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RESUME

La lactoferrine est une glycoprotéine présente dans de nombreux milieux de sécrétion et

libérée des granules des neutrophiles durant l’inflammation. Les rôles biologiques décrits

pour la lactoferrine sont centrés essentiellement sur la défense antimicrobienne et la réponse

inflammatoire de l’organisme.

Dans un premier temps, nos études ont porté sur l’activité bactéricide de la lactoferrine.

Dans ce cadre, nous avons étudié les interactions de la lactoferrine avec les porines, protéines

ancrées dans la membrane externe des bactéries Gram négatif. Nous montrons que la

lactoferrine se fixe sur les porines OmpC et PhoE d’E. coli purifiées ou intégrées dans la

membrane des bactéries Gram négatif. Des études d’électrophysiologie démontrent que la

lactoferrine limite la perméabilité membranaire de la porine OmpC. Par ailleurs, la

lactoferrine accélère la lyse de bactéries exprimant OmpC ou PhoE en phase stationnaire.

L’ensemble de ces résultats suggère que la lactoferrine interagit avec les porines à la surface

des bactéries Gram négatif et exerce ainsi, en partie, son activité bactéricide.

Dans une deuxième étape, nous nous sommes intéressés au rôle de la lactoferrine dans

la régulation du processus inflammatoire induit par les lipopolysaccharides (LPS) et leurs

récepteurs. Dans ce contexte, nous montrons que la lactoferrine peut interagir avec le CD14

soluble (CD14s), un récepteur spécifique des LPS, qui est impliqué dans l’activation de

l’endothélium. La fixation de la lactoferrine sur le CD14s et sur le complexe CD14s-LPS

entraîne une inhibition de l’expression de molécules d’adhésion induite par le complexe

CD14s-LPS à la surface des cellules endothéliales. Par ailleurs, la lactoferrine inhibe la

fixation des LPS sur un autre récepteur, la sélectine L, et diminue ainsi la production de

radicaux libres chez les neutrophiles. Ces travaux éclairent certains des mécanismes par

lesquels la lactoferrine exerce ses activités anti-inflammatoires.
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Toute agression contre l’organisme induit une réaction inflammatoire qui va permettre à

l’hôte de se défendre. Dans le cas d’une infection bactérienne à Gram négatif, ce phénomène

complexe fait intervenir les lipopolysaccharides (LPS), puissants activateurs du système

immunitaire et leurs récepteurs. Ces molécules, libérées dans la circulation lors de la lyse des

bactéries, sont capables d’activer certaines cellules effectrices de l’immunité. Ce processus se

déroule en plusieurs étapes mettant en jeu en particulier la libération de médiateurs pro-

inflammatoires ainsi que le recrutement des leucocytes sur le lieu de l’inflammation. Chacune

de ces étapes fait l’objet d’une régulation dont les mécanismes sont complexes. Un mauvais

contrôle de ces mécanismes entraîne alors des effets néfastes pour l’organisme.

En effet, à haute concentration, les LPS peuvent provoquer une surproduction de

médiateurs pro-inflammatoires qui entraîne une inflammation généralisée. Dans ce cas, les

symptômes observés sont ceux du choc septique : hypotension, coagulation intravasculaire

disséminée et destruction de tissus sains conduisant à la perte de fonction de nombreux

organes. Dans 20 à 50 % des cas, ils conduisent à la mort de l’individu. La mortalité liée à ce

phénomène constitue un problème clinique majeur.

Certains facteurs libérés des leucocytes polymorphonucléaires peuvent moduler ces

mécanismes. Parmi ces facteurs, nous nous sommes intéressés à la lactoferrine, une

glycoprotéine fixant le fer. La lactoferrine a été caractérisée dans de nombreux milieux de

sécrétion ainsi que dans les granules secondaires des neutrophiles. La lactoferrine leucocytaire

est libérée dans la circulation après dégranulation de ces cellules au niveau des sites

inflammatoires. Les rôles de la lactoferrine sont mal définis. Cependant, elle est impliquée

dans les mécanismes de défense de l’organisme et semble intervenir à chacune des étapes clés

du processus inflammatoire.

La lactoferrine joue un rôle antibactérien en séquestrant le fer et en déstabilisant les

membranes bactériennes. En effet, la lactoferrine entre en compétition avec les sidérophores

bactériens pour la séquestration du fer libre et contribue ainsi à l’inhibition de la croissance

des bactéries (Spik & Montreuil, 1983). En plus de cette activité, la lactoferrine déstabilise la

membrane des bactéries Gram négatif et provoque la libération des LPS (Ellison et al., 1988).

La membrane externe devient alors plus fragile et sensible à l’action de certaines protéines

antibiotiques (Ellison & Giehl, 1991). Cependant, les mécanismes de déstabilisation des

membranes bactériennes ne sont pas connus. En effet, la lactoferrine se fixe sur le lipide A des

LPS (Appelmelk et al., 1994) mais cette région n’est pas accessible lorsque le LPS est ancré

dans la membrane externe des bactéries. Cette observation suggère que ce n’est pas par



l'interaction directe de la lactoferrine avec le LPS qui peut expliquer la déstabilisation

membranaire. L’équipe de Naidu a montré que les lactoferrines bovine et humaine se fixent

sur les porines, protéines présentes dans la membrane externe des bactéries Gram négatif

(Erdei et al., 1994 ; Kishore et al., 1991 ; Tigyi et al., 1992). Nous avons émis l’hypothèse

que la fixation de la lactoferrine sur les porines pouvait contribuer à ses propriétés

antibactériennes. Nous avons donc étudié les caractéristiques de fixation de la lactoferrine sur

les porines purifiées natives OmpC, OmpF et PhoE d’ E. coli ainsi que sur des mutants

isogéniques d’E. coli K12 déficients en porines. Par ailleurs, nous avons localisé les sites

d’interaction de la lactoferrine avec ces molécules. Enfin, nous avons déterminé si la fixation

de la lactoferrine sur les porines pouvait entraîner soit une gène de la diffusion à travers la

porine empêchant ainsi le passage de petites biomolécules (collaboration avec le Dr F. Pattus

de l’ESB de Strasbourg), soit une déstabilisation plus facile de la membrane externe des

bactéries.

Par ailleurs, la lactoferrine possède des propriétés anti-inflammatoires dont certaines

pourraient s’expliquer par sa capacité à chélater les LPS. Au cours de l’infection, les LPS

libérés des bactéries Gram négatif stimulent les cellules hôtes qui vont produire de larges

quantités de médiateurs dont la libération excessive peut conduire au choc septique. Des

travaux in vitro et in vivo ont démontré que la lactoferrine est capable de diminuer la

libération de cytokines protégeant ainsi du choc septique. Ces effets ont été expliqués en

partie par son interaction avec les LPS. Cependant, une protection optimale des animaux

contre une septicémie provoquée nécessite l’injection de la lactoferrine 12 à 24 h avant celle

de LPS (Machnicki et al., 1993). Sur la base de cette observation, l’hypothèse d’une

interaction directe entre la lactoferrine et certains des récepteurs des LPS a été émise. Le choc

septique fait intervenir des récepteurs spécifiques des LPS, en particulier le CD14, mais aussi

la sélectine L. Le LPS en se fixant sur le CD14 membranaire (CD14m) présent à la surface

des monocytes/macrophages active ces cellules. Il existe également du CD14 soluble

(CD14s), présent dans le sérum et capable de stimuler les cellules ne possédant pas de CD14m

telles que les cellules endothéliales. L’activation de ces cellules par le LPS conduit à

l’expression de molécules d’adhésion impliquées dans le recrutement des leucocytes telles que

la sélectine E et ICAM-1. Dans ce contexte, nous avons cherché à mettre en évidence des

interactions d’une part entre la lactoferrine et le CD14s libre et, d’autre part, entre la

lactoferrine et le complexe CD14s-LPS par la technique du biosenseur (collaboration avec le

Dr D. Fernig de l’université de Liverpool) ainsi que par chromatographie d’affinité. Outre ces



interactions, nous avons déterminé leurs effets sur l’activité du complexe CD14s-LPS vis-à-

vis des cellules endothéliales. Pour cela, nous avons introduit dans notre laboratoire la

technique d’isolement des cellules endothéliales de cordons ombilicaux humains (HUVEC)

apprise lors d’un stage dans le laboratoire du Dr Ph. Lassalle (Institut Pasteur, Lille).

Enfin, la sélectine L présente à la surface des neutrophiles a récemment été décrite

comme un récepteur spécifique des LPS pouvant induire un signal de transduction se

traduisant par la production de superoxyde et de peroxyde d’hydrogène (Malhotra et al.,

1996a ; Malhotra & Bird, 1997). Il se pourrait que la lactoferrine puisse moduler cette

production. Dans cette optique, nous avons étudié par cytofluorimétrie en flux l’effet de la

lactoferrine sur la fixation des LPS sur les neutrophiles ainsi que sur la production

intracellulaire de radicaux libres oxygénés induite par les LPS dans ces cellules.

L’ensemble des travaux que nous avons mené a fait l’objet des publications et

communications suivantes :

Publications

1. Frédéric R. Sallmann, Sophie Baveye-Descamps, Franc Pattus, Valérie Salmon,

Norica Branza, Geneviève Spik & Dominique Legrand. (1999) Porins OmpC and

PhoE of Escherichia coli as specific cell-surface targets of human lactoferrin. J. Biol.

Chem. 274 : 16107-16114.

2. Sophie Baveye, Elisabeth Elass, Joël Mazurier, Geneviève Spik & Dominique

Legrand. (1999) Lactoferrin : a multifunctional glycoprotein involved in the

modulation of the inflammatory process. Clin. Chem. Lab. Med. 37 : 281-286.

3. Sophie Baveye, Elisabeth Elass, Joël Mazurier & Dominique Legrand. (2000)

Lactoferrin inhibits the binding of lipopolysaccharides to L-selectin and subsequent

production of reactive oxygen species by neutrophils. FEBS Lett. 469 : 5-8.

4. Sophie Baveye, Elisabeth Elass, Dave G. Fernig, Christophe Blanquart, Joël Mazurier

& Dominique Legrand. (2000) Human lactoferrin interacts with soluble CD14 and

inhibits the expression of endothelial adhesion molecules, E-selectin and ICAM-1,

induced by the CD14-lipopolysaccharide complex. Infect. Immun. 68 : 6519-6525.



Communications orales

1. Sophie Baveye-Descamps, Frédéric Sallmann, Franc Pattus, Geneviève Spik &

Dominique Legrand.

OmpC and PhoE porins of Escherichia coli as specific cell-surface targets of human

lactoferrin. Binding characteristics and biological effects.

5ème congrès de la Société Française de Microbiologie. 27-29 avril 1998. Lille

(France).

2. Elisabeth Elass-Rochard, Sophie Baveye-Descamps, Dominique Legrand &

Geneviève Spik.

Lactoferrin : a multifunctional glycoprotein involved in the modulation of the

inflammatory process.

Second international conference « Progression Intensive Care Medicine ». 28-30 mai

1998. Wroclaw (Pologne).

3. Sophie Baveye, Elisabeth Elass, Joël Mazurier, Geneviève Spik & Dominique

Legrand.

Lactoferrin : a mutifunctional glycoprotein involved in the modulation of the

inflammatory process.

IFCC/Beckman conference on inflammatory diseases and satellite conference on the

diagnosis and therapy of the sepsis syndrome. 17-19 septembre 1998. Université de

Regensburg (Allemagne).

4. Frédéric R. Sallmann, Sophie Baveye-Descamps, Franc Pattus, Valérie Salmon,

Norica Branza, Geneviève Spik & Dominique Legrand.

Binding of human lactoferrin to E. coli porins : a biochemical study.

The 4th International Conference on Lactoferrin : structure, function and applications.

18-22 mai 1999. Hokkaido University Conference Hall, Sapporo (Japon).

5. Sophie Baveye, Elisabeth Elass, Dave Fernig, Christophe Blanquart, Joël Mazurier &

Dominique Legrand.

La lactoferrine interagit avec le complexe LPS-CD14 et inhibe l’expression de la

sélectine E sur les cellules endothéliales.



Congrès annuel de la Société Française d’Immunologie. 24-26 novembre 1999. Lille

(France).



La lactoferrine libérée des granules secondaires des leucocytes neutrophiles au niveau

des sites inflammatoires est impliquée dans les mécanismes de défense de l’organisme et

semble intervenir à chacune des étapes clés du processus inflammatoire. En particulier, elle

joue un rôle antibactérien et module la réponse inflammatoire induite par les LPS. Ces effets

s’expliquent en partie par la capacité de la lactoferrine à chélater les LPS (Elass-Rochard et

al., 1995 ; Van Berkel et al., 1997) mais des mécanismes complémentaires interviennent

également. En effet, la lactoferrine est capable de déstabiliser la membrane des bactéries

Gram négatif en provoquant la libération des LPS (Ellison et al., 1988). Il est peu probable

que cet effet soit dû à une interaction directe de la lactoferrine avec les LPS puisqu’elle se fixe

sur le lipide A des LPS (Appelmelk et al., 1994) inaccessible au sein de la membrane

bactérienne. Par ailleurs, la lactoferrine protège contre le choc septique quand elle est

administrée avant les LPS, suggérant qu’elle puisse interagir avec d’autres molécules

impliquées dans la réponse inflammatoire.

Afin d’élargir nos connaissances sur ces mécanismes, nous avons étudié l’activité

antibactérienne de la lactoferrine en relation avec sa fixation sur les porines ainsi que son

activité anti-inflammatoire sur les cellules endothéliales et sur les neutrophiles liée à son

interaction avec les LPS et leurs récepteurs. Les conclusions que nous pouvons déduire de nos

travaux sont les suivantes :

• La lactoferrine se fixe sur les porines OmpC et PhoE d’E. coli

L’utilisation des porines purifiées non dénaturées, donc trimériques, nous a permis de

montrer que la lactoferrine se fixe avec une forte affinité sur les porines OmpC et PhoE mais

pas sur OmpF. Ces résultats  confirment en partie et précisent ceux obtenus par Naidu et coll.

(Erdei et al., 1994 ; Kishore et al., 1991 ; Tigyi et al., 1992) qui mettaient en évidence une

fixation de la lactoferrine sur des monomères dénaturés de OmpC et OmpF.

Le domaine de fixation de la lactoferrine impliqué dans les interactions avec les porines

OmpC et PhoE se situe dans la région N-terminale et plus particulièrement au niveau des

résidus d’acides aminés 3-5, 28-34 et, dans une moindre mesure, 39-42. Ces acides aminés

sont contenus dans un peptide de la lactoferrine appelé lactoferricine possédant par lui-même

une activité bactéricide.

Enfin, des études réalisées sur des souches isogéniques mutantes d’E. coli K12

provenant du laboratoire du Dr J. Tommassen (Utrecht, Pays-Bas) montrent une fixation



préférentielle de la lactoferrine sur les souches exprimant les porines OmpC et PhoE à leur

surface.

• La lactoferrine diminue la conductance de la porine OmpC

Dans le cadre de deux stages dans le laboratoire du Dr F. Pattus (ESB, Strasbourg),

nous avons étudié la conductance de membranes dans lesquelles les porines OmpC ou PhoE

ont été intégrées, en présence ou en absence de lactoferrine. En effet, les porines sont

traditionnellement décrites comme des pores ouverts de façon permanente (Benz, 1988).

Cependant, des polyamines telles que la cadavérine, qui est normalement associée à la

membrane externe d’E. coli, permettent la fermeture des pores et pourraient donc être des

régulateurs de l’activité des porines in vivo (Delavega & Delacour, 1995). Nous montrons que

la lactoferrine, d’une manière similaire, induit des transitions ouverture/fermeture des pores

de OmpC et gêne donc le passage des ions à travers la membrane. Cet effet est plus prononcé

avec la lactoferrine humaine qu’avec la lactoferrine bovine. Les études de conductance n’ont

pas mis en évidence une fixation de la lactoferrine sur PhoE. Cette contradiction apparente

avec les études de fixation directe peut être expliquée par le fait que PhoE est sélectif pour les

anions tandis que OmpC est sélectif pour les cations. Le canal de PhoE contient un résidu de

lysine supplémentaire (Tucker et al., 1991) par rapport aux autres porines, OmpC en

particulier, qui pourrait empêcher l’interaction directe de la lactoferrine avec la zone de

constriction du pore.

• La lactoferrine exerce un effet antibactérien via les porines

L’étude de la croissance des différentes souches mutantes d’E. coli en présence ou en

absence de lactoferrine nous a permis de montrer que seule la croissance de la souche

exprimant PhoE comme porine principale est totalement inhibée par la lactoferrine. Par

ailleurs, la lactoferrine accélère la lyse des bactéries mutantes en phase stationnaire exprimant

OmpC ou PhoE. Il est intéressant de constater que ces deux porines sont celles sur lesquelles

la lactoferrine semble se fixer préférentiellement, qu’elles soient isolées ou présentes à la

surface des bactéries.

Nous pouvons donc conclure que l’activité bactéricide de la lactoferrine s’exerce, au

moins en partie, grâce à sa fixation sur les porines OmpC et PhoE d’E. coli. Des interactions

étroites entre la lactoferrine et OmpC limitent les flux d’ions et de nutriments à travers la



membrane mais ne conduisent pas à une inhibition marquée de la croissance. Au contraire,

l’affinité de la lactoferrine pour la porine PhoE est sensiblement plus faible que celle pour

OmpC. Cette différence d’affinité pourrait expliquer l’incapacité de cette protéine à diminuer

la perméabilité membranaire à travers PhoE. Néanmoins, la lactoferrine garderait la

possibilité de se déplacer vers le lipide A de la membrane externe, favorisant ainsi la

déstabilisation membranaire et la libération des LPS (Ellison et al., 1988). Pour étayer cette

hypothèse, il serait intéressant de doser les lipopolysaccharides libérés dans le milieu lors de

l’incubation des souches mutantes en présence de concentrations croissantes en lactoferrine.

Par ailleurs, nous avons effectué notre étude sur des bactéries mutantes possédant des LPS de

type rugueux, c’est-à-dire ne possédant pas d’antigène O. Il faudrait élargir notre étude à des

bactéries exprimant des LPS de type lisse afin de déterminer si, dans ce cas, la lactoferrine est

encore capable d’interagir avec les porines. En effet, des travaux ont montré que des bactéries

de type lisse fixent moins la lactoferrine et sont moins sensibles à son activité bactéricide que

des bactéries de type rugueux (Tigyi et al., 1992 ; Naidu et al., 1993). Ainsi, la présence de

l’antigène O sur les LPS pourrait gêner l’accessibilité des porines pour la lactoferrine.

• La lactoferrine interagit avec le CD14s et avec le complexe CD14s-LPS

Grâce à la technique du biosenseur et en collaboration avec le Dr D. Fernig (Université

de Liverpool, Royaume-Uni), nous démontrons que la lactoferrine se fixe avec une haute

affinité et spécifiquement au CD14s. Plusieurs travaux décrivent l’importance des 150 acides

aminés N-terminaux du CD14 dans les interactions avec les LPS et dans la signalisation

cellulaire (Viriyakosol & Kirkland, 1995 ; Juan et al., 1995 a,b ; Stelter et al., 1999). Cette

partie de la molécule présente une concentration de charges négatives importante. Par ailleurs,

la lactoferrine possède des séquences basiques qui lui permettent d’interagir avec différentes

molécules anioniques telles les protéoglycanes et les LPS (Legrand et al., 1997 ; Elass-

Rochard et al., 1995 ; Van Berkel et al., 1997). Ces différentes séquences sont probablement

impliquées dans les interactions de haute affinité entre la lactoferrine et le CD14s conduisant

à la formation d’un complexe stable entre ces deux glycoprotéines.

Par chromatographie d’affinité, nous démontrons que le complexe CD14s-LPS se fixe

également à la lactoferrine mais que cette interaction est plus labile que celle détectée, en

absence de LPS, entre le CD14s et la lactoferrine. De plus, la taille et la nature des LPS

altèrent les caractéristiques de fixation du CD14s sur la lactoferrine, le lipide A-KDO-heptose

étant la plus petite sous-unité des LPS modifiant de manière significative la force des



interactions entre la lactoferrine et le CD14s. En présence de LPS, la lactoferrine pourrait soit

se fixer sur une séquence acide du CD14s laissée libre par les LPS dans le complexe CD14s-

LPS, conduisant ainsi à la formation d’un complexe lactoferrine-CD14s-LPS, soit sur le lipide

A des LPS, le CD14s interagissant grâce à son activité lectinique avec les KDO et les

glycannes acylés des LPS (Cavaillon et al., 1996 ; Dziarski et al., 1998). Cette deuxième

hypothèse signifierait la formation d’un complexe CD14s-LPS-lactoferrine.

• La lactoferrine inhibe l’expression, induite par le complexe CD14s-LPS, de la

sélectine E et d’ICAM-1 à la surface des HUVEC

Ayant mis en évidence des interactions de haute affinité entre la lactoferrine et le

CD14s, nous avons étudié leurs effets sur l’activité biologique du complexe CD14s-LPS.

ICAM-1 et la sélectine E sont deux molécules d’adhésion dont l’expression est induite par les

LPS en présence de CD14s. Nos résultats montrent que l’expression de ces molécules

d’adhésion est inhibée par la lactoferrine, quel que soit l’ordre de présentation de cette

glycoprotéine au CD14s et aux LPS. Ainsi, la fixation de la lactoferrine au CD14s conduit à la

formation de complexes qui sont incapables d’activer les cellules endothéliales. Afin

d’expliquer ce phénomène, l’interaction du CD14s avec les HUVEC a été étudiée en présence

ou en absence de LPS et de lactoferrine. Nous démontrons que la lactoferrine n’influence pas

la fixation du CD14s sur les cellules en présence de LPS. Ce résultat indique que l’inhibition

de l’activation des cellules observée avec la lactoferrine n’est pas due à une diminution de la

fixation du complexe CD14s-LPS sur les HUVEC. Par ailleurs, la lactoferrine permet la

fixation du CD14s sur les cellules endothéliales en absence de LPS. Ce résultat est inattendu

puisque le CD14s libre ne se lie pas avec les cellules endothéliales. Ainsi, en présence de

lactoferrine, le CD14s et le complexe CD14s-LPS interagissent avec les HUVEC. Une

explication à cette observation serait que le CD14s et le complexe CD14s-LPS sont dirigés

vers les sites de fixation de la lactoferrine que nous avons mis en évidence en nombre

important sur les HUVEC. Ces sites sont certainement représentés par des protéoglycanes. En

effet, différentes études ont montré que la lactoferrine était capable de se fixer sur les

protéoglycanes, en particulier sur les héparanes sulfates et les chondroïtines sulfates (Zou et

al., 1992 ; Legrand et al., 1997 ; Damiens et al., 1998a). Ces protéoglycanes sont présents à la

surface des HUVEC (Hoogewerf et al., 1997 ; Kuschert et al., 1999). Cette hypothèse

pourrait être vérifiée en analysant la fixation de la lactoferrine sur des cellules traitées avec

différentes enzymes de dégradation des protéoglycanes. Par ailleurs, il n’est pas exclu qu’un



deuxième site de plus haute affinité intervienne dans l’interaction de la lactoferrine avec les

HUVEC. En effet, Fillebeen et coll. (1999a) ont démontré que les cellules endothéliales de

capillaire cérébral bovin possèdent deux sites de fixation pour la lactoferrine : le LRP et les

protéoglycanes. L’effet neutralisant de la lactoferrine sur l’activité du complexe CD14s-LPS

pourrait également s’expliquer par une interaction de la lactoferrine avec une région du

CD14s impliquée dans la transmission du signal à la cellule. Cette interaction permettrait au

CD14s de se fixer sur sa molécule cible mais rendrait l’activation cellulaire impossible. Cette

molécule transmembranaire pourrait être le "toll-like receptor 4" (TLR4) qui a été décrit

récemment comme la molécule signal des LPS dans les cellules endothéliales (Faure et al.,

2000). Afin de vérifier l’une ou l’autre de ces hypothèses, il serait intéressant de réaliser des

expériences d’inhibition de la fixation du complexe sur les cellules avec des anticorps dirigés

contre les molécules cibles de la lactoferrine, en particulier le LRP, ou contre celles du CD14s

telles que le TLR4.

La capacité de la lactoferrine à protéger l’animal contre le choc septique pourrait être

due, au moins en partie, à son interaction avec le CD14s. En effet, l’administation de la

lactoferrine avant des doses léthales de LPS permettrait la neutralisation du pool de CD14

soluble et réduirait notablement le choc septique. Ainsi, le rôle de la lactoferrine dans la

modulation du processus inflammatoire peut être attribué à sa capacité à chélater les LPS et à

interagir avec le CD14s. Lors du choc septique, un recrutement trop important des leucocytes

sur le lieu de l’inflammation conduit à des lésions des tissus sains et des organes. Nous avons

montré que, dans ce contexte, la lactoferrine inhibe l’expression de la sélectine E qui

intervient dans l’initiation des contacts cellulaires entre les leucocytes et les cellules

endothéliales et d’ICAM-1, un ligand des intégrines CD11a/CD18 et CD11b/CD18 qui est

impliqué dans l’adhésion ferme des leucocytes aux cellules endothéliales. Par ces

mécanismes, la lactoferrine limiterait la marginalisation des leucocytes. Par ailleurs, le CD14s

jouant un rôle essentiel dans la réponse inflammatoire induite par les LPS, il est possible que

la lactoferrine interfère avec l’expression et/ou l’activation d’autres molécules impliquées

dans le recrutement des leucocytes telles que VCAM-1 (un ligand des intégrines VLA-4 et

LPAM-1), les intégrines (en particulier CD11b/CD18) et les chimiokines (notamment l’IL-8).

Les interactions de la lactoferrine avec le CD14 pourraient aussi expliquer l’effet modulateur

de la lactoferrine sur la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et IL-6)

(Mattsby-Baltzer et al., 1996 ; Choe & Lee, 1999). Ainsi, nos résultats permettent d’expliquer

les mécanismes par lesquels la lactoferrine, libérée des neutrophiles ou administrée comme



agent thérapeutique, module le recrutement des cellules immunitaires sur le lieu de

l’inflammation.

Enfin, le CD14 est également impliqué dans la reconnaissance des peptidoglycanes

(Weidemann et al., 1997 ; Dziarski et al., 1998) et de l’acide lipotéichoïque (Kusunoki et al.,

1995 ; Cleveland et al., 1996) des bactéries Gram positif. La lactoferrine, en interagissant

avec le CD14, pourrait donc également moduler le processus inflammatoire induit par ces

bactéries.

• La lactoferrine inhibe la fixation des LPS sur la sélectine L présente à la surface

des neutrophiles

Nos résultats confirment ceux obtenus par Malhotra (1996a) montrant que la sélectine L

est capable de fixer les LPS et d’induire un signal cellulaire conduisant à la libération de

radicaux libres oxygénés. Nous démontrons que la lactoferrine entre en compétition avec la

sélectine L pour fixer les LPS et module ainsi la production d’hydrogène peroxyde par les

neutrophiles induite en présence de concentrations élevées en LPS. Par ce mécanisme, la

lactoferrine pourrait réguler en partie le stress oxydatif et éviter ainsi ses effets néfastes pour

l’organisme au niveau des tissus.

Par ailleurs, une étude a montré que, par sa capacité à interagir avec les LPS, la

lactoferrine bloque le mécanisme d’activation des neutrophiles dépendant du CD14m et de la

LBP (Wang et al., 1995). La lactoferrine est donc capable de neutraliser les LPS et

d’empêcher ainsi la libération de radicaux libres par les neutrophiles en présence d’autres

molécules biologiques comme la LBP.

L’ensemble de ces travaux a donc permis de montrer que :

� la lactoferrine exerce son activité antibactérienne, au moins en partie, via sa fixation

sur les porines OmpC et PhoE d’E. coli ;

� la lactoferrine module la réponse inflammatoire, d’une part, en se fixant sur le CD14s

et sur le complexe CD14s-LPS, ce qui entraîne une diminution de l’expression de

molécules d’adhésion impliquées dans le recrutement des leucocytes et, d’autre part,

en inhibant la fixation des LPS sur la sélectine L, ce qui a pour conséquence de

diminuer le stress oxydatif des neutrophiles.



Afin d’approfondir ces travaux, il serait intéressant d’étudier :

� l’effet modulateur de la lactoferrine dans les processus inflammatoires où les porines

sont impliquées ;

� les mécanismes conduisant à la neutralisation de l’activité du complexe CD14s-LPS,

notamment :

- la nature des sites de fixation du complexe lactoferrine-LPS-CD14s à la

surface des HUVEC ;

- le devenir de ce complexe sur les cellules ;

� l’action régulatrice de la lactoferrine dans d’autres mécanismes du processus

inflammatoire, en particulier sur :

- la production induite par les LPS de l’IL-8, une chimiokine impliquée dans le

recrutement et l’activation des leucocytes sur le lieu d’infection ;

- l’activation des intégrines β2 leucocytaires par le complexe CD14s-LPS.

Par ailleurs, ces dernières années, une recrudescence du nombre de chocs septiques dus

à des bactéries Gram positif a été observé. De nombreux travaux indiquent que les

peptidoglycanes et l’acide lipotéichoïque, deux constituants de la paroi des bactéries Gram

positif, sont les principaux responsables de la réponse inflammatoire induite par ces bactéries.

Il serait donc intéressant d’étudier si la lactoferrine peut également interagir avec ces

molécules toxiques et pertuber ainsi leurs effets néfastes.

Ces différents travaux auront pour but de préciser à l’échelle moléculaire et cellulaire

les propriétés anti-inflammatoires de la lactoferrine, ce qui permettrait d’envisager son

utilisation, à terme, dans la thérapie contre le choc septique.
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