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Summary

Presence and production of |
transferrin in the adult rat brain |
have been investigated, using |
combined immunohistoche- |
mistry and in situ hybridization

technique on tissue sections. |
Indirect immunofluorescence |
with five distinct antibodies

against rat and human transfer-
rin (including a monoclonal anti-
body) demonstrated staining of
the cytoplasm of oligodendrocy-
tes (a category of glal cells) in
most parts of the brain, espe-
cially in the white matter. In situ
hybridization procedure using as
a probe rat transferrin comg]c-
mentary DNA labeled with 32P
demonstrated the presence of
transferrin mRNA in glal cells
whose aspect, topography and
organization exactly matched the
ones of cells stained with
transferrin ~ antisera.  These
results provide evidence that the
transferrin gene is expressed in
the central nervous system and
that transferrin is produced and
stored by oligodendrocytes in
the adult rat brain. These data
suggest that this molecule could
have specific functions in rela-
tion to the nervous system acti-
vity.
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Production
de transferrine
par les oligodendrocytes
dans le cerveau adulte
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¥ ¢tude de la transferrine
suscite depuis quelques
années un regain d’intérét
en raison de certaines pro-
priétés nouvellement mises
en évidence de cette molécule.
Outre son role dans le transport
sérique du fer [1] et dans sa cession
aux cellules de la lignée érythro-
poiétique [1], la transferrine appa-
rait comme un facteur indispensable
a la prolifération, a la différen-
ciation et 4 la maturation de
nombreux types cellulaires in vitro
[2] et probablement in vivo [3]. En
particulier, la transferrine a été
identifiée comme un facteur endo-
géne capable de promouvoir la dif-
férenciation du muscle et du rein au
cours du développement [3, 4].
Divers résultats montrent, qu’outre
le foie, il existe d’autres sites de syn-
thése de transferrine dans lorga-
nisme, tels Poviducte [5] et le testi-
cule [6). Par ailleurs, il a été mis en
évidence récemment une présence
d’ARN messager (ARNm) de la
transferrine dans le muscle strié [7]
au cours du développement et dans
le systéeme nerveux central, chez le
poulet [5] et le rat [7]. Chez cette
derniére  espéce, la  quantité
d’ARNm présente augmente pro-

gressivement a partir de la naissance -
pour atteindre un plateau a Dige -

adulte [7]. L’expression du géne de

la transferrine dans le cerveau du rat-
adulte est indépendante des facteurs'
qui la font varier au niveau du foie; "

en particulier la charge en fer de
Porganisme [8].
Ces observations nous ont conduit,

dans le présent travail, a rechercher:
les sites de production de transfer-

rine dans le cerveau du rat adulte,

en identifiant sur coupes histologi-
ques, la transferrine par cyto-
immunologie et PTARNm correspon-
dant par hybridation in situ. Les
résultats obtenus établissent qu’une
catégorie de cellules gliales respon-
sable des phénomeénes de myélinisa-
tion, les oligodendrocytes, synthéti-
sent et stockent la transferrine.

mMatériel et méthodesm

Etude immunohistochimique :
nous avons recherché la transferrine
sur des coupes de cerveau de rat
mile adulte, par immunofluores-
cence indirecte ou technique immu-
noenzymatique, en utilisant S anti-
corps anti-transferrine distincts,
dont un anticorps monoclonal, selon
des modalités et avec les controles
de spécificité appropriés décrits par
ailleurs [9]. L’ensemble des expé-
riences comportait le traitement de
coupes de foie de rat a titre de
controle.

Hybridation in situ : nous avons
recherché la présence ’ARNm de
transferrine sur des coupes de cer-
veau de rat, en utilisant comme
sonde un ADN complémentaire
(ADNCc) de PARNm de la transfer-
rine de rat marqué au phosphore 32.
L’ADNc marqué mis en contact
avec les coupes dans des conditions
d’incubation appropriées, s’hybride
spécifiquement avec ’ARNm cor-
respondant. Le signal est détecté
par autoradiographie par noircisse-
ment d’un film rayon-X et par
impression d’une émulsion liquide

. mise au contact de la coupe. L’en-

semble de la procédure et des
controles appropriés a été décrit par
ailleurs [9, 10].
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Figure 1. Détection de la transferrine
dans les oligodendrocytes, par immu-
nofluorescence indirecte.

Cortex pariétal (gauche) et chiasma
optique (droite) - Cerveau du rat
adulte.

Figure 2. Détection de ' ARNm de la
transferrine par hybridation in situ
avec un ADNc de la transferrine de
rat.

Les zones noircies du film rayon-X
correspondent aux zones marquées de
la coupe. Coupe parasagittale de cer-
veau de rat adulte. Les zones les plus
riches en ARNm de la transferrine
sont les faisceaux de substance blan-
che dont, ici, le corps calleux et la
substance blanche du cervelet.

Figure 3. Coupe traitée par hybrida-
tion in situ avec 'ADNc¢ de la
transferrine.

Observation en fond clair aprés auto-
radiographie et coloration au bleu
de toluidine. Substance blanche. On
observe une jmportante accumulation
de grains au niveau des oligodendro-
cytes, traduisant la présence de
PARNm de la transferrine.
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Les divers anticorps  anti-
transferrine utilisés marquent, au
niveau du foie le cytoplasme des
hépatocytes et dans le systéme ner-
veux, les plexus choroides ainsi que
le cytoplasme et I’émergence des
prolongements de cellules gliales
ayant les caractéristiques des oligo-
dendrocytes. Ces cellules sont pré-
sentes a la fois dans la substance
blanche et la substance grise. Elles
sont de petite taille, d’aspect arrondi
ou stellaire, comportant des pro-
longements rares, fins et courts
(figure 1, voir p. précédente). Dans
la substance grise, de telles cellules
sont souvent situées au voisinage
des capillaires. Dans la substance
blanche, elles apparaissent souvent
alignées par groupes, entre les fais-

ceaux d’axones myélinisés. La
myéline elle-méme n’est pas
marquée.

Les résultats de I’hybridation in situ
pour la détection de ’TARNm de la
transferrine montrent, sur film
rayon-X, un marquage préférentiel-
lement localisé dans les territoires
de substance blanche tels le corps
calleux, la capsule interne, le
chiasma optique et la substance
blanche du cervelet (figure 2, voir p.
précédente). L’examen des prépara-
tions au microscope aprés autora-
diographie montre une localisation
de PARNm au niveau de cellules
gliales dont 'organisation, la topo-
graphie et ’'abondance sont identi-
ques a celles des cellules marquées
par les anticorps anti-transferrine
(figure 3, voir p. précédente). Ceci
est net en particulier dans des terri-
toires comme le chiasma optique, le
corps calleux ou la substance blan-
che du cervelet dans laquelle les oli-
godendrocytes sont particuliére-
ment abondants. Les neurones, les
cellules épendymaires et les cellules
endothéliales des capillaires appa-
raissent dépourvus de marquage
apreés hybridation in situ.

o DiSCUSSiON cxm—

La présence simultanée dans une
méme population cellulaire, de la
transferrine et de ’ARNm codant
pour cette molécule, témoigne de
I’expression du géne de la transfer-
rine et démontre qu’il existe, dans le

cerveau du rat adulte, une synthése
endogéne extrémement active de
cette molécule par les oligodendro-
cytes. Ces résultats montrent que
I’expression du géne de la transfer-
rine constitue un marqueur des oli-
godendrocytes. Une telle localisa-
tion élective suggére que la transfer-
rine produite dans le cerveau
pourrait avoir un role spécifi-
quement en relation avec le fonc-
tionnement du systéme nerveux.
Nos observations sont a rapprocher,
d’une part de I’existence de récep-
teurs pour la transferrine dans cer-
tains neurones [11], et dans les cel-
lules endothéliales des capillaires
cérébraux [12] (a Pexclusion de tout
autre territoire vasculaire), et d’au-
tre part des propriétés différencia-
trices de la transferrine au niveau du
tissu musculaire [4].

Par ailleurs, il a été montré claire-
ment que les cellules gliales sont
capables de produire in vitro diffé-
rents facteurs (non identifiés a ce
jour) [13] conditionnant la survie et
la différenciation neuronale; consi-
dérant les propriétés de la transfer-
rine, il n’est pas exclu que cette
molécule puisse constituer 'un de
ces facteurs. Cette protéine semble
essentielle a la croissance et au
métabolisme cellulaire en général et,
en tant que telle, est partie inté-
grante de tous les milieux définis de
culture de cellules. Il est possible
que la transferrine circulante syn-
thétisée par le foie, traverse mal la
barriecre hémoméningée de telle
sorte qu’une secrétion paracrine
locale serait indispensable au main-
tien de la fonction des cellules cére-
brales. Quant au mécanisme d’ac-
tion de la transferrine, soit uni-
quement comme une molécule de
transport du fer, soit aussi comme
un veritable facteur de croissance, il
reste controversé, quoique plusieurs

“éléments expérimentaux militent

plutot en faveur de la premiére
hypothése [14].

En conclusion, ce travail montre
qu’il existe dans le cerveau des cel-
lules gliales synthétisant de la
transferrine de maniére quantitati-
vement comparable aux hépatocy-
tes. La sécrétion paracrine de cette
protéine pourrait jouer un role
essentiel dans le maintien des fonc-
tions de cellules cérébrales, notam-
ment des neurones. i
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