) and RT-PCR products 

of meuse GAPDH ( x 35 PCR cycles) (C) which was used as an internai control. Lane 1 : 

product of control meuse brain eDNA after 70 cycles of nested-amplification; lanes 2-5 : 

products of low-dose treated meuse brain eDNA after 70 cycles of nested-amplification ; 

lanes 6-9 : products of high-dose treated meuse brain eDNA after 55 cycles of nested

amplification. 
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Table 2 

lndividual correlation between Lf gene expression and DO content in the mouse striatum in 

response to the administration of a high-dose of MPTP (80 mg/kg). 

Mo use 

6 

7 

8 

9 

Relative intensities of 

LfPCR products* 

57.99 

5.81 

11.49 

34.85 

DO** 

0.54 

1.89 

1.13 

0.69 

* The initial semi-quantification of each gene expression involved calculating the ratio of 

the peak areas obtained from the Quantiscan data of the different PCR products to the 

internai GAPDH standard product for each sample. 

* * Concentrations of DO are expressed in pmol/mg wet tissue 7 da ys after the treatment. 
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glutamylcysteine synthetase (Fig. 6,C) and tyrosine hydroxylase (Fig. 6,D). Catalase gene

expression in mouse brain showed an approximate threefold increase compared to the 

control. This level of expression slightly decreased to nearly reach the level observed in the 

untreated animais after 7 days. The same profile was obtained for tyrosine hydroxylase 

gene-expression. Gamma-glutamylcysteine synthetase gene-expression was highly up

regulated and was still four fold higher than the basal level at day 7. After 55 cycles of 

nested-PCR, Lf transcripts were observed at day 1, suggesting that it is up-regulated 

subsequent to the MPTP treatment (Fig. 6,E). This level of expression had increased at 

least threefold by day 7. Lf up-regulation is concomitant on the oxidative stress generated 

by the MPTP treatment and parallels the increased expression of catalase and gamma

glutamylcysteine synthetase. 
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Fig. 6. Kinetics of expression of Lf mRNA and mRNAs encoding different enzymes 

involved in oxidative stress detoxification and catecholamine synthesis detected by RT

PCR on MPTP-treated meuse brain tissue at days 1, 3, 5, 7 after the MPTP treament. 

Semi-quantification was performed as described in the appropriate results section. The 

kinetic expression of mRNAs are as follows: CuZnSOD (x 30 PCR cycles) (A), catalase ( 

x 35 PCR cycles) (8), gamma-glutamyl cysteine synthetase ( x 35 PCR cycles) (C), 

tyrosine hydroxylase (x 35 PCR cycles) (D) and Lf (x 55 PCR cycles) (E). Each column 

is the mean of four individual measures .±. SEM. 
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DISCUSSION 

The present report shows the distribution of Lf in mo use brain tissues, demonstrates that 

the in situ synthesis of Lf is up-regulated in case of MPTP-treatment and that this is 

paralleled by the up-regulation of certain antioxidant enzymes. 

Structural changes in the mouse brain with aging have been widely assessed and it 

appears that in sorne fundamental aspects rn urine brain aging parallels that of human brains 

[27]. Mouse brain tissue might therefore provide a model to study Lf distribution during 

the aging process. Lf was not present in young animais but appeared with aging as already 

described for humans [33]. In Man, Lf was observed in the cerebral cortex and more 

specifically on capillaries and in the case of elderly patients, an increased labeling of the 

cerebral microvessels was observed [33]. In agreement with this, Lf was found associated 

with blood vessels in the mouse cerebral cortex and an increase in the amount ofLf-labeled 

capillaries was also observed in the 18 month old mice which were close to senescence. 

The presence of Lf on the cerebral microvessels supports the hypothesis that Lf may cross 

the BBB since endothelial cells did not synthesize Lf. Using an in vitro model of BBB we 

recently demonstrated that Lf indeed crosses the cerebral endothelium [14]. Plasma Lf 

concentrations are markedly increased in inflammatory processes [15] suggesting that in 

sorne specifie pathologies, Lf accumulation may occur in sorne particular brain areas. Lf 

uptake through the BBB is a receptor-mediated process involving LRP [14]. Among Lf 

receptors, LRP and LfR have already been described in the human brain. LRP is present in 

the central nervous system associated with neurons, glial cells and capillaries [62] and is 

also implicated in neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease [50] where it 

was found in increased concentrations in sorne neurons. LfR [39] has also been found in 

the mesencephalon on sorne glial cells, capillaries and more specifically on the nigrostriatal 

dopaminergic neurons where its concentration increases in cases of Parkinson' s disease 

[13]. Thus, both LRP and LfR might be responsible for Lf accumulation in specifie brain 

are as. 

Lf immunoreactivity was also observed in the hippocampus only in aged mice where it 

was probably associated with pyramidal neurons and fibers. These results paralleled 

previous findings since Lf was visible in this particular region only in human patients 

presenting neurodegenerative disorders and for elderly patients, the intracellular Lf staining 

increasing with age [28,33,46]. Since human Lf might be a molecule highly expressed or 
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accumulated in neuronal and glial cell bodies with aging, RT-PCR and in situ hybridization 

were performed to detect Lf expression in mouse brain tissues. Recently using RT-PCR, 

Siebert and Huang [58] have shown that synthesis of Lf occurred in human brain tissue. In 

our study, nested RT-PCR had to be performed to demonstrate the presence ofLfmRNA in 

mo use brain tissue whatever the age of the animal studied. No up-regulation of Lf synthe sis 

occurs with aging. Since Lf synthesis in the mouse brain tissue occurs at a very low level, it 

may not be responsible for the accumulation of Lf in the case of aging and as discussed 

above, Lf transcytosis through the endothelial cells of the BBB is more probably the cause 

[14]. 

In situ hybridization was then performed on mouse brain tissues with a particular 

attention to each specifie brain area where Lf had been observed. Lf expression was 

undetectable by ISH although Lf protein was present in the hippocampus. This 

impossibility to localise Lf mRNA is due to the very low level of expression of Lf in this 

tissue since control ISH on the mouse lactating mammary gland was positive. Whereas Lf 

was found associated with the cerebral cortex and the hippocampus, its distribution in adult 

and aged mice is not wholly comparable to that found in humans since it was not detected 

in the mouse mesencephalon. Those dopaminergic neurons containing large amounts of Lf 

in humans, seemed to lack any Lf synthesis or uptake in the mo use. 

Changes in the expression ofLfwere described in Parkinson's disease patients [34] with 

higher immunolabeling of Lf found in the surviving neurons in the substantia nigra. This 

observation suggested that an increase in the expression of Lf mRNA might occur in 

Parkinson's disease and an up-regulation of Lf gene-expression be expected in the mouse 

model. We therefore chose to study a mouse model ofParkinson's disease. The latter is one 

of human diseases which does not appear to have spontaneously arisen in animais. 

Neurotoxic agents imitate more or less closely the characteristic features of Parkinson's 

disease and among the different models, the use of MPTP reproduces most accurately ali 

aspects of the disease [27,32]. In the present study, we have been able to show that after 

MPTP treatment Lf gene-expression is up-regulated. Nevertheless, this up-regulation was 

weak and ISH was again negative. 

MPTP induces the degeneration of the dopaminergic nigrostrial neurons and in this 

study we also observed a substantial depletion of DO in the striatum of the affected mi ce as 

previously shown [8]. This marked decrease of the DO content provokes an increased DO 

turnover which leads to an augmentation of the oxidative stress process and an increased 
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lipid peroxidation in the striatum [21 ,45]. This damage may become acute when the 

turnover of DO [60] is elevated. This involves the enzyme tyrosine hydroxylase, the 

activity of which is increased in the case of Parkinson' s disease [ 40]. We have been able to 

show that 24 h after MPTP administration (80 mg/kg) tyrosine hydroxylase is up-regulated 

in the mouse brain. This process seems concomitant with the first signs of injury observed 

on the dopaminergic neurons which starts on the first day after the MPTP treatment [30]. 

As dopaminergic cells die, this might be a compensatory mechanism to offset the loss of 

DO [23]. 

It appears likely that the nigrostriatal toxicity of MPTP is in part mediated via the 

reactive oxygen species (ROS) [26] and cytotoxicity was decreased in the presence of 

antioxidants, most notably SOD and catalase. In order to determine whether Lf is directly 

synthesized in response to MPTP administration and might be part of the antioxidant 

process, the kinetics of Lf up-regulation were followed as well as tho se of sorne antioxidant 

enzymes such as garnma-glutamylcysteine synthetase, catalase and CuZnSOD. The activity 

of garnma-glutamylcysteine synthetase, a key enzyme in glutathione metabolism has 

variously been shown to be increased [48] or unaltered [57] in Parkinson's disease patients. 

In our hands, the up-regulation of garnma-glutamylcysteine synthetase started at day 1 after 

MPTP administration. This enzyme, which is the first and rate-limiting enzyme involved in 

glutathione synthesis, was expected to be up-regulated since an antioxidant response 

element was identified in its gene [42]. This increase of the level of expression leads to the 

maintenance of the glutathione redox state. An MPTP-induced increase in the activity of 

catalase and SOD in the mouse substantia nigra on the seventh day has previously been 

observed [43]. We also found that catalase was up-regulated 24 h after the treatment 

confirming that the intracellular antioxidant system provides a means for the damaged cells 

to counteract directly the actions of the free radicals, thereby attempting to maintain the 

essential cell functions. Strikingly CuZnSOD was not up-regulated after MPTP 

administration. However, CuZnSOD transcripts were already present in high amounts since 

30 PCR cycles were sufficient to produce a detectable signal whereas 35 cycles were 

necessary to obtain PCR products for catalase and garnma-glutamylcysteine synthetase. 

Lf was also up-regulated 24 h after MPTP administration. By its function as an iron 

chelator [4,6,56], Lf might also be considered as an oxidative stress detoxificant. The 

substantia nigra of Parkinson's patients reveals evidence of an increased total iron 

concentration [10] as well as an increased Lf concentration in the surviving dopaminergic 
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neurons [34]. This transition metal is capable of catalyzing non-enzymatic oxidative 

reactions and especially the conversion of hydrogen peroxide to hydroxyl radical. Its 

capture by Lf might be one of the first mechanisms leading to iron detoxification as was 

shown for other iron chelators which retard the degeneration of the dopaminergic neurons 

and protect MPTP-treated mi ce [31 ,3 8]. N everthe1ess, the lev el of Lf expression in the 

MPTP-mouse brain, even though it is up-regulated, is still very low. 

Neuromelanin, a product of DO autoxidation, serves as a reservoir for iron and also 

promotes the generation of oxyradicals [18]. It has been suggested that neuromelanin-iron 

complexes contribute to dopaminergic neurodegeneration in Parkinson's disease [16]. The 

absence of neuromelanin in rodent brains [2,35] leads to sorne extent to a lesser oxidative 

stress activity in sorne specifie brain areas and might explain why, compared to humans, 

mouse Lf is absent or so feebly present in the dopaminergic neurons. Apart from the lack of 

neuromelanin, iron levels are ten fold lower in the substantia ni gr a of the mo use compared 

to humans [11]. The requirement for Lf would be much greater in the human brain and 

might also exp lain the small increase in mouse Lf expression after MPTP administration. 

Our present data suggest that during normal aging as weil as in case of an oxidative 

stress reaction, the levels of Lf in the brain could be significantly increased. We can 

hypothesize that Lf up-regulation is an initial response to oxidative stress in brain tissue. 

By capturing the iron in higher concentrations in sorne specifie brain regions, Lf may act as 

a natural scavenger of ROS. Altematively its synthesis at abnormal levels or its release 

from necrosing neurons in neurodegenerative diseases may exacerbate and amplify the 

lesions. Further studies will be necessary to elucidate Lf function in the brain. 
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Conclusion 

Nous avons mis en évidence l'expression des messagers de la lactoferrine dans le 

SNC de la souris. Cette expression est augmentée lorsque l'animal est soumis à un 

traitement au MPTP et suit le profil d'expression de certaines enzymes anti-oxydantes qui 

interviennent dans le processus de détoxification. 

Dans des conditions non pathologiques, la lactoferrine a été détectée dans le SNC de 

souris adultes au niveau du cortex, et de souris âgées au niveau du cortex et de 

1 'hippocampe. Dans le cortex cérébral, le marquage de la lactoferrine, localisé sur des 

capillaires, augmente en intensité et en quantité chez les souris âgées. Dans 1 'hippocampe, 

la lactoferrine est présente sur des neurones pyramidaux, ainsi que sur des fibres traversant 

la couche pyramidale de cette région (figure 1, article 4). Les variations de distribution de 

la lactoferrine en fonction de l'âge des animaux suggèrent que cette protéine s'accumule au 

cours du temps. 

La technique d'hybridation in situ ne nous a pas permis de localiser le lieu de 

synthèse de la lactoferrine cérébrale (figure 2, article 4). Par contre, à l'aide de la technique 

de RT-PCR, nous avons mis en évidence l'expression des messagers de la lactoferrine dans 

le SNC de la souris (figure 3, article 4). Cette synthèse est très faible et n'est pas 

augmentée avec l'âge des animaux, alors que le taux de lactoferrine croît. Ces résultats 

suggèrent que le taux de synthèse de la lactoferrine est constant en condition non 

pathologique, et que cette production continue mais faible mène à l'accumulation de la 

lactoferrine dans le SNC au cours du temps. 

En ce qui concerne les conditions pathologiques, la chute du niveau de dopamine et 

de ses métabolites dans le striatum des souris traitées au MPTP montre que cet agent est 

bien sélectivement toxique pour les neurones dopaminergiques (figure 4, article 4). Le 

niveau d'expression de la lactoferrine quant à lui est augmenté dans le SNC des souris 

ayant reçu la plus forte dose de MPTP (figure 5, article 4). De plus, l'augmentation de 

l'expression des messagers de la lactoferrine semble correspondre pour chaque animal à la 

diminution du niveau de dopamine qui traduit une susceptibilité individuelle au MPTP 

(tableau 2, article 4), suggérant que ces deux paramètres sont liés. 
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D'autre part, l'étude comparative du niveau d'expression de la lactoferrine et de 

différentes enzymes anti-oxydantes, au cours des jours qui suivent l'administration de 

MPTP, montre que 1' expression des messagers de la lactoferrine est augmentée 24 heures 

après le traitement (figure 6, article 4), et présente un profil similaire de celui observé pour 

l'expression de la catalase et de la gamma-glutamylcystéine synthétase. Ces résultats 

suggèrent que l'augmentation de l'expression de la lactoferrine soit concomitante de celles 

de plusieurs enzymes anti-oxydantes qui sont produites en réponse au stress oxydatif 

généré par l'administration du MPTP. 
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MAO : monoamine oxydase 
GPX : glutathion peroxydase 

Figure 20 : Rôle potentiel de la lactoferrine dans le processus de détoxification mis en 

place afin de lutter contre le stress oxydatif généré 

par le processus neurodégénératif. 
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L'augmentation de l'expression des messagers de la lactoferrine dans le SNC de 

souris traitées au MPTP montre que la production de cette protéine est stimulée en 

conditions pathologiques mimant la maladie de Parkinson. La lactoferrine, qui possède des 

propriétés anti-oxydantes, pourrait donc être impliquée dans le processus de détoxification 

mis en place en réponse au stress oxydatif produit par le processus neurodégénératif (figure 

20, page 204). Cependant, bien que cette expression soit augmentée en conditions 

pathologiques elle reste relativement faible. La distribution de la lactoferrine dans le SNC 

de la souris est également faible par rapport à celle observée chez l'homme. De plus, 

d'importantes modifications de cette distribution apparaissent dans le SNC humain au 

cours de pathologies. Ces variations observées entre l'homme et la souris pourraient être 

dues à l'absence de neuromélanine chez les rongeurs qui pourrait aboutir à la réduction du 

stress oxydatif dans leurs neurones dopaminergiques. Ainsi, le processus de détoxification 

mis en oeuvre chez la souris pourrait être moins important, et pourrait se traduire par un 

taux de synthèse inférieur de lactoferrine. Afin de préciser le rôle de la lactoferrine, il nous 

sera donc nécessaire d'étudier sa distribution et son expression chez des patients atteints de 

la maladie de Parkinson. 



CONCLUSION GÉNÉRALE 
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Le vieillissement de la population est devenu depuis plusieurs décennies un véritable 

problème de santé publique lié au développement de maladies neurodégénératives diverses. 

Ces pathologies, en raison de leur apparition tardive et de leur évolution inexorable, sont 

une priorité pour la recherche médicale dans nos sociétés. Cependant, les processus 

neurodégénératifs impliqués dans ces maladies sont encore très mal connus. 

La distribution cérébrale de la lactoferrine au niveau des lésions caractéristiques de 

différentes maladies neurodégénératives témoigne de l'importance du rôle de cette protéine 

dans les processus neurodégénératifs. La découverte de l'origine de la lactoferrine 

cérébrale, et plus particulièrement des mécanismes qui aboutissent à son accumulation au 

niveau des régions affectées par les lésions neuropathologiques, permettrait de mieux 

appréhender la fonction biologique de la lactoferrine dans le SNC et surtout au cours des 

maladies neurodégénératives. 

La lactoferrine qui est localisée au sein du SNC pouvait avoir deux origines: 

une origine périphérique et/ou une origine locale. 

Afin de mettre en évidence l'origine périphérique de la lactoferrine cérébrale, qui 

implique l'apport de la lactoferrine présente dans la circulation au parenchyme cérébral, 

nous avons étudié son transport à travers la BHE. Le modèle in vitro de BHE, qui consiste 

en la coculture de cellules endothéliales de capillaires cérébraux et d'astrocytes, présente 

de nombreuses caractéristiques de la BHE in vivo (Dehouck et al., 1990). 

Ainsi, 1 'utilisation de ce modèle nous a permis de montrer le transport de la 

lactoferrine au travers des cellules endothéliales de capillaires cérébraux. Ce transport ne 

résulte pas d'une simple diffusion paracellulaire, mais témoigne bien d'un transport 

transendothélial spécifique unidirectionnel du compartiment vasculaire au compartiment 

cérébral des cellules endothéliales. Il semble que le LRP, un des récepteurs connus de la 

lactoferrine, soit impliqué dans le trafic intracellulaire de la lactoferrine dans les cellules 

endothéliales. La lactoferrine est retrouvée intacte après son passage, ce qui montre que les 

compartiments lysosomiaux ne sont pas impliqués dans ce transport. Le fer de la 

lactoferrine peut également être transporté au travers des cellules endothéliales en restant 

associé à cette dernière. 
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Ainsi, le transport de la lactoferrine au travers des cellules de 1 'endothélium 

vasculaire cérébral explique la présence de cette protéine dans le SNC et tout 

particulièrement au niveau des capillaires cérébraux. 

Ces résultats encourageants nous ont amené à poursuivre ces travaux, et à étudier le 

transport de la lactoferrine à travers la BHE en conditions pathologiques. Les maladies 

neurodégénératives sont caractérisées par des variations de la perméabilité de la BHE. Des 

études ont montré que les cytokines pro-inflammatoires et notamment le TNF -a semblent 

être impliquées dans ce phénomène. Le modèle in vitro de BHE exposé au TNF-a nous 

semblait donc bien adapté à 1 'étude du transport de la lactoferrine à travers la BHE en 

conditions pathologiques. 

Ainsi, l'exposition luminale ou abluminale au TNF-a du modèle in vitro de BHE 

entraîne une forte augmentation de l'expression de molécules d'adhésion par les cellules 

endothéliales, témoignant de 1 'activation de ces cellules, ainsi que 1' expression de 

cytokines pro-inflammatoires par la population astrocytaire. L'activation de ces deux types 

cellulaires est transitoire et dépend du mode d'exposition au TNF -a. Cette cytokine 

n'affecte pas la perméabilité paracellulaire des cellules endothéliales. Par contre, le TNF-a 

entraîne une forte augmentation du transport de la lactoferrine et une diminution de son 

accumulation dans les cellules endothéliales, mais aucune action sur 1' expression des 

récepteurs de la lactoferrine. Ces résultats suggèrent que le TNF -a perturbe le trafic 

intracellulaire de la lactoferrine aboutissant à une augmentation de son transport au travers 

des cellules endothéliales de capillaires cérébraux. 

L'augmentation du transport de la lactoferrine au travers des cellules endothéliales 

de capillaires cérébraux en conditions pathologiques aboutit à une accumulation de la 

lactoferrine dans le compartiment cérébral des cellules endothéliales. Cette accumulation 

pourrait expliquer la variation du taux de lactoferrine observée dans le SNC de patients 

atteints de différentes maladies neurodégénératives précisément au niveau des lésions. 

De manière à mettre en évidence 1' origine locale de la lactoferrine cérébrale, qui 

implique sa synthèse par des cellules spécialisées du SNC, nous avons étudié l'expression 
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de la lactoferrine dans le SNC, et tout particulièrement dans la région du mésencéphale qui 

présente de nombreuses cellules marquées par la lactoferrine (Leveugle et al., 1996). 

Ainsi, nous avons tout d'abord identifié précisément les cellules qui sont 

immunomarquées par la lactoferrine dans le mésencéphale. La lactoferrine est localisée, 

d'une part, dans les neurones dopaminergiques mé1anisés à l'intérieur desquels elle est 

concentrée au niveau des agrégats de neuromélanine et, d'autre part, dans les cellules 

microgliales activées. Les cellules qui expriment les messagers de la lactoferrine sont des 

cellules microgliales activées particulières présentant des granulations pigmentées et 

situées à proximité des neurones dopaminergiques mélanisés. Ainsi, après libération la 

lactoferrine pourrait être captée par les neurones dopaminergiques, intemalisée puis 

accumulée spécifiquement au niveau des agrégats de neuromélanine. La lactoferrine est 

capable d'interagir avec la mélanine, suggérant que cette interaction pourrait être à 

l'origine de son accumulation au niveau des agrégats de neuromélanine. 

L'expression des messagers de la lactoferrine par une population particulière de 

cellules microgliales activées explique sa présence dans ces cellules. Cependant, la 

lactoferrine qui est localisée dans d'autres types cellulaires spécialisés, tels que les 

neurones dopaminergiques mélanisés, provient quant à elle d'un mécanisme de capture 

sélectif 

Le mésencéphale est le siège de la maladie de Parkinson. En effet, cette maladie 

affecte sélectivement la population des neurones dopaminergiques mélanisés de cette 

région (Agid et al., 1987). Le processus neurodégénératif qui est à l'origine de cette 

maladie est mal connu, mais il semble qu'il fasse intervenir un stress oxydatif. Il était donc 

intéressant d'étudier l'expression de la lactoferrine au cours de cette maladie. Ainsi, nous 

avons entrepris cette étude sur un modèle animal. Ce modèle, qui utilise le MPTP, puissant 

neurotoxique sélectif des neurones dopaminergiques, est capable de reproduire les 

différentes atteintes de cette maladie chez la souris. 

Dans des conditions non pathologiques, la lactoferrine a tout d'abord été détectée 

dans le SNC de souris, dans le cortex cérébral au niveau de capillaires, et dans 

l'hippocampe. Les variations de distribution de la lactoferrine en fonction de l'âge des 
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animaux suggèrent que cette protéine s'accumule au cours du temps. Nous avons ensuite 

montré la faible expression des messagers de la lactoferrine dans le SNC quel que soit l'âge 

des souris, suggérant que son taux de synthèse est très faible mais constant, et que cette 

production mène à l'accumulation de la lactoferrine dans le SNC au cours du temps. 

Dans des conditions pathologiques, nous avons tout d'abord dosé la dopamine et ses 

métabolites, marqueurs de la toxicité du MPTP. Le niveau d'expression de la lactoferrine 

quant à lui est augmenté dans le SNC des souris traitées au MPTP. Cette augmentation est 

concomitante de celles de plusieurs enzymes anti-oxydantes qui sont produites afin de 

lutter contre le stress oxydatif généré par l'administration du MPTP, suggérant que la 

lactoferrine est immédiatement produite en réponse à ce stress et pourrait avoir une action 

dans le processus de détoxification. 

L'augmentation de 1 'expression des messagers de la lactoferrine dans le SNC de 

souris traitées au MPTP montre que la production de cette protéine est stimulée en 

conditions pathologiques mimant la maladie de Parkinson. La lactoferrine, qui possède 

des propriétés anti-oxydantes, pourrait donc être impliquée dans le processus de 

détoxification mis en place en réponse au stress oxydatif généré par le processus 

neurodégénératif. 

L'ensemble de nos travaux a donc permis de montrer que : 

• l'origine de la lactoferrine cérébrale est double, elle est apportée au sein du SNC 

par transport à travers la BHE et est également synthétisée in situ par une population 

particulière de cellules microgliales activées; 

• la lactoferrine s'accumule ensuite soit en réponse au stress oxydatif, soit au cours 

des réactions inflammatoires générés par les processus neurodégénératifs. 
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Cependant, un point important reste à élucider le rôle de la lactoferrine 

cérébrale. 

• Elle pourrait jouer un rôle dans les mécanismes de détoxification mis en place afin 

de lutter contre les processus neurodégénératifs, 

• et avoir une action anti-inflammatoire qm expliquerait son expression lors de 

l'activation des cellules microgliales. 

Ces différents travaux entrepris auront pour but de préciser le rôle de la 

lactoferrine au sein du SNC et tout particulièrement dans le cas de maladies 

neurodégénératives. Son action protectrice pourrait limiter les dommages occasionnés 

par les processus neurodégénératifs qui sont à l'origine des pathologies. 
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