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La lactoferrine :
une protéine
multifonctionnelle

Annick Pierce, Dominique Legrand, Joél Mazurier

> La lactoferrine est une molécule énigmatique
et fascinante apparue avec les mammiferes ; elle
appartient a la famille des transferrines, mais
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Depuis ces dix dernieres années, de nouvelles
f';orjct[ons orches’Frees par la Iaf:toferrme (?nt a la Lf des fonctions qui lui sont propres (Figure 1) et,
éteé decouvertes : immunomodulation, protection contrairement a la Tf, elle ne sera pas impliquée dans
contre le cancer et régulation de la croissance I’homéostasie martiale [3].
osseuse. L'objectif de cet article est de faire Synthétisée en continu par les épithéliums glandulai-
connaitre les multiples facettes de cette molé- res, la Lf est présente dans le lait, les larmes, la bile,
cule et d’en souligner implication dans de nom- la salive et les sécrétions des organes reproducteurs et
breux mécanismes de défense de I'oreanisme. < des tractus respiratoire et gastro-intestinal [4]. Elle
est également synthétisée au cours de la différencia-
tion des polynucléaires neutrophiles dans lesquels elle
I @1 . est stockée, ou par les cellules microgliales [5, 6]. La
concentration sérique de Lf est faible, mais ce taux est
Cet article est dédié a la mémoire  augmenté lors de la dégranulation des neutrophiles qui
de madame le Professeur Geneviéve Spik  conduit a une tres forte accumulation de Lf sur le lieu
de Pinflammation. La Lf humaine (hLf) est une glyco-
Isolée en 1960 [1], la lactoferrine appartient & la  protéine qui a pour caractéristique d’étre hautement
famille des transferrines : lactoferrines (Lf) et trans-  basique avec une distribution concentrée de ses charges
ferrines (Tf) fixent réversiblement deux ions ferriques et positives dans le domaine amino-terminal et dans la
possédent non seulement une structure primaire (59 %  région inter-lobe. La structure tridimensionnelle montre
homologie) mais également une conformation spatiale  que ce polypeptide est structuré en deux lobes globulai-
tres proches avec des sites de liaison du fer identiques.  res correspondant aux moitiés amino- et carboxy-ter-
Elles différent par leur charge de surface (pHi de 8,4-9  minales liées par une courte hélice o.. Chaque lobe est
pour la Lf et de 5,4-5,9 pour la Tf) et la stabilité de la  structuré en deux domaines qui délimitent une crevasse
liaison protéine-fer [2]. €n effet, la stabilité de fixa- profonde & I’intérieur de laquelle est situé le site de
tion du fer ferrique en fonction du pH de la Lf est supé-  fixation du fer (Figure 2) [7, 8]. Le domaine amino-
rieure a celle de la Tf. Il faut en effet un pH inférieur a  terminal est le siége des interactions de la Lf avec ses
2 pour dissocier le fer de la Lf, alors qu’un pH inférieur nombreux partenaires: glycosaminoglycanes (GAG),
a 6 suffit a le dissocier de la Tf. Cette caractéristique, lipopolysaccharides (LPS), ADN et récepteurs, et par-
associée a une affinité pour le fer sensiblement supé- la méme, il intervient dans la majorité de ses activités
rieure & celle de la Tf @ pH neutre, attribue un role de  biologiques [9]. Ces caractéristiques sont partagées par
chélateur du fer & la Lf, plutdt que celui de transporteur  d’autres Lf, notamment par la Lf bovine (bLf), molécule
du fer, propre a la Tf. Ces caractéristiques vont conférer  la plus utilisée dans les essais in vitro et in vivo.
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Activité anti-microbienne

La Lf est un élément clef du systeme de défense inné de I'hote et
possede un large spectre antimicrobien qui s’étend des bactéries
Gram- et Gram+, levures, champignons, a certains virus et protozoaires
(Tableau |). Récemment, le groupe de Teng a fait une découverte
primordiale en montrant que I’expression de la Lf pouvait étre direc-
tement induite par un stimulus proinflammatoire : LPS ou ARN double
brin, mimant une attaque virale [10].

Activité anti-bactérienne

La Lf est a la fois bactériostatique et bactéricide (pour revues voir
[9, 11, 12]). Le principal mécanisme par lequel elle exerce son
action bactériostatique est la privation en fer. Sécrétée dans les
fluides biologiques sous une forme non saturée (apo-Lf), elle inhibe
la croissance des bactéries par compétition avec les sidérophores
bactériens pour la séquestration du fer libre. A c6té de cette activité
bactériostatique, la Lf exerce aussi une activité bactéricide indé-
pendante de sa fonction de chélateur du fer. Par sa capacité a se
fixer directement aux LPS, aux acides lipoteichoiques (molécules de
la paroi bactérienne) ou aux porines, la Lf déstabilise la membrane
des bactéries, provoque leur fragilisation et augmente leur perméa-
bilité. U'activité bactéricide de la Lf passe également par I’inhibition
de Pattachement des bactéries aux cellules hotes. Ainsi, en se fixant
aux GAG et intégrines de I’hGte, la Lf neutralise ces pathogenes des
les premiers stades de I"infection. La résistance aux antibiotiques
de certaines bactéries peut étre due au fait qu’elles sont capables
de s’organiser en biofilm. Des études in vitro montrent que I’apo-Lf,
en interagissant avec ces différentes molécules de surface, peut
prévenir la formation de ces biofilms.

U'activité bactéricide de la Lf est concentrée dans la région amino-
terminale fortement basique. Cette portion de la protéine peut étre
libérée sous Iaction de la pepsine lors de la digestion. Le peptide

M/S n° 4, vol. 25, avril 2009

Anti-tumoral

Anti-métastatique
Anti-angiogénique
Pro-apoptotique

Croissance

Figure 1. La lactoferrine : une protéine mul-
tifonctionnelle. Les rdles multiples de la lac-
toferrine sont regroupés en secteurs: roles
anti-microbiens, immunomodulateurs, anti-
tumoraux, dans "absorption du fer et dans la

croissance osseuse.

antimicrobien produit est appelé lac-
toferricine (Lfcine) (Figure 3) [13].
osseuse Son activité bactériolytique a spec-
tre large (Tableau |) est supérieure &
celle de la Lf native, la Lfcine d’ori-
gine bovine (LfcineB) étant la plus
active [14]. Ainsi, la Lf, en sacrifiant
la majeure partie de sa chaine poly-
peptidique, produit une arme anti-
bactérienne beaucoup plus puissante
qu’elle-méme. Lefficacité des Lfcines
fait que de nouveaux peptides anti-
microbiens ont été élaborés et testés, notamment la
lactoferrampine (Lfampine) [15].

Les données fournies par des études expérimentales et
épidémiologiques montrent que les facteurs génétiques
jouent un rdle primordial dans la susceptibilité aux
infections. L'étude du polymorphisme du gene de la Lf
montre effectivement "existence de variants possédant
des propriétés physicochimiques et biologiques spécifi-
ques. Une analyse, réalisée chez des sujets atteints ou
non de parodontite juvénile agressive, montre que les
sujets non affectés possedent un résidu lysine en posi-
tion 29, alors que les sujets atteints possédent en lieu
et place un résidu arginine [16]. Le fait que le mutant
LF*2R posséde une plus grande activité bactéricide
que la protéine native confirme qu’il existe bien une
susceptibilité génétique a certains pathogénes.

Activité antivirale

La Lf exerce cette activité contre des virus a ADN et a
ARN, en particulier ceux de I’hépatite, de I’herpes et
du VIH (virus de "immunodéficience humaine) (revues
dans [8, 10,11]). Le mécanisme de "action antivirale
de la Lf n’est pas completement élucidé. Néanmoins,
dans la plupart des études réalisées in vitro, la Lf
inhibe attachement et I’entrée des virus en intera-
gissant avec les GAG et les intégrines utilisés par les
virus pour pénétrer leurs cellules hotes. La Lf semble
également pouvoir inhiber la réplication virale du virus
VIH-1, du virus de I’hépatite chronique C et des rota-
virus in vitro. Les premiers essais cliniques ont montré
que "administration orale de Lf augmentait la réduc-
tion de la charge virale chez des patients infectés par
le virus de I’Herpeés traités par I’acyclovir.



Bactéries

Actinobacillus
Actinomycetemcomitans
Bacillus stearothermophilus
Bacillus subtilis
Bacillus stearothermophilus
Burkholderia cenocepacia
Clamydophila psittaci
Clostridium spp.

bLf Escherichia coli spp.

hLf Enterococcus spp.
Haemophilus influenzae
Helicobacter felis
Helicobacter pylori
Legionella pneumophila
Listeria monocytogenes
Micrococcus spp.
Mycobacterium tuberculosis
Neisseriaceae
Pasteurellacea
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhimurium
Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Staphylococcus aureus
Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Vibrio cholerae
Vibrio parahaemolyticus

Bacillus subtilis
Clostridium
Corynebacterium
Enterococcus
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus

LfcineB

LfcineH

Listeria monocytogenes
Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Salmonella enteriditis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Yersinia enterocolitica

LfampineB  Bacillus subtilis

LfampineH  Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Virus

Adénovirus

Cytomégalovirus (CMV)

Entérovirus

Hantavirus

Poliovirus

Polyomavirus

Rotavirus

Virus de Friend

Virus de I’hépatite B (HBV)

Virus de I’hépatite C (HCV)

Virus de I’herpés simplex 1 (HSV-1)
Virus de I’herpés simplex 2 (HSV-2)
Virus de I’herpés simplex félin (FSV-1)
Virus de I'immunodéficience humaine (HIV)
Virus Sindbis

Virus Semliki Forest

Adénovirus
Calcivirus félin
CMV

VIH

HSV

Champignons
Levures

Aspergillus fumigates
Aspergillus niger
Candida albicans
Candida glabrata
Candida krusei

Phoma exigua
Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotium rolfsii
Rhizoctonia solani
Trichoderma viride
Trychophyton mentagrophytes

Candida spp.

Candida albicans

Parasites

Babesia caballi

Eimeria stiedai
Entamoeba histolytica,
Plasmodium berghei
Plasmodium falciparum
Toxoplasma gondii
Tritrichomonas feetus
Trypanosoma brucei
Trypanosoma cruzi

Eimeria stieda
Giardia lamblia
Toxoplasma gondii

Tableau I. Micro-organismes contre lesquels s’exerce I'activité anti-infectieuse des lactoferrines humaine et bovine ou des peptides naturels (Lfcine) ou

synthétiques (Lfampine) issus de ces lactoferrines [9, 11, 12, 14, 15].
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Charges

Activités anti-fongique, anti-parasitaire et anti-prion

La prise orale de bLf réduit significativement la candidose buc-
cale [9, 11, 12], allant jusqu’a la guérison totale de certains des
animaux affectés. Cette activité antifongique est en relation avec
la capacité qu'a la Lf de s’adsorber sur les levures, de déstabiliser
leur paroi mais aussi d’induire Iapoptose chez ces organismes.
Lactivité antiparasitaire semble complexe et fait appel aux diffé-
rentes stratégies mises en place par la Lf: fixation a la membrane
de "amibe Entamoeba histolytica causant ainsi des dommages
importants, inhibition de la croissance de Toxoplasma gondii dans
ses cellules hGtes et interaction avec des récepteurs spécifiques
présents a la surface de Trichomonas vaginalis et Trypanosoma
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X Glycanes

Figure 2. Structure tridimensionnelle de la

% Région charniere lactoferrine. La structure tridimensionnelle
(hélice-a)

présentée est celle d’une hLf saturée en
fer montrant I'extrémité amino-terminale
correspondant aux résidus 'GRRRR® (don-
nées de diffraction aux rayons-X; référence
pdb 2BJJ) [17, 18]. A. La structure montre
I’organisation bilobée de la molécule avec,
en orange, les hélices o et, en vert, les
feuillets . Les acides aminés N-t et C-t
sont indiqués. B. La structure montre Ior-
ganisation en 4 domaines de la Lf : N1 et N2,
et Cl et C2 pour les lobes N-t et C-t, respec-
tivement. Les sites de fixation du fer sont
localisés aux interfaces entre chaque paire
de domaines. C. La photo montre la surface
accessible aux solvants de la molécule
avec la distribution des charges positives
(bleu) et négatives (rouge). La modélisa-
tion moléculaire a été réalisée en utilisant

le programme Chimera (http://www.cgl.
ucsf.edu/chimera/).

cruzi [9, 11, 12]. La bLf pourrait éga-
lement diminuer infectiosité par le
prion en inhibant "accumulation de
la forme infectieuse dans des cellules
infectées [19].

Modulation
de la réponse inflammatoire

La Lf est un puissant modulateur de la
réponse inflammatoire protégeant I’or-
ganisme des agressions de pathogénes
mais jouant également un rdle clef
dans les pathologies inflammatoires
[9, 20, 211.

Activité anti-inflammatoire

Eninteragissant avec les LPS et de nombreux récepteurs
a la surface des cellules épithéliales et immunes, la Lf
module la production de cytokines et le recrutement
de cellules immunes au site de I'inflammation et
protége ainsi du choc septique [9, 20, 21]. De nom-
breuses études chez I"animal montrent qu’une prise
orale de bLf protége efficacement contre des doses
létales de LPS. Le mécanisme d’action de cette pro-
tection est illustré par la Figure 4. La Lf, en diminuant
’environnement proinflammatoire, protége également
contre certaines maladies: arthrite rhumatoide,



inflammation chronique de I’intestin, maladies neu-
rodégénératives et allergie cutanée. De nombreuses
études utilisant des modéles animaux d’inflammation
expérimentale des différents tissus touchés montrent
que I'administration orale de bLf réduit I'inflamma-
tion. Dans la plupart des cas, cette protection est
également due a une diminution de la production de
TNF-a (tumor necrosis factor) et I'lL(interleukine)-
1B et une augmentation de I’lL-10. Cette modulation
du processus inflammatoire passe également par
une diminution du recrutement de cellules immunes,
notamment des leucocytes.

Activité anti-oxydante

L'activation des monocytes/macrophages par les
LPS ou le TNF-a déclenche I'activité phagocytaire et
conduit a une production accrue d’espéces oxygénées
réactives qui peut étre amplifiée en présence de fer
libre. La Lf libérée au site de I’inflammation, en pié-
geant le fer, limite ce processus et le dommage causé
aux membranes cellulaires en prévenant la peroxyda-
tion des lipides. Récemment, une étude clinique sur
une cohorte de 90 patients atteints d’hépatite C chro-
nique montre que les sujets qui ont ingéré de la bLf
présentent une amélioration de leur statut oxydant
hépatique [22].

Activité pro-inflammatoire
La Lf influence non seulement "immunité innée, mais
aussi I’immunité acquise, en stimulant les répon-

ses de I’hdte [9, 20, 21]. Des expériences réalisées chez I’animal
montrent que la bLf stimule la maturation et la différenciation des
cellules T, ainsi que I’activité phagocytaire des cellules immunes.
La prise orale de bLf augmente en effet le nombre de lymphocytes
T CD4" dans les tissus lymphoides, et entrafne Iinduction de la
production d’IL-18 et la polarisation des lymphocytes en cellules
T auxiliaires de type 1 (Th-1). Ces derniéres conduisent ensuite a
I’élimination du virus de I"hépatite C lors d’une thérapie par I’in-
terféron, favorisent la phagocytose de Staphylococcus aureus et de
certains champignons et augmentent I’efficacité d’une vaccination
par le BCG. Par ailleurs, I’ingestion de Lf augmente la production
de splénocytes, d’IFN (interféron)-y et d’IL-12 en réponse & une
infection par le virus de I’herpeés.

La Lf : une arme contre le cancer ?

La Lf se place également au carrefour de la régulation de processus
cellulaires cruciaux que sont le cycle et la mort cellulaires. €n exer-
cant un rdle de surveillance de la croissance des cellules, la Lf lutte
contre la tumorigenése et le développement de métastases, ce qui
suggere que cette molécule pourrait jouer le réle d’un suppresseur
de tumeur. Les Lf native et recombinante, les Lfcines et la delta-lac-
toferrine (ALf), isoforme intracellulaire de la hLf, possedent toutes
une activité antitumorale [9, 14, 21, 23, 24].

Activation de cellules immunes

Les activités antitumorales de la Lf ont d’abord été attribuées a
son potentiel immuno-modulateur, et notamment a sa capacité a
favoriser la cytotoxicité des cellules NK (natural killer). De nombreux
modeles animaux de carcinogenése chimique ciblant spécifiquement

W aa chargé +

u aa hydrophobe
aa aromatique

+ autre aa

LfcineB
(peptide
en solution aqueuse)

Domaine LfcineB
(in situ)

Figure 3. Structure de la lac-
toferricine (Lfcine) et loca-
lisation du domaine Lfcine
et de la séquence de la lac-
toferrampine (Lfampine) sur
la Lf. La figure montre (4) le
domaine LfcineB tel qu’il est
conformé dans la bLf (résidus
17-41; référence pdb 1BLF)
[25], et (B) le peptide de 25
résidus d’acides aminés de la
LfcineB en solution aqueuse
déterminé par spectrosco-
pie RMN (référence pdb 1LFC)
[26]. Les positions des acides

=
Lfampine

LfcineH aminés chargés positivement,

hydrophobes et aromatiques,

sont indiquées, ainsi que la position des résidus de Trp 19 et 21 dans la bLf. Les positions de la LfcineH (orange et rouge), de la LfcineB (orange) et

de la LfampineB ou LfampineH (vert) sont montrées sur les vues de face (C, €) et de profil gauche (D, F) de la hLf. La représentation en ruban est

montrée en C et D et celle de la surface de la molécule accessible aux solvants en € et F. La modélisation moléculaire a été réalisée en utilisant le

programme Chimera (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).
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Figure 4. La neutralisation des LPS par la
lactoferrine protége du choc septique. Les LPS

libérés dans la circulation sanguine s’associent

&
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- Expression de molécules d'adhérence :
sélectine €, ICAM-1, VCAM-1

Cellules endothellules

a la LBP (LPS-binding protein) et au récepteur
membranaire CD14 présent sur les monocytes
et les macrophages. A. L'activation de ces
cellules nécessitera 'interaction du complexe
ternaire avec le récepteur TLR4 (cell-signal-
ling Toll-like receptor 4). B. Les cellules endo-
théliales dépourvues de CD14 seront activées
par la présentation au TLR4 du complexe LPS-
LBP-CD14 soluble. Le CD14 soluble est produit
soit par les cellules activées, soit par clivage
enzymatique du CD14 membranaire. Lacti-
vation des monocytes/macrophages et des
cellules endothéliales conduit a la production

de cytokines proinflammatoires. Produites en

quantités modérées, ces molécules ont un effet bénéfique mais, lorsque leur production est excessive, il en résulte des altérations tissulaires pou-

vant conduire au choc septique. Uaction de ces cytokines sur les cellules endothéliales conduit également a une augmentation de I’expression des

molécules d’adhérence dont les ligands sont portés par les neutrophiles et les monocytes. L’adhésion des neutrophiles, suivie de leur dissémination

dans les tissus, joue un réle majeur dans le processus inflammatoire. C. La Lf, en piégeant le LPS, inhibe la formation des différents complexes et

s’oppose aux effets délétéres du LPS, offrant ainsi une protection contre le choc septique [9, 20].

différents organes ont été mis en place. A chaque fois, les animaux
traités oralement avec de la bLf ont mieux résisté aux cancérigénes.
Leur protection semble étre corrélée a un nombre élevé de cellules NK
et de lymphocytes T exprimant CD8, CD4 et I'IFNy dans la circulation
et la muqueuse intestinale.

Inhibition de ’angiogenése
In vivo, la bLf inhibe également I"angiogenese, mécanisme qui
favorise la néovascularisation indispensable a la croissance des
tumeurs et au développement des métastases. Cette activité impli-
que Pactivité anti-angiogénique de la cytokine IL-18. La prise
orale de bLf conduit en effet a I"activation de la caspase-1 et, par
conséquent, a la maturation de I’IL-18. Cet effet anti-angiogénique
semble spécifique a la bLf, la hLf exercant, quant a elle, un effet
pro-angiogénique in vitro via la surexpression du récepteur du VEGF
(vascular endothelial growth factor) (KDR/FIk-1) et la migration de
cellules endothéliales.

Régulation de la croissance cellulaire

La Lf limite la croissance des cellules tumorales en induisant un
arrét du cycle cellulaire en G1/S. Cet arrét est provoqué par un
ensemble de processus qui géere la valse des cyclines et leur dégra-
dation, la régulation par phosphorylation de kinases et la disponibi-
lité des facteurs d’initiation de la transcription (Figure 5). La Lf est
au ceeur de cette régulation mais il est difficile de proposer une vue
d’ensemble, les événements qu’elle contréle ayant été étudiés dans
des modeles cellulaires différents. Ainsi, la Lf inhibe la voie des
MAP kinases dans les cellules MDAMB-231 (issues d’un adénocarci-
nome du sein humain) via une diminution des activités cdk2 (cyclin
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dependent kinase) et cdk4, et a une augmentation de
I’expression de I'inhibiteur p21. Dans les cellules de
carcinome du cou et de la téte, elle agit en activant
la voie dépendante de p27/cycline € via la phospho-
rylation de AKT. Dans les cellules de carcinome du col
de I'utérus, la Lf entraine une surexpression du sup-
presseur de tumeur p53 via la voie NF-kB. La progres-
sion du cycle et la traduction d’acteurs cellulaires
de la transition G1/S nécessitent la dissociation du
complexe Rb-E2F par phosphorylation de Rb (protéine
du rétinoblastome). La Lf, en induisant la surexpres-
sion de Rb, maintient une concentration élevée en
Rb non phosphorylée et conduit donc a la rétention
de €2F. La ALf provoque également un arrét du cycle
cellulaire via la surexpression des genes Rb et Skpl.
Skpl appartient au complexe SCF (Skpl/Cullin/F-
box) ubiquitine ligase responsable de la dégradation
par le protéasome d’acteurs du cycle cellulaire de la
transition G1/S.

Promotion de I’apoptose

€n équilibre constant avec la prolifération, I’apoptose
est nécessaire a la survie des organismes cellulaires.
De nombreux travaux montrent que la Lf est capable
de déclencher le processus apoptotique via 'activa-
tion des caspases 3 et 8 et de la voie Fas. Les peptides
naturels ou synthétiques de la Lf sont également cyto-
toxiques pour les cellules tumorales in vitro et in vivo
et la Lfcine provoque "apoptose dans différents types



cellulaires. Uexpression de la ALf conduit également
a la mort cellulaire via la transactivation des genes
Bax et Fas.

Les Lf : des suppresseurs de tumeurs ?

Puisque la Lf et la ALf possédent toutes deux des
activités antitumorales, elles pourraient se com-
porter en suppresseurs de tumeur. Les genes sup-
presseurs de tumeur perdent leur fonction dans les
cancers humains, et il a été montré que I’expression
de ces deux isoformes est fortement diminuée, voire
éteinte dans certains cancers. Des altérations géné-
tiques et épigénétiques inactivent le gene de la Lf
fournissant aux cellules cancéreuses un réel avantage
prolifératif [27]. Il est intéressant de noter que le
taux élevé de ces deux transcrits dans des biopsies de
glandes mammaires cancéreuses est corrélé a un bon
pronostic [28]. Les activités immunomodulatrice,
anti-oxydante et anti-tumorale de la Lf suggérent
qu’elle puisse étre un candidat trés prometteur dans
la lutte contre la tumorigenése ou, en tout cas, dans
sa prévention.

Les Lf : des facteurs de transcription ?

Cette question n’a toujours pas trouvé de réponse
claire. La hLf posséde la capacité de se fixer a des

séquences spécifiques d’ADN dont I'une d’entre elles s’est révélée
étre un élément de réponse fonctionnel. Elle possede, en plus de
la séquence NLS (séquence de localisation nucléaire) conservée
parmi les Lf de différentes espéces et fonctionnelle dans la ALf,
une séquence NLS qui lui est propre et qui correspond aux résidus
1-5 amino-terminaux [29, 30]. Ces deux Lf ont été observées dans
le noyau ou elles exercent une activité de facteur de transcription
activant pour la Lf le géne de I'/L-13 et pour la ALf les génes Skpl,
Rb, Bax, Fas et DcpS (decapping enzyme scavenger) [29, 31, 32].
La polémique tourne donc autour d’un probléeme d’adressage. Si
la ALf cytoplasmique peut transiter aisément jusqu’au noyau, la
Lf de sécrétion doit, aprés endocytose et avant son transfert au
lysosome, emprunter une voie qu’il reste a découvrir pour accéder
au noyau.

Régulation de la croissance osseuse

Le remodelage osseux est le fait d’une coopération étroite et
précise entre les ostéoclastes qui détruisent le tissu osseux, et
les ostéoblastes qui le reconstruisent [33]. La bLf stimule la pro-
lifération des ostéoblastes in vitro en favorisant la croissance
osseuse. Elle limite également la résorption osseuse en inhibant
I’ostéoclastogenese. Ces résultats sont encourageants, mais le
mécanisme d’action reste encore a étre élucidé. Néanmoins, la Lf
semble jouer un réle physiologique clef dans la formation osseuse
et pourrait étre un agent thérapeutique potentiel de la lutte contre
I’ostéoporose [34].
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Figure 5. La lactoferrine au carrefour entre proliféra-
tion et apoptose. Les protéines Rb et p53 jouent un rdle
déterminant dans la régulation du cycle cellulaire. A. La
progression du cycle repose sur 'activation du facteur de
transcription €2F qui active les génes dont "expression est
nécessaire a la phase S. Rb inhibe I’interaction de €2F avec
le complexe d’initiation de la transcription, en se fixant sur
son domaine d’activation. Le blocage de la progression du
cycle cellulaire est réalisé par Rb sous forme non ou hypo-

phosphorylée. Au cours de la phase G1, Rb est phosphorylée
Arret

du cycle par la cycline D/cdk4 mais continue d’interagir avec €2F.

Le changement de conformation du a cette phosphoryla-
tion favorise la seconde vague de phosphorylation par le
complexe cycline €/cdk2, ce qui aura pour conséquence
d’inactiver Rb, de libérer €2F et de déclencher la phase S.
B. Le contrdle de I'intégrité cellulaire est aussi assuré par

le facteur de transcription p53 qui active la transcription de nombreux acteurs du cycle cellulaire, dont I’inhibiteur p21 qui bloque la pro-

gression du cycle en se fixant sur n’importe quel complexe cycline/cdk, inhibant ainsi leur activité. Il y aura alors réparation ou apoptose.

P53 activera également la transcription d’un facteur anti-angiogénique, la maspine et du facteur pro-apoptotique Bax. La Lf et la ALf vont

toutes deux participer au contrdle du cycle et de la mort cellulaire. C. La Lf induit une surexpression de Rb qui s’accumule majoritairement

sous forme hypophosphorylée conduisant a la rétention de €2F. La Lf peut également inhiber I’activité kinase de cdk4 et cdk2, activer I'ex-

pression de p53 et augmenter indirectement, mais spécifiquement, le niveau de I’inhibiteur de la kinase dépendante des cyclines p21. D. La

ALf transactive les génes Bax, Fas, Rb et Skpl. La protéine Skpl appartient au complexe SCF a activité ubiquitine ligase responsable de la

dégradation protéasomale de nombreux acteurs du cycle cellulaire de la transition G1/S.
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Régulation de I’hémostasie martiale

Le r6le de la Lf dans I"absorption intestinale du fer est toujours un grand
sujet de controverse. Si les nourrissons alimentés au lait maternel pré-
sentent moins de problémes d’anémie que ceux qui sont nourris avec des
laits maternisés, les nombreuses expériences de supplémentation des
laits par la bLf tendent a démontrer que la Lf n’est pas impliquée dans ce
processus [35]. Ces données ont été confirmées sur la base de modéles
animaux et notamment les souris [f”". €n effet, les souriceaux issus d’un
croisement de souris [f”~ et de souris sauvages ne souffrent pas de I’ab-
sence de Lf dans le lait de leur mére [36]. Des travaux récents relancent
la polémique puisqu’un récepteur de la Lf (intelectine) a été caractérisé
a la surface de la muqueuse intestinale feetale [37] et qu’une étude
menée en parallele sur 300 femmes enceintes ayant une anémie ferri-
prive montre qu’une prise orale de bLf entraine une amélioration, voire
la guérison de ces patientes [38].

Conclusion

La découverte de la Lf dans le lait maternel il y a soixante ans ne per-
mettait pas d’imaginer qu’elle puisse posséder un tel potentiel théra-
peutique. Ses nombreuses activités biologiques, dont la spécificité a
parfois été mise en doute mais dont les effets ont souvent été claire-
ment démontrés in vivo, et le fait qu’elle soit dépourvue de toxicité, font
qu’elle suscite un intérét industriel important dans les domaines agroa-
limentaire et pharmaceutique, et la classent parmi les alicaments. Cent
tonnes de bLf sont purifiées et mises sur le marché chaque année. La hLf
recombinante est produite dans différents micro-organismes et plan-
tes, mais également directement dans le lait d’animaux transgéniques.
Les applications sont nombreuses et de plus en plus d’essais cliniques
sont réalisés afin de tester in vivo son efficacité en tant qu’agent anti-
microbien, immunomodulateur et/ou anti-cancéreux. ¢

SUMMARY

Lactoferrin: a multifunctional protein

Lactoferrin (Lf) is an iron-binding glycoprotein of the transferrin family
that is expressed and secreted by glandular cells and found in the secon-
dary granules of neutrophils from which it is released in infected tissues
and blood during the inflammatory process. Initially described as an
iron-binding molecule with bacteriostatic properties, Lf is now known to
be a multifunctional or multi-tasking protein. It is a major component of
the innate immune system of mammals. Its protective effects range from
direct anti-microbial activities against a large panel of microorganisms
including bacteria, viruses, fungi, and parasites, to anti-inflammatory and
anti-cancer activities. While iron chelation is central to some of the biolo-
gical functions of Lf, other activities involve interactions of Lf with mole-
cular and cellular components of both hosts and pathogens. Its powerful
antimicrobial activities, immunomodulatory properties and prevention of
septic shock, anti-carcinogenic functions and its growing importance in
iron delivery and bone growth, combined with the data obtained either by
in vivo studies or clinical trials, make this molecule and its derivatives very
promising tools for health or nutritional applications. ¢
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GLOSSAIRE

Tf : transferrine

Lf: lactoferrine

bLf : lactoferrine bovine

hLf : lactoferrine humaine

LPS : lipopolysaccharide

GAG : glycosaminoglycanes

NLS : signal de localisation nucléaire

VIH : virus de 'immunodéficience humaine
TNF-0L : tumor necrosis factor-ot

VEGF : vascular endothelial growth factor
NK : natural killer

cdk: cyclin dependent kinase
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101, rue de Tolbiac ——
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M Atelier de formation n° 197

Exploration métabolique et structurale
des mitochondries en pathologie et perspectives thérapeutiques

Organisateurs : Jean-Pierre Mazat (Inserm U688, Bordeaux), Vincent Procaccio (UMR CNRS 6214-Inserm U771, Angers), Pascal
Reynier (Inserm U694, Angers)

Phase | ¢ Le point sur...
16-18 septembre 2009

Objectifs * Le métabolisme énergétique mitochondrial est affecté dans de nombreuses maladies héréditaires, mais aussi dans la
plupart des pathologies communes (cancer, maladies neurodégénératives, diabeéte et obésité) et au cours du vieillissement. Lefficacité
de la conversion énergétique est sous la dépendance de multiples facteurs environnementaux et génétiques impliquant les génomes
mitochondriaux et nucléaires. Les voies de signalisation tissu-spécifiques intervenant dans la régulation de la biogenese et de I'activité
mitochondriale impliquent des coactivateurs transcriptionnels de la famille PGC1 et des déacétylases de la famille des sirtuines qui
peuvent étre activées par des polyphénols aromatiques. Sur le plan structural, le métabolisme énergétique est étroitement influencé
par la structure des crétes et du réseau mitochondrial, dont la plasticité résulte d'un équilibre entre les mécanismes de fusion et de
fission. L'exploration des mitochondries se révele aujourd’hui particulierement utile dans de nombreux modéles physiopathologiques et
expérimentaux et lors de |'évaluation de I'impact thérapeutique ou toxicologique de nouvelles molécules. Cela nécessite de développer
différentes approches complémentaires permettant d’apprécier |'efficacité de la conversion énergétique, les modifications structurales,
les perturbations des voies de régulation, les phénomeénes d'instabilité de I’ADN mitochondrial et les variations du protéome mitochon-
drial. L'objectif de cet atelier est de faire le point sur les méthodes d'investigation les plus appropriées pour réaliser ces explorations, de
définir les modeles cellulaires et animaux les plus pertinents et d’envisager les perspectives thérapeutiques de ciblage mitochondrial.

Public ® Chercheurs, médecins, ingénieurs, postdoctorants et étudiants du milieu académique et du secteur industriel intéressés par
I'exploration des fonctions métaboliques mitochondriales et par I'exploration de la plasticité mitochondriale. Des bases de biochimie
métabolique, de biologie cellulaire et moléculaire sont souhaitées pour la phase II.

Les conférences seront données en anglais.
Nombre maximum de participants : 100

Programme ® - Pathologies mitochondriales héréditaires et dysfonctionnements mitochondriaux dans les maladies communes
— Explorations métaboliques et protéomiques

— Exploration de la structure et de la plasticité mitochondriale

- Exploration des mutations et de I'instabilité de I’ADN mitochondrial

- Modeles d'études et perspectives thérapeutiques

- Mitochondrie et bioinformatique

Phase Il ® Maitrise technique
21-23 septembre 2009 ¢ Bordeaux/Angers

Programme ® - Bordeaux : Modélisation du métabolisme mitochondrial. Utilisation d’un ensemble d’outils logiciels faciles d’emploi
pour effectuer des modélisations du fonctionnement des réseaux métaboliques mitochondriaux et de leur régulation.

— Angers : Méthodes d’étude du métabolisme mitochondrial (polarographie, enzymologie, BN page), de la structure mitochondriale
(vidéomicroscopie, modélisation de la structure du réseau mitochondrial) et de I’ADN mitochondrial (techniques d’analyse compléte
du génome mitochondrial).

Sélection ® 5 participants pour chaque site seront sélectionnés parmi les participants de la phase .

Avec la participation de ® Roderick Capaldi (Eugene, USA), Amaud Chevrollier (Angers, France), Jean-Paul di Rago (Bordeaux,
France), Chittibabu Guda (Rensselaer, USA), Marcia Haigis (Boston, USA), Guy Lenaers (Montpellier, France), Anne Lombeés (Paris,
France), Carmen Mannella (Albany, USA), Jean-Pierre Mazat (Bordeaux, France), Amold Munnich (Paris, France), Vincent Procaccio

(Angers, France), Thierry Rabilloud (Grenoble, France), Manuel Rojo (Bordeaux, France), Pierre Rustin (Paris, France), Douglas
Wallace (Irvine, USA).

Date limite d’inscription : 26 juin 2009
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