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INTRODUCTION 

Actuellement, la compréhension du phénomène du cancer 

pose encore de nombreux problèmes, or de cette connaissance, dé- 

pendent la prévention et le traitement de la maladie. 

Les différences entre les cellules normales et les cel- 

lules cancéreuses sont très nombreuses. Entre autres, les cellules 

tumorales produisent souvent des substances que ne synthétisent pas 

les cellules normales chez l'adulte, mais qui peuvent être produites 

par l'embryon. Ces substances sont appelées antigènes carcino-embryon- 

naires ou onco-foetaux. Parmi les plus connues, il faut citer le 

carcino-embryonic Antigen (CEA) et l'alpha-foetoprotéine (AFP). 

~'al~ha-foetoprotéine, d'abord mise en évidence dans le 

sérum embryonnaire, a ensuite été retrouvée dans le sérum de sujets 

porteurs de cancer primitif du foie. L'étude de cette protéine anco- 

foetale comporte de nombreux aspects:biochimique, biologique et cli- 

nique. Ce dernier aspect est sans doute le plus important par le 

fait que, d'une part, la présence de l1alpha-foetoprotéine dans le 

sérum de l'adulte est caractéristique d'un ci-rtain nombre de maladies 

dont certains cancers par exemple ; et que d'autre part, la détection 

d'un taux élevé ou trop bas chez le foetus ou dans le sérum maternel 

peut être d'une aide précieuse pour le dépistage précoce de certaines 

maladies de l'embryon. 

L'étude au niveau cellulaire et in vitro de l'alpha-foeto- 

protéine, que l'on peut considérer comme un marqueur de la prolifé- 

ration cellulaire hépatique, devrait permettre une meilleure compré- 

hension de certains phénomènes et mécanismes de la différentiation 

et de la dédifférentiation cellulaire. C'est dans ce sens que nous 

avons abordé l'étude de la production de l'alpha-foetoprotéine au 

cours du cycle cellulaire d'hépatocytes foetaux.de Rat en culture 

et sous l'action de drogues et de divers effecteurs. Ceci nous a 

permis d'établir une comparaison biochimique de l'alpha-foetoprotéine 



produite in vivo et in vitro. 

Une partie des résultats que nous exposons dans ce mémoire 

a fait l'objet de la publication suivante : 

- C. FOURNIER, J. P. KERCKAERT, B. BAYARD, M. COLLYN & G. BISERTE 

Crossed lectin-immuno-electrophoresis of in vivo and in vitro 

produced rat alpha£ etoprotein. 

In : Protides of Biological Flui~s, Vol. 27, Peeters ed., B~:ussels 

(sous presse) 

Nous avons en outre collaboré à d'autres travaux ne figu- 

rant pas dans le cadre de ce mémoire : 

- Je P. KERCKAERT, B. BAYARD, C. FOURNIER, S. QUIEF & G. BISERTE 

Carbohydrate variations in alphafetoprotein ~f fetal and hepatoma- 

bearing rac, mouse and human sera, evidenced by crossed inmuno- 

affino-eleçtrophoresis. 

In : Carcino-embryonic Proteins, Vol. 2, Lehmann F. G. ed., 

~lsevier/North-~olland Biomedical Press, p. 271-276 (1979). 

- Be BAYARD, J P KERCKAERT, Ce FOTJRNIER, D e  ROUX & Ge BISERTE 

Copper blnding properties of huma1 alphafetoprotein. 

In : Carqino-embryonic Proteins, 'Vol. 2, Lehmann F. G. ed, 

ElsevierINorth-Holland Biomedi cal Press, p. 29 1-296 (1979). 
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1 - DEFINIT ION DES ONCOFOEX OPROTEINES 

L'un des phénomènes ayant s u s c i t é  l e  p lus  v i f  i n t é r ê t  

depuis 15 ans  e s t  probablement l e s  ana log ie s  observées e n t r e  l e  

t i s s u  embryonnaire e t  l e  t i s s u  cancéreux. Des études s u r  l a  com- 

pos i t i on  du sérum ont permis de m e t t r e  en évidence des p r o t é i n e s  

p a r t i c u l i è r e s  du sérum f o e t a l  ou du sérum nouveau-né qui  s o n t  

absentes  dans l e  sérum de l ' a d u l t e  normal. 

C 'es t  Pedersen qui,  en 1944 (128), a i d e n t i f i é  l a  première 

p ro t é ine  de  c e  groupe, l a  f é tu ine ,  dans l e  sérum de veau. En 1956, 

Bergstrand e t  Czar (32) met ten t  en évidence chez l'Homme, dans l e  

sérum du cordon, une a-globul ine non d é t e c t a b l e  dans l e  sérum adul te .  

En 1932, H i r z f e l d  e t  a l  (68) ava i en t  dé j à  suggéré que des  p r o t é i n e s  

embryo-spécifiques pouvaient ê t r e  s y n t h é t i s é e s  pa r  des c e l l u l e s  

tumorales, mais  c ' e s t  seulement en 1963 que Abelev démontre l a  

présence, dans l e  sérum f o e t a l ,  a i n s i  que dans l e  sérum de S o u r i s  

por teuses  de tumeurs t r a n s p l a n t a b l e s  du f o i e  (1,4),  d'un même a n t i -  

gène : l ' a lpha - foe top ro té ine  (AFP). 

LIAFP e s t  r e t rouvée  e n s u i t e  par  Tatar inov,  en 1964 (173), chez un 

malade p o r t e u r  d'un carcinome h é p a t o c e l l u l a i r e .  

D'autres  p r o t é i n e s  de ce groupe on t  é t é  découvertes  depuis  

e t ,  en p a r t i c u l i e r ,  l e  carcino-embryonic Antigen (CEA), en 1965, par  

Gold e t  Freedman (57).  Ces pro té ines ,  encore appelées  an t igènes  

c e l l u l a i r e s  t r a n s i t o i r e s  (187), s e  c l a s s e n t  en t r o i s  c a t é g o r i e s  comme 

l e  montre l e  tab leau  su ivan t  (d 'après  Fishman e t  a l )  (49) ,  



TABLEAU 1.- Classification des protéines carcinoembryonnaires d'après 
Fishman et al. (49). 

PROTEINES CARCINOEMBRYONNAIRES 

ANT 1 GENES EMBRYONNAIRES 
1 

I 1 
CARCINOFOETALES CARCINOFOET OPLACENTALES CARCINOPLACENT ALES - CEA - Isoferritines acides - Isoenzymes 
- a-Foetoprotéine - Pyruvate kinase Regan isoenzyme 

Nagao isoenzyme - Isoenzymes foetales Regan variant-Warnock 

- Hexokinase - Hormones polypeptides 
- Aldolase Gonadotrophine cho- 

rionique 
Lactogène placental 

- Autres protéines 
Activateurs de plas- 
minogène 
Facteur d'angiogénèse 

Il faut noter que l'alpha-foetoprotéine est différente de 

la fétuine de Pedersen (77), ces deux protéines ont été confondues 

pendant un certain temps. 

2 - 'L'ALPHA-FOETOPROTEINE : DECOWERTE ET INTERET 
L' AFP, largement étudiée chez le Rat (166,157) et chez 

l'Homme (3, 191), a été retrouvée dans de nombreux cas d'hépatomes, 

tératomes et lésions hépatiques (2). L'introduction des méthodes de 

dosages telles que l'imrnunoradioautographie (5) et le dosage radio 

immunologique (RIA : radioimmunoassay) (140) a permis d'augmenter 

considérablement la sensibilité de la détection de l'alpha-foeto- 

protéine dans le sérum. 

L'AFP a d'abord été retrouvée dans le sérum de sujet 

hépatomateux, dans le sérum foetal et le sérum de nouveau-né, dans 

le sérum de la femme enceinte (2). Par la technique de RIA, de 



nombreux au teu r s  (39, 66, 120, 132, 133, 141, 146) ont  prouvé 

q u ' e l l e  é t a i t  p r é sen te  chez tous  l e s  s u j e t s  a d u l t e s  s a i n s  à des 

taux  extrêment f a i b l e s .  La concent ra t ion  s é r i q u e  normale s e  s i t u e ,  

en général ,  en-dessous de 10 ngfml. Les v a l e u r s  moyennes normales 

sont  : 2,6 ng/ml pour Masseyeff e t  a l  (102) ( s e n s i b i l i t é  O, 1 ng/ml) ; 

7,6 ng/ml pour Ruos lah t i  e t  Seppal2 (140) ( s e n s i b i l i t é  0,25 ng/ml). 

Cependant, l a  m a j o r i t é  des au t eu r s  s ' accorde  pour admettre  que des  

concent ra t ions  supé r i eu re s  à 20 ng/ml sont  anormales (36, 66, 123, 

139). La présence de t r a c e s  d ' a lph i i - foe top ro té i~e  dans l e  sér'um 

a d u l t e  indique donc que l a  r ép re s s ion  de l a  synthèse  de l'AFP ap rès  

l a  na i s sance  n ' e s t  pas  t o t a l e .  Les taux  d ' N P  ne sont  pas i n f luencés  

par  l e  sexe ; i l s  déc ro i s sen t  considérablement au cours de l a  

première année (de p lus  10 000 nglml à 6 ng/ml) e t  v a r i e n t  peu avec 

l ' âge .  Chayvial le  e t  Ganguli (39) ont  cependant soul igné  l l ~ x i s t e n c e  

d'une r e l a t i o n  e n t r e  l ' â g e  e t  l e  taux  d 'a lpha-foetoprotéine,  avec 

une é l éva t ion  p rog res s ive  e n t r e  v i n g t  e t  c inquante  ans s u i v i e  d'un 

p l a t e a u  jusqu'à so ixan te  ans,  pu is  d'une décroissance.  

3 - L' AT.,PHA-FOET OPROTEINE EN OBSTETRIQUE 

3.1. ~ b l ~ h a a - f o e t o p ~ o t é i n e  au cours  de l a  g ros ses se  normale 

~ ' a l ~ h a - f o e t o p r o t é i n e ,  p rodu i t e  au cours de l a  grossesse,  

s e  r e t rouve  dans l e s  d i f f é r e n t s  compartiments foeto-maternels : 

- l e  sérum f o e t a l ,  

- l e  sang du cordon, 

- l e  sérum maternel ,  

- l e  l i q u i d e  amniotique. 

Sérum f o e t a l  : ~ t a l p h ~ - f o e t o p r o t é i n e  e s t  l a  p r o t é i n e  l a  p lus  impor tan te  

du sérum embryonnaire dès l e  premier mois de l a  ges t a t ion .  Chez l e  

foe tus ,  1,s concent ra t ipn  s é r i q u e  e s t  maximale e n t r e  l e s  douzième e t  

quatorzième semaines dg l a  ges t a t ion ,  pu i s  d é c r o î t  jusqulà l a  na i s san -  

ce  (53). Cependant, l a  q u a n t i t é  t o t a l e  ( e t  non p lus  l a  concent ra t ion)  



p r é s e n t e  chez l e  foe tus  augmente jusqu'à l a  vingt-deuxième semaine, 

p u i s  diminue au-delà de l a  trente-deuxième semaine. 

Sang du cordon : Cet te  courbe s u i t  c e l l e  de l a  concent ra t ion  de l'AFP 

dans l e  sang du cordon (54) .  Chez l e  nouveau-né à terme, l a  concen- 

t r a t i o n  sér ique  d'AFP e s t  de 50 à 150 wg/ml (141). 

Sérum maternel : Dans l e  sérum de l a  femme ence in te ,  l a  concent ra t ion  

d'AFP augmente e n t r e  l e s  septième e t  douzième semaines deWges ta t ion ,  

l e s  concent ra t ions  maximales s 'observent  e n t r e  l a  vingt-hui t ième e t  

l a  t ren te-s ix ième semaine (156). On observe donc un décalage e n t r e  

l e s  concent ra t ions  maximales du sérum maternel e t  du sérum f o e t a l .  

Au cours  d'une g ros ses se  normale, l a  concent ra t ion  d'AFP dans l e  

sérum de l a  mère ne dépasse pas 500 ng/ml .  Ce taux  chute au moment 

de l a  na issance  e t  r e t rouve  une va l eu r  normale, v i n g t  à vingt-cinq 

jours  après l a  dé l iv rance  (156). A l a  f i n  de l a  grossesse ,  il e x i s t e  

une c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e s  concent ra t ions  f o e t a l e  e t  materne l le ,  un 

taux  é levé  chez l a  mère correspond à un taux é l evé  chez l e  foe tus  

(154). Cet te  c o r r é l a t i o n  a i n s i  que l e  f a i t  que l a  concent ra t ion  e s t  

p lus  é levée  chez l a  mul t ipare ,  t r a d u i s e n t  1 ' o r i g i n e  essent ie l lement  

f o e t a l e  de l'AFP transmise à l a  f o i s  par  l e  système c i r c u l a t o i r e  

materne l  e t  l e  l i q u i d e  amniotique (88, 141 ). 

Liquide amniotique : La concent ra t ion  d'AFP e s t  également élevée, maximale 

v e r s  l a  quinzième semaine (154), pu i s  d é c r o î t  comme c e l l e  de l'AFP 

du sérum f o e t a l .  

3.2. Pathologie  du foe tus  

Le dosage de l 'AFP au cours  de l a  g ros ses se  dans l e  

sérum f o e t a l ,  l e  sérum maternel  ou l e  l i q u i d e  amniotique, cons t i t ue  

actuel lement  une méthode de dépis tage  de g ros ses ses  pathologiques 

(154). En e f f e t ,  l e s  concent ra t ions  d'AFP s ' é l èven t  dans de nom- 

breux cas  de d é t r e s s e  f o e t a l e  a l l a n t  jusqu'à l a  mort f o e t a l e  i n t r a -  

u t é r i n e .  Il e x i s t e  cependant, des cas  de dé f i c i ence  f o e t a l e  sans 

v a r i a t i o n  du t a u x  d'AFP e t  pa r fo i s ,  ces  taux peuvent ê t r e  p lus  bas 

que l a  normale. Dans l e s  g ros ses ses  compliquées d'immunisation ma- 

t e r n e l l e  Rhésus ou de d iabè te ,  l e s  va l eu r s  sont  généralement supé- 



r i e u r e s  à l a  moyenne (154). Ces taux  ont tendance à ê t r e  i n f é r i e u r s  

à l a  normale pour l e s  foe tus  de mères toxémiques ou a t t e i n t e s  dl 

hypertension (157). Dans de nombreux cas de désordres  foetaux con- 

géni taux e t  l o r s  de malformations du tube  neura l ,  l e s  taux d'AFP 

sont  é l evés  dans l e  l i q u i d e  amniotique. La dé t ec t ion  de ces  concen- 

t r a t i o n s  é levées  a s soc i ée  à un examen u l t r a son ique  peut permet t re  

un d i agnos t i c  précoce. Dans l e s  cas  ayant des antécédents  famil iaux 

(accouchements a n t é r i e u r s  d 'enfants  a t t e i n t s  de ces  maladies,  comme 

l 'anencéphal ie ,  l e  sp ina  b i f i d a  e t  l e s  d é f e c t u o s i t é s  du tube  neura l ) ,  

on peut ê t r e  conduit  à une i n t e r r u p t i o n  prématurée de l a  grossesse .  

Dans c e r t a i n s  cas de d é t r e s s e  f o e t a l e ,  l e  taux dlAl?P e s t  normal 

dans l e  sang du cordon : hydrocéphal ie ,  t r i somie  E, t r i somie  21 

(154). Par contre ,  l e s  concent ra t ions  d'AFP augmentent dans l e  sé- 

rum maternel  e t  l e  l i q u i d e  amniotique, l o r s  d'une mort f o e t a l e  

i n t r a u t é r i n e .  Cet te  é l é v a t i o n  s e r a i t  due à une augmentation de l a  

t r a n s f u s i o n  foe to-materne l le  ou /e t  à une r é so rp t ion  des éléments 

foetaux pa r  l a  mère. Dans l e s  cas  d ' a t a x i e  t é l a n g i e c t a s i e ,  l 'aug- 

mentation du taux d'AFP dans l e  sérum f o e t a l  p rov iendra i t  d'un 

a r r ê t  ou d'un r e t a r d  de l a  d i f f é r e n t i a t i o n  des c e l l u l e s  du f o i e  

p roduc t r i ce s  d'AFP (193). 

Cet a spec t  de l ' é t u d e  de l'AFP dans l e  d i a g n o s t i c  préco- 

ce  de g ros ses se  pathologique r e v ê t  un c a r a c t è r e  c l i n i q u e  t r è s  impor- 

t a n t  e t  a  é t é  abordé par  de nombreux au teu r s  (7 ,  35, 155 1. 

4 - L' ALPHA-FOEX OPROTEINE EN CANCEROLOGIE 

Pendant de nombreuses années, l ' i n t é r ê t  de l'AFP a r é s i d é  

dans l e  f a i t  q u ' e l l e  pouvai t  ê t r e  syn thé t i s ée  en q u a n t i t é  é levée  

pendant l a  v i e  adu l t e ,  en a s s o c i a t i o n  avec l e  processus de régénéra- 

t i o n  e t  de cancé r i s a t ion  hépatique. La mesure des taux  s é r i q u e s  

d'AFP a c o n s t i t u é  une méthode de d i agnos t i c  de l 'hépatome ( e t  du 

té ra toblas tome) .  Des données, p lus  récentes ,  ont  montré que des taux 

é levés  d'AFP pouvaient ê t r e  t rouvés  en a s soc i a t ion  avec des  tumeurs 

du t r a c t u s  g a s t r o i n t e s t i n a l .  De ce f a i t ,  l e  t e s t  d i a g n o s t i c  de l'AFP 

n ' a p p a r a î t  pas a u s s i  s p é c i f i q u e  que l ' on  pouvai t  l ' e s p é r e r  à 



l'origine? mais il constitue toujours une méthode de choix très 

employée dans le diagnostic et la surveillance thérapeutique des 

tumeur S. 

Chez l'Homme, la plupart des lésions hépatiques sont 

accompagnées d'une production d'AFP. L'augmentation de la sensi- 

bilité des dosages et l'étendue des études a permis d'observer une 

production d'AFP dans de nombreux cas de cirrhoses (46,  94, 9 5 ) ,  

tyrosinémies (27), hépatites (46, 94), et dans de nombreuses tu- 

meurs (1). La production d'AFP, chez l'adulte, est liée : 

10) au développement d'une tumeur ; 

2O) à la prolifération de cellules normales lors d'une régénération 

hépatique, par exemple ; 

30) elle est consécutive à une exposition à des cancérogènes chi- 

miques (150). Les tumeurs productrices d'AFP sont, pour la plupart, 

des hépatomes (ou carcinomes hépatocellulaires) (2), des tératomes 

(OU tératocarcinomes), moins fréquemment des tumeurs pancréatiques 

ou gastrointestinales. En outre, il existe quelques rares css de 

tumeurs non endodennales liées à la sécrétion d'AFP telles que cer- 

taines leucémies et myélomes (105). Dans les tumeurs testiculaires 

ou ovariennes (tératomes), de nombreux auteurs observent la présence 

d'éléments analogues à l'endoderme du sac vitellin (150, 177, 178, 186) 

Il faut donc noter que les tumeurs productrices d'AFP sont des tumeurs 

associées à des tissus de type embryonnaire synthétisant l'AFP : le 

foie, le sac vitellin et le tractus gastrointestinal (150, 181) 

Environ 80 % des hépatomes (7) et 62 % des tératomes (181) sont 

associés à des sécrétions d'AFP. Chez les hépatiques, des taux supé- 

rieurs à 400 ng/ ml sont très suggestifs d'hépatome dans les cas 

où cette élévation est permanente (46). Chez les cirrhotiques, elle 

peut également être très importante, mais elle est toujours transi- 

toire (46 ,  94). Il semble, d'autre part, que la mortalité soit plus 

importante chez les patients portant des tumeurs sécrétant de l'AFP 

(95). L'intérêt clinique de l'AFP réside dans la possibilité de dé- 

tection d'hépatome à un stade précoce ; or, la cirrhose du foie est 

considérée comme un état llprécancéreuxll (46, 94). Un certain nombre 

de cirrhoses développe par la suite un hépatome primaire (4,7 % des 



cas pour Lehmann (94)) et certaines sont accompagnées de sécrétion 

d'AFP. LIAFP est, en outre décelée dans certaines hépatites virales, 

transitoirement. Cette sécrétion serait due à une régénération des 

cellules du foie après destruction massive (46, 94). La production 

d'AFP serait en relation avec le degré de gravité de destruction du 

tissu hépatique. 

La production d'AFP est liée à la prolifération cellu- 

laire induite par une hé~atectomie partielle (2, 129, 149, 172) ou 

chimiquement par exposition au tétrachlorure de carbone (45, 48, 

172). L'élévation du taux d'AFP dans le sang est transitoire. A près 

une hépatectomie partielle de 70 % , les hépatocytes prolifèrent 
et produisent de l'AFP dans les quarante-huit heures qui suivent 

l'opération, le taux d'AFP dans le sang est fonction de l'âge, elle 

est plus importante chez les jeunes Rats que chez les Rats âgés 

(149). Dans les cas de cancérisation expérimentale, chez l'animal, 

le Rat en particulier, par des hépatocancérogènes : 3'  Me-4 DAB 

(25, 44, 81, 124, 162, 194) ou AAF (26, 80), la production d'AFP 

est observée dans la plupart des cas. 

5 - PROPRIETES BIOCHIMIQUES 

5.1. Purification 

LtAFP a été isolée chez la plupart des animaux. Le fait 

que cette protéine possède une mobilité électrophorétique et un 

poids moléculaire proches de ceux de l'albumine a rendu la purifi- 

cation délicate. Les méthodes de purification font appel à : la 

chromatographie d'échange d'ions sur QAE-Sephadex'(96), l'électro- 

phorèse (60) ou llélectrofocalisation (8, 148, 168). Cependant, les 

méthodes irmnunochimiques sont les plus utilisées actuellement telles 

que la précipitation antigène-anticorps puis dissociation à bas pH 



(113, 195) ou l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  su r  antiAFP (40, 74, 

114). L 'é lec t rophorèse  p répa ra t ive  en g e l  de polyacrylamide e s t  

également t r è s  u t i l i s é e  e t  permet d ' ob ten i r  une AFP pure (60, 86) ,  

e t  combinée à l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  des quan t i t é s  importantes 

d'AFP t r è s  pure (10 à 15 mg à p a r t i r  de 10 m l  de l i q u i d e  amniotique) 

ont  pu ê t r e  obtenues (74).  

5.2. ' p r o p r i é t é s  physicochimiques e t  immunologiques 

Les p r o p r i é t é s  physicochimiques de l ' A F P  sont maintenant 

bien connues ; c ' e s t  une g lycopro té ine  formée d'une seu le  chaîne 

polypeptidique, d 'un poids molécula i re  d'environ 73 000 da l tons  

chez l e  Rat e t  chez l a  Sour i s  (6 7, 115, 140, 148, 195) e t  de 70 000 

da l tons  chez l'Homme (10, 53). Une é tude  de s t r u c t u r e  par  dichroïsme 

c i r c u l a i r e  a  montré un taux d ' h é l i c e  de 60% pour l'AFP de Rat (12), 

taux inhab i tue l  pour une p ro t é ine  sér ique .  Le c o e f f i c i e n t  de sédimen- 

t a t i o n  e s t  de 4,5 S, l e  pHi e s t  égal  à 4,9 (148), l e  c o e f f i c i e n t  

d ' ex t inc t ion  1 % a  une va l eu r  de 4,3 (27, 113). Cet te  g lycopro té ine  

con t i en t  4  à 5 % de sucres  (96,14Q 17 9). En é lec t rophorèse ,  e l l e  

migre au niveau des  ai-globul ines  chez l'Homme, l e  Rat e t  l a  Souris ,  

au niveau des a2 ou B-globulines chez l e  Chien e t  l e  Lapin (6 7). 

Watabe, H i ra ï  e t  Nishi (6 7, 115, 195) ont  mis en évidence 

des r é a c t i o n s  de p r é c i p i t a t i o n  c r o i s é e  e n t r e  l e s  AFP de d i f f é r e n t e s  

espèces (par  exemple, l'AFP de Sour is  r é a g i t  fortement avec l ' a n t i -  

corps d i r i g é  c o n t r e  l'AFP de Rat, l ' a n t i  AFP de Poulet r é a g i t  avec 

l'AFP des a u t r e s  espèces (2 ) ) .  Le t a b l e a u  II r é u n i t  e t  compare l e s  

d ive r se s  p r o p r i é t é s  de l 'albumine e t  de l'AFP de Rat, de Sour i s  e t  

de l'AFP humaine. 

Alors que l'AFP s e  p ré sen te  de façon homogène en g e l  à 

5 % de polyacrylamide, on l a  t rouve sous forme de deux ou p l u s i e u r s  

bandes d i s t i n c t e s  pour des  concent ra t ions  d'acrylamide de 10  à 1 2  % 



TABLEAU II.- Propriétés physico-chimiques comparées de l'AFP de Rat (A et B), de l'AFP de Souris, 

de l'AFP humaine et de l'albumine. 

ND : non déterminé. 
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chez de nombreuses espèces (8, 28, 40, 67, 195, 197). Deux formes 

é l e ~ t r o p h o r é t i ~ u e s  A e t  B ( l e n t e  e t  rap ide)  chez l e  Rat on t  é t é  

(76) e t  comparées physicochimiquement e t  imrnunochimique- 

ment : e l l e s  ont  l a  même a n t i g é n i c i t é  (19, 40 ,  76, 195) e t  l ' a n a l y s e  

g loba le  de l a  composition en suc re s  e t  en ac ides  aminés ne  montre pas 

de d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  deux v a r i a n t s  é lec t rophoré t iques .  Les s eu le s  

d i f f é r e n c e s  observées e n t r e  A e t  B sont  au niveau des poids molé- 

c u l a i r e s ,  en é lec t rophorèse  s u r  g e l  SDS : l e s  va l eu r s  obtenues sont  

de 74  000 da l tons  pour AFPA e t  72 (330 da l tons  pour AFPB D'autre  

p a r t ,  on no te  également de l é g è r e s  d i f f é r ences  dans l e s  fragments 

s épa ré s  par  é lec t rophorèse  en g e l  SDS après  coupure par  l e  bromure 

de cyanogène (~~J3r ) .  Ces deux types  de d i f f é r ences  pourra ien t  cor- 

respondre à un fragment pept id ique  supplémentaire de 2  000 da l tons  

composé d 'environ 20 ac ides  aminés s u r  l e  v a r i a n t  A (74) .  

5.4. Hétérogénéi té  glycannique 

L 'hé té rogénéi té  dont nous venons de p a r l e r  a f f e c t e  l a  

chaîne polypept idique de l a  molécule, De nombreux a u t e u r s  (23, 74, 

87, 13  8, 159, 161, 164, 192) ont  mis en évidence une microhétéro- 

g é n é i t é  touchant l a  p a r t i e  glycannique de l'AFP. La microhétérogé- 

n é i t é  glycannique de l'AFP a  é t é  mise en évidence grâce  à l ' u t i l i -  

s a t i o n  des l e c t i n e s ,  pr incipalement  l a  Concanavaline A (Con A) (23, 

7 3 ,  mais aus s i  l a  l e c t i n e  de Ricinus comun i s  (22).  

C 'es t  par l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de 

Con A-Sepharose que sont  séparées  4  iso-AFP, chaque v a r i a n t  é l e c t r o -  

phoré t ique  A e t  B donne deux f r a c t i o n s  : l 'une e s t  non f i x é e  par  l a  

l e c t i n e  e t  l ' a u t r e  retenue.  Il f a u t  remarquer que l'AFP montre 

c e t t e  même microhétérogéni3.té q u e l l e  que s o i t  son o r i g i n e  f o e t a l e  

ou hépatomateuse (136, 159, 161), de Rat, de Sour is  ou humaine (87, 

136, 138, 159), s y n t h é t i s é e  i n  vivo ou i n  v i t r o  (98, 158, 161). 

La d i f f é r e n c e  de comportement des  iso-AFP r é a c t i v e  e t  non r é a c t i v e  

avec l a  Con A e s t  probablement due à des v a r i a t i o n s  dans l a  p a r t i e  

glycannique de l a  molécule au niveau des s u b s t i t u t i o n s  s u r  l e  noyau 

t r imannosidique.  Bien que l a  s p é c i f i c i t é  de l a  Con A ne  s o i t  pas 



s t r i c t e  n i  t r è s  b i e n  dé f in i e ,  on s a i t  q u ' e l l e  f a i t  i n t e r v e n i r  des  

r é s idus  de mannose pa r t i e l l emen t  s u b s t i t u é s  (83).  Kerckaert  e t  

Bayard (23),  en jouant s u r  l e s  condi t ions  de chromatographie, o n t  

séparé 3 v a r i a n t s  su r  une colonne de Con A-Sepharose : un non retenu,  

un r e t a r d é  e t  un t ro i s i ème  re tenu  e t  é l u é  par  1' a-méthylglucose. 

Les v a r i a n t s  é l ec t rophoré t iques  ne sont  cependant pas r e t enus  de l a  

même façon. Des d i f f é r e n c e s  conformationnel les  dans l a  zone poly- 

pept id ique  po r t an t  l a  chaîne glycannique pourra ien t  expl iquer  de  

l égè re s  d i f f é r e n c e s  dans l ' a f f i n i t é  pour l a  Con A (23). Ruos lah t i  

e t  a l  (138) ont également mis en évidence l a  présence de t r o i s  va- 

r i a n t s  avec l a  Con A pour l'AFP humaine, a i n s i  que des  v a r i a t i o n s  

dans l e s  taux d'AFP non re tenue  se lon  q u ' e l l e  provien t  du f o i e  ou 

du s a c  amniotique de l'embryon, ou même au cours  du développement 

embryonnaire. 
# 

Dtau t r e  p a r t ,  l l u t i l i s i & i o n  d'une a u t r e  l e c t i n e  4 Ricinus 

communis (PCA~) ,  a permigi de sépqrer  à p a r t i r  de l'AFP t o t a l e  deux 

v a r i a n t s  : l ' un  n'ayant; pas d ' a f f J r ? i t é  pour l q l l e c t i n e ,  l l a v t r e  é t a n t  

f ixé .  O r ,  l a  l e c t i n e  RC,\ a une q f f ' i n i t é  pour l e s  g lycopro t&jnes  

contenant Un r é s i d u  tey,ninal de D-galactose (169). L e  f r a c t i ~ n n e m e n t ~  

par  é i e c t r ~ p h o r è s e  e t  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  RC%, permet 

donc d ' i s o l e r  t r o i s  isq-AFP, l'AFP sans a f f i n i t é  pour l a  l e c t i n e  
El 

e t  deux v a r i a n t s  Al e t  B non r e t equ  e t  r e t enu  (22, 74). On s a i t  
2  

que l a  f o q e  A2, RC%-réactive qui  r e p r é s e n t e  8 à 10  % de l'AFP 

t o t a l e ,  con t i en t  moins de r é s idus  S 'acides s i a l i q u e s  que l a  forme a 

Al, RCq-non r é a c t i v e  (qua t r e  ac ides  s i a l i q u e s  par  mole pour A 
2 

e t  s i x  pour A ). L ' a f f i n i t é  pour l a  l e c t i n e  s e r 5 i t  due au f a i t  que, 
1 

l e s  deux r é s idus  d 'ac ide  s i a l i q u e  manquant dans l e  v a r i a n t  A deux 
2, 

r é s idus  de g a l a c t o s e  s e  t rouvent  exposés en p o s i t i o n  te rmina le  e t  

permettent  à ce  v a r i a n t  d ' ê t r e  f i x é  par  l a  l e c t i n e  (22) .  

La combinaison des t r o i s  méthodes de fractionnement : 

é lec t rophorèse  p r é p a r a t i v e  en g e l  de polyacrylamide, chromatographie 

d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de RCq-Sepharose, pu i s  de Con A-Sepharose 

permet d ' i s o l e r  neuf v a r i a n t s .  Le t a b l e a u  III résume ces  f r ac -  

tionnements e t  r é u n i t  l e s  v a r i a n t s  a i n s i  obtenus. L a  p a r t i e  gly- 

cannique n ' i n t e r v i e n t  pas  dans l a  r é a c t i o n  immunologique ant igène-  

an t icorps ,  ca r  l e s  neuf iso-AFP ont  l a  même an t igénéc i t é .  



TABLEAU I I I . -  Fractionnements permettant d'isoler les 

neuf variants d e  l'AFP à partir du 

liquide amniotique du Rat ( 2 3 ) .  

Liquide amniotique 

Anti AFP-Sepharose 

, I 

A F P  

( ~ l e c t r o ~ h o r è s e  e n  gel d e  polyacrylamidel 



6  - PROPRIETES BIOLOGIQUES DE L' ALPHA-FOET OPROTEINE 

Le r ô l e  b i o l o g i q u e  de l'AFP, dans l a  p h y s i o l o g i e  f o e t a l e  

ou tumorale ,  n ' e s t  pas  e n c o r e  b i e n  é t a b l i .  Il f a u t  cependant r e t e n i r  

q u a t r e  o r i e n t a t i o n s  p r i n c i p a l e s  : 

1) l'AFP j o u e r a i t  le  r ô l e  d 'une albumine f o e t a l e ,  

2) e l l e  f i x e  l e s  o e s t r o g è n e s  e t  p r o t è g e r a i t  a i n s i  l e  f o e t u s  c o n t r e  

l e s  hormones de l a  mère, 

3) e l l e  a u r a i t  un r ô l e  dans  l a  r é g u l a t i o n  de l a  c r o i s s a n c e  c e l l u l a i r e ,  

4) e n f i n ,  e l l e  a u r a i t  un pouvoi r  immunosuppresseur. 

P a r  son pouvoir  de  f i x a t i o n  des o e s t r o g è n e s  e t  p a r  son 

r ô l e  immunosuppresseur, s ' i l  e x i s t e ,  l'AFP j o u e r a i t  un r ô l e  dans 

l e  phénomène de n o n - r e j e t  du f o e t u s  p a r  l a  mère ou d 'une tumeur 

pa r  l ' a d u l t e .  

6.1. L'AFP e s t - e l l e  une albumine f o e t a l e  ? 

La p o s s i b i l i t é  pour l'AFP d ' ê t r e  une albumine f o e t a l e  

a  été, pour  l a  p remière  f o i s ,  suggérée  pa r  Abelev en 1971 (2 ) ,  s u r  

l a  b a s e  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  r e l a t i v e s ,  chez l e  f o e t u s  e t  chez l ' a d u l t e ,  

de l ' a l b u m i n e  e t  de l'AFP e t  p a r  l a  comparaison du po ids  m o l é c u l a i r e  

e t  du p o i n t  i s o é l e c t r i q u e .  Ce d e r n i e r  p o i n t  e s t  i l l u s t r é  p a r  l e  

f a i t  q u ' i l  e s t  d i f f i c i l e  d ' o b t e n i r  une AFP p u r e  sans  con tamina t ion  

d 'albumine (9, 148, 195). P a r  l a  s u i t e ,  c e t t e  hypothèse  a é t é  ren-  

f o r c é e  p a r  l a  mise  en év idence  d 'une homologie e n t r e  des  séquences  

d ' a c i d e s  aminés de f ragments  d'AFP humaine e t  d 'albumine (143). 

Grigorova e t  a l  (62)  o n t  montré des  a n a l o g i e s  e n t r e  l e s  deux p r o t é i n e s  

en c e  q u i  concerne l e  nombre des  groupes  s u l h y d r y l e s ,  de t y r o s i n e  

e t  de  t ry tophane .  R u o s l a h t i  e t  Engval l  (137) o n t  mis en év idence  

d e s  r é a c t i o n s  immunologiques c r o i s é e s  e n t r e  l ' a lbumine  e t  l'AFP 

humaine, a p r è s  r é d u c t i o n  d e s  p o n t s  d i  su1 f u r e s  e t  carboxyaminoéthy- 

l a t i o n .  C e  t y p e  de  t r a i t e m e n t  des  p r o t é i n e s  permet de m o n t r e r  une 

a n t i g é n i c i t é  commune e n t r e  des  molécu les  t e l l e s  que l e  lysosyme e t  



TABLEAU IV.- Composition en acides aminés de l'albumine et de 

l'AFP de Rat. 

ND : non déterminé ; NI : non identifié. 

"D'après Sehultze & Heremans ( 1 4 5 ) .  

- 

A F P B  de Rat 

7,O 

2,8 

3 , 4  

8 9 6  

5,2 

8 , o  

1 5 , 3  

4 ,3  

' 8,5 

t! , 9  

4 , o  

4,3 

2 9 4  

1 97 

4,2 

4 9 0  

7,9 

ND 

Val 

NI 

AFPA de Rat 

6 ~ 9  

2 9 9  

3 , 4  

8 9 7  

5 ,o  

8 , 6  

15,5  

4 9 2  

8,2 

9 ,3  

4 9 5  

4,3 

2 , 4  

2 , o  

4 ,2  

3 9 9  

6 9 4  

ND 

Val 

N 1 

r 

Acides aminés 

LYS 

His 

Arg 

ASP 

Thr 

Ser 

Glu 

Pro 

Al a 

Leu 

Ile 

Phe 

Tyr 

Met 

Val 

CY s 

GlY 

T ~ P  

Albumine:: 

10 ,95  

3 ,17  

5 , 3 8  

9 , 0 5  

4 , 3 1  

3 , 1 5  

15 ,85  

3 , 6 5  

6,67 

10,3  

1 ,31 

6 ,74  

4 ,03  

1 , O 3  

6 , l  7 

5 , 0 3  

1 ,O5 

0 ,13  

C- terminaux 1  eu, 1:;. val, 

N- terminaux Asp, .!la 



l a  lactalbumine ( I l ) ,  molécules qui  n ' on t  en f a i t  r i e n  de  commun. 

Par  cont re ,  un c e r t a i n  nombre de d i f f é r ences  e n t r e  l'AFP e t  l ' a lbu-  

mine ont  é t é  observées : l e s  ac ides  aminés N terminaux sont  d i f f é -  

r e n t s  pour l e s  deux molécules (62 )  ; l 'albumine ne  possède pas de 

g luc ides  a l o r s  que l'AFP e s t  une g lycopro té ine  ; l'AFP l i e  l 'oes -  

t r a d i o l  avec  une t r è s  f o r t e  a f f i n i t é  e t  une s p é c i f i c i t é  é t r o i t e ,  

a l o r s  que l 'albumine, f i x e  t o u t e s  l e s  hormones avec une f a i b l e  

a f f i n i t é  ; aucune r é a c t i o n  immunologique c r o i s é e  n ' a  é t é  mise en 

évidence e n t r e  l e s  deux p r o t é i n e s  na t ives .  Enfin, l'AFP e t  l ' a lbu-  

mine son t  s y n t h é t i s é e s  à des moments d i f f é r e n t s  du cyc le  c e l l u l a i -  

r e  (151). 

Ces nombreuses d i f f é r ences  e n t r e h s  deux molécules com- 

pensent d ~ n c  largement l e u r s  s imi l i t udes ,  s i  b i en  q u ' i l  nous p a r a î t  

d i f f i c i l e  de cons idérer  l'AFP comme une albumine f o e t a l e  mGme avec 

une fonc t iqn  s p é c i a l e  supplémentaire  chez l e  f o e t u s  comme le suggè- 

r e n t  Ruos lah t i  e t  ~ e r r ;  (1 43 ) . 

6.2. Rôle de fixaqgon des o e ~ t r o g è n e s  
-, 

Ce sont l e s  Fravaux de Ramaley en 1970 (134) e t  Sc~lof f  

e t  a l  en 1971 (163) qui  démontrent l a  d rés en ce de substances 

dans l e  s6rum de Rat nouveau-né e t  c e l u i  de l a  Rate  g e s t a n t e  

pouvant f i x e r  l e s  hormones oestrogènes.  Depuis, ces  t ravaux ont  

é t é  c o n f i p é s  e t  p r é c i s é s  pr incipalement  par  l e s  équipes de Nunez 

e t  de Ur iq l .  Nunez e t  a l  (118) ont  d'abord i d e n t i f i é  l a  foe top ro té ine  

responsable  de l a  f i x a t i o n  des oestrogènes dans l e  sérum de Rat 

nouveau-né. Urie1 e t  a l  on t  e n s u i t e  montré qu'une f a i b l e  f r a c t i o n  - 
de l'AFP humaine (moins de 1 %) pouvai t  l i e r  l e s  oestrogènes (190), 

mais pour l ' i n s t a n t ,  c ec i  n ' a  pas  é t é  confirmé (119) .  La f i x a t i o n  

d'oestro?;ènes par  l'AFP de iiat  e s t  é t u d i é e  pa r  l e s  expériences 

d t é q u i l i t i r e  de d i a l y s e  ; e l l e  e s t  t r è s  spéc i f ique  de l ' o e s t r a d i o l  

e t  de l ' o e s t r o n e  (17, 19). 
8 La cons tan te  d ' a f f i n i t é  Ka e s t  de 4.10 M-' à pH 6, l e  

nombre de s i t e s  de l i a i s o n  éga l  à 1 (16, 17, 19).  



Cette  p r o p r i é t é  de l i e r  l e s  oestrogènes e t  en p a r t i c u l i e r  

l e  1 7 - 8 a e s t r a d i o l  a  é t é  exp lo i t ée  pour i s o l e r  l'AFP s u r  une colon- 

ne d ' a f f i n i t é  o e s t r a d i o l  (72)  ou pour l o c a l i s e r  dans l e  f o i e  l e s  

c e l l u l e s  p roduc t r i ce s  d'AFP (188). 

L'étude de l a  f i x a t i o n  des oestrogènes par  deux, qua t r e  

puis  neuf v a r i a n t s  molécula i res  a  montré que t o u t e s  l e s  iso-AFP 

f i x e n t  l e s  oestrogènes avec l a  même capac i t é  e t  avec une af- 

f i n i t é  s i m i l a i r e  (16, 17, 18, 19, 164). 11 f a u t  n o t e r  que l e s  

r é s u l t a t s  de l ' é q u i p e  de Nunez d i f f k r e n t  de ceux obtenus par  Aussel 

e t  a l ,  pr incipalement  en ce qui  concerne l e  nombre de s i t e s  de 

f i x a t i o n  de l ' o e s t r a d i o l .  Nunez e t  a l  (31, 117, 144, 192) obt ien-  

.nent  des  va l eu r s  d i f f é r e n t e s  dans. l e  nombre de s i t e s  de  f i x a t i o n  

(0,25 au l i e u  de 1) .  D'autre  p a r t ,  il semblera i t  pour Nunez que 

l a  p a r t i e  g luc id ique  ' a i t  un r ô l e  important dans l a  f i x a t i o n  des 

hormones ; en e f f e t ,  i l s  observent  des d i f f é r e n c e s  dans l l a C f i n i t é  

pour l e  17- B-oes t rad io l  se lon  l e s  v a r i a n t s  glycanniques ( separés  

s u r  Con A~Sepharose)  . 
Le f o i e  r ep ré sen te  l e  ca r r e fou r  métabolique pour t o u t e s  

l e s  hormones s t é r o ï d e s .  Il ne joue pas seulement un r ô l e  de déto- 

x i c a t i o n  qui i n a c t i v e  l e s  hormones e t  l e s  t ransforme en conjugués 

so lubles ,  mais joue a u s s i  un r ô l e  dans l a  r é g u l a t i o n  des  taux 

c i r c u l a n t 6  de ces  hormones. C'est  v e r s  l ' â g e  de t r e n t e  jours  environ, 

que l e  taux  d'AFP chez l e  Rat s ' aba i s se  à 1 % de ce q u ' i l  é t a i t  

chez l e  nouveau-né, o r  c ' e s t  également v e r s  c e t t e  pér iode  que l e  

métabolisme des s t é ro7des  évolue ve r s  ce qu i  s e r a  un métabolisme 

" adul te .  C'est à p a r t i r  de c e t t e  cons t a t a t ion  que Aussel e t  Masseyeff 

ont pençé que, p a r  sa p r o p r i é t é  d!! f i x a t i o n  des oestrogènes, l'AFP 

pouvai t  ê t r e  responsable  de c e t t e  évolu t ion  (14, 15). Chez l e  

jeune animal, l a  f a i b l e  a c t i v i t é  des  enzymes responsables  du méta- 

bolisme de l ' o e s t r a d i o l  peut ê t r e  due, en p a r t i e ,  à l a  présence 

de l'AFP e t  non seulement au f a i b l e  taux de ces  enzymes ( 1 4 ) .  

Le mode d ' ac t ion  des hopnones a é t é  t r è s  é t u d i é  ces 

quinze de rn i è re s  années. Alors que l'hormone e s t  rapidement cata-  

b o l i s é e  par l e  f o i e  e t  que l ' on  r e t rouve  des  mé tabo l i t e s  de c e l l e -  

c i  dans l e  sérum de l 'animal,  on rie t rouve que de l ' o e s t r a d i o l  

inchangé dans l ' u t é r u s  qui  en e s t  un organe c ib l e .  Bayard e t  a l  (24) 



ont isolé l'AFP du cytosol utérin de Rates de vingt jours. La 

même hétérogénité moléculaire est retrouvée dans cette AFP que 

pour l'AFP sérique, avec quelques différences dans les taux de 

chaque variant. De même, Aussel et al (20) ont isolé, à partir du 

cytosol utérin de Rates immatures, un complexe macromoléculaire 

4 - 5 S fixant les oestrogènes : cette capacité provient de l'AFP 
qui, dans ce complexe, serait liée à des constituants cytoplasmi- 

ques ou nucléaires (189). 

Pour Aussel, il est peu probable que l'AFP participe au 

mécanisme d'action des oestrogènes au niveau de l'utérus, mais 

elle pourrait jouer un rôle de régulateur du taux d'oestrogènes 

libres dans le plasma au moins chez le Rat et la Souris (13). 

6.3. Action sur la croissance cellulaire 

Cette activité s'illustre par le fait que l'addition de 

sérum foetal au milieu de culture favorise l'attachement et la 

prolifération des cellules, qu'il s'agisse de culture primaires 

d'hépatocytes foetaux ou de cultures de cellules tumorales (92, 

42, 89, 93, 125, 151, 158, 198). La présence d'AFP dans le sérum 

foetal (sérum de Veau foetal) semble donc coïncider avec une pro- 

lifération cellulaire accélérée. In vivo, l'AFP pourrait donc 

agir en facilitant la croissance des cellules normales chez 

l'embryon et de cellules tumorales rétro-différenciées chez 

l'adulte (125). Leffert et al (93, 151) pensent que ce mécanisme 

d'action sur la croissance cellulaire est dû tout simplement à 

la possibilité de fixation des oestrogènes par l'AFP intracellu- 

laire. En effet, les oestrogènes stimulent la synthèse par le 

foie des lipoprotéines de très faible densité (VLDL). Les VLDL 

suppriment l'initiation de la synthèse du DNA par les hépatocytes 

foetaux. L'AFP, en fixant les oestrogènes, abaisserait le taux de 

VLDL et par conséquent, augmenterait le taux de synthèse du DNA 

(93, 151). Cette hypothèse n'a reçu aucune confirmation expéri- 

mentale, mais elle constitue une voie de recherche intéressante. 



6.4. Rôle immunosuppresseur 

Certains auteurs (30, 37, 112, 126) ont étudié la possi- 

bilité pour l'AFP d'avoir des propriétés dlimmunorégulation. Pamely et al 

(126) et Caldwell et al (37) ont comparé l'action du sérum du cordon, du 

sérum de l'adulte normal ou du sérum de Rats porteurs de tumeurs, 

sur des cultures de lymphocytes mixtes in vitro (126) et sur des 

cultures stimulées par la PHA (PHA : phyto-hémagglutinine) (37, 126). 

L'effet immunosuppresseur obtenu est variable avec la PHA, en re- 

vanche, llimmunosuppression en culture mixte est en corrélation avec 

le taux d'AFP. En 1976, ces auteurs ont repris les mêmes expériences 

avec l'AFP (127) et montré que cette activité immunosup- 

pressive n'était pas due à l'AFP elle-même, mais à une fraction a- 

globulinique de haut poids moléculaire, qui n'aurait aucun carac- 

tère onco-foetal. En 1974, Belanger et al ( 3 0 ) ,  utilisant les mêmes 

cultures, étaient déjà parvenus à cette conclusion. Par contre, 

lléquipe de Murgita et Tomasi, en 1975, (43, 110, 1 1 1 )  travaillant 

également sur la transformation lymphocytaire par des mitogènes 

ainsi que sur des cultures mixtes de lymphocytes, trouvent que 

l'AFP inhibe ces réactions. C'est donc à cette protéine qu'ils 

attribuent un effet immunosuppresseur non cytotoxique sur la syn- 

thèse des anticorps, à la fois sur la réponse primaire et secon- 

daire (112). Les cellules impliquées dans ces phénomènes seraient 

des T-lymphocytes (43, 109). Alors que Murgita et Tomasi utilisaient 

l'AFP isolée du liquide amniotique de Sou&, Yachnin (199, 200) et 

Lester et al (97) étudient l'effet de l'AFP humaine isolée de 

sérum, de liquide ascitique et de foie foetal, et trouvent effecti- 

vement un effet immunosuppresseur, qu'ils attribuent à une fraction 

seulement de l'AFP, fraction qui varie en quantité selon l'origine 

de l'AFP (199). 

On trouve, à l'opposé, un certain nombre de travaux qui 

mettent en doute ce pouvoir immunosuppresseur de l'AFP (46, 56, 72, 

108 152). Pour Sheppard et al (152), ce rôle immunosuppresseur, 

mis en évidence in vitro, ne serait pas retrouvé in vivo. 

Mucchielli et al (108) ont même trouvé une activité immunoactivatrice 



à p a r t i r  de  d ive r se s  p répa ra t ions  d'AFP humaine. Ces d e r n i e r s  ne  

t i r e n t  cependant aucune conclusion, c a r  de nombreux f a c t e u r s  peu- 

vent  i n t e r v e n i r  dans l ' expér imenta t ion  t e l s  que : l a  source  d'AFP, 

l e s  cond i t i ons  de p u r i f i c a t i o n  e t  de stockage, l a  contaminatioh 

e t  l a  p r o l i f é r a t i o n  bac tér ienne ,  l e s  condi t ions  e t  l a  s t i m u l a t i o n  

des c u l t u r e s  de lymphocytes qui  son t  mal s tandard isées .  En dé f in i -  

t i v e ,  l e  r ô l e  immunosuppresseur de  l'AFP demeure t r è s  contes té .  

En dehors des  équipes de Tomasi e t  de Yachnin, personne n ' a  t rouvé  

un pouvoir irmnunosuppresseur conskant e t  spécpfique de 1'AFE. 

7 - METABOLISME DE L'ALPHA-FO~OPROTEINE 

7.6. S i t e s  de synthèse  

Nous savons que l'AFP, déce lée  dans l e  sérum materne l  e t  

dans l e  l i q u i d e  amniotique, provien t  du f o e t u s  ; G i t l i n  e t  a l  (55) 

en on t  déterminé l t o r i & i n e  t i s s u l a i r e  chez l 'Home a i n s i  que chez 

l e  Rat. Le f o i e  e t  l e  s a c  arnniotiçlue (ou s a c  v i t e l l i n )  en son t  l e s  

deux sou rces  p r i n c i p a l e s  s u r t o u t  HU début du développement f o e t a l .  

Au début de  l a  gestation, l e  f o i e  e t  l e  s a c  amniotique produisent  

environ l a  même q u a n t # t é  d'AFP, mais  l e  f o i e  s e  développe rapide-  

ment e t  en devient ,  v e r s  l a  douzième semaine, l a  source pr inc ipa-  

l e .  G i t l i n  e t  a l  ( 5  5) ont  également mis en évidence une synthèse,  

assez f a i b l e  cependanp, par  l e  t r a c t u s  g a s t r o i n t e s t i n a l .  Les mêmes 

études f q i t e s  chez l e  Rat y ont  montré une synthèse  d'AFP pa r  l e s  

mêmes t r a i s  sources (150). Le s a c  amniotique e s t  p lus  développé 

chez l e  q a t  e t  s a  fonc t ion  b io logique  avant  l a  na issance  e s t  p lus  

importante  que chez l'Homme (54). 

L'étude du métabolisme d e  l'AFP peut  ê t r e  abordée de 

deux manières  : 

- étude de  s a  l o c a l i s a t i o n  au n iveau  des o rgane l l e s  cytoplasmiques 

des héqa tocytes  ( 4 5  44, 63, 122, 131), 

- étude de  s a  product ion au cours  du cyc le  c e l l u l a i r e  (151, 1 8 2  183, 

196). 



Les techniques immunocytochimiques, utilisées par plusieurs auteurs 

(3 8, 47, 131), ont permis d'obtenir un marquage spécifique de l'AFP 

au niveau des hépatocytes foetaux ou hépatomateux, que lthépatome 

soit spontané ou provoqué par le 3'Me 4 DAB. La synthèse d'AFP sem- 

ble se tenir dans les hépatocytes immatures, dans les cellules tran- 

sitionnelles pour la plus grande partie, mais aussi pour une faible 

part dans les petits hépatocytes (44, 63). Aucun marquage n'est 

observé au stade précoce des cellules ovales, ni dans les hépatocytes 

matures (voir figure 1). Au cours de la cancérogénèse chimique, 

induite par ingestion de 3'Me 4 DAB ou de AAF (26, 44, 63, 122, 1761, 

ltAFP se décèle dans les tissus avant l'apparition de la tumeur, au 

niveau des cellules transitionnelles. LtAFP serait donc synthétisée 

par des cellules transitionnelles mitotiquement actives, donc cel- 

lules qui sont à un stade intermédiaire entre la cellule ovale et 

1 'hépatocyte mature (92, 176, 179, 188, 194). L'  albuming étudiée 

simultanément par les mêmes techniques, se localise dans les hépa- 

tocytes typiques et dans quelques cellules transitionnelles. 

Production d'AFP 

Cellule Cellule Cellule Petit 
Hépatocyte endodermique ovale transitionnelle hépatocyte 

Fieure 1 

Représentation schématique de la relation entre la maturation de 

l'hépatocyte et la production d'AFP d'après Onoé et al (124). 



7.2. Phase de synthèse durant le cycle cellulaire 

L'utilisation de cultures de lignées cellulaires dérivées 

d'hépatomes -AH 66 (182, 183)- ou d'hépatocytes foetaux (91, 92) 

a permis d'établir certaines relations entre l'AFP et les phases 

du cycle cellulaire, dans de nombreux cas, cette étude a été menée 

de façon parallèle avec l'albumine (182, 196) et parfois d'autres 
8 

protéines (151). L'MP et l'albumine sont produites à des phases 

différentes du cycle cellulaire. Il semble cependant que l'AFP 

soit synthétisée durant les phases G et S et sécrétée rapidement 
1 

en phase M (15S 182, 183), alors que l'albumine est produite 

depuis le milieu de S jusqu'en phase G 2 

7.3. b'Alpha-foetoprotéine et la prolifération cellulaire 

Au cours du développement de la culture dlhépatocytes 

foetaux, la lag phase ou phase de latence dure environ vingt 

quatre à quarante huit heures. Durant la phase de croissance 

logarithmique, qui dure huit jours, la population cellulaire 

double en vingt quatre heures eq au cours de la phase stationnaire, 

la multiplication cellulaire diminue et le nombre de cellules atta- 

chées reste constant. La synthèse d'AFP est en relation avec le 

taux de croissance des hépatocytes et leur position dans le cycle. 

La production drhémopexine semble également être liée à la proli- 

fération cellulaire contrairement à l'albumine et à l'haptoglobine 

( 9 2  1 5 %  196). La production d'AFP est donc couplée à la synthèse 

du DNA. Dans tous les cas étudiés, un arrêt de la production d'AFP 

a été observé après blocage de la synthèse du DNA, celle-ci repre- 

nant lors d'une réinitiation de la synthèse du DNA (92 9% 151, 

1 96). 



7.4. Catabolisme 

Colquhoun e t  a l  (41) ont observé pour l'AFP, une demie- 

v i e  de v i n g t  deux à v i n g t  q u a t r e  heures  chez l a  Rate  après d é l i -  

vrance. Chez l e  Rat nouveau-né cependant, ces  a u t e u r s  cons t a t en t  

une demie-vie de c inq  jours  environ durant  l e s  v i n g t  s i x  premiers  

jours  de l a  v i e .  L'absence de réponse immunitaire  cont re  l'AFP 

in j ec t éechez  l 'animal  adul te , suggère  l ' e x i s t e n c e  d'un taux  d'AFP 

de base  dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine de  l 'animal  mature (41). 

Ce taux  de base e s t  a t t e i n t  chez l e  Rat au quarante  quatr ième 

jour su ivan t  l a  naissance.  



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  

r=-=r=i=-=-i~=,l=i=-=.s+ r=r=--eI=5< i-r 



I N T R O D U C T I O N  

Nous avons étudié et comparé l'AFP de Rat produite 

in vivo chez l'embryon ou chez 14 Rat hépatomateux et in vil;ro 

par les hépatocytes foetaux en culture primaire. Dans un premier 

temps, nous avons analysé, par les techniques de chromatographie 

d'affinité et d'imrnuno-affino-électrophorèse bidimensionnelle, 

l'AFP provenant de ces différentes sources : 

a) LtAFP de Rat embryonnaire est recueillie à partir du liquide 

amniotique et du sérum d'embryons de 17 à 20 jours. 

b) Le sérum de Rat hépatomateux provient de Rats ayant un régime 

alimentaire contenant O,& 7, de cancérogène : le 3'Me 4 DAI3 

(3 '  méthyl 4 diméthyl aminoazobenzène) . 
c) Quant à l'AFP synthétisée in vitro, elle est recueillie à 

partir des milieux de cultures primaires dthépatocytes foetaux 

de Rats (embryons de 17 à 20 jours). 

Nous avons étudié la microhétérogénéité de l'AFP : 

microhétérogénéité protéique et surtout glycannique révélée par 

son interaction avec diverses lectines. La première partie de 

notre étude est donc essentiellement comparative. 

La méthode de culture primaire employée permet d'aborder 

le probleme de la régulation de l'expression de l'AFP par l'obser- 

vation systématique de la prolifération cellulaire et par une 

étude de la production protéique. 

La production protéique est suivie dans les milieux de 

culture par dosage de la protéine qui nous intéresse : l'AFP, ainsi 

que l'albumine, en tant que protéine de référence. Grâce à ce 



système, nous pouvons é t u d i e r  l ' a c t i o n  de d i v e r s  agents  exogènes 

addi t ionnés  au m i l i e u  de cu l tu re ,  drogues, hormones (AMPc, théo- 

phy l l i ne ,  bléomycine, e t  méthotrexate)  e t  cancérogène ( A M ) .  



MATERIEL E T  METHODES 

1 - FRACTIONNEMENT DE L'ALPHA-FOIXOPROTEINE 

1.1. P u r i f i c a t i o n  de l'AFP 

LIAFP des mi l ieux  de c u l t u r e  a  é t é  i s o l é e  par  chromato- 

graphie  d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de Sepharose couplée à des a n t i -  

corps anti-AFP (7 4). 

Isolement  des anti-AFP 

Les a n t i c o r p s  monospécifiques ont  é t é  i s o l é s  pa r  chromato- 

graphie  d ' a f f i n i t é  s u r  colonne d'AFP-Sepharose. 1 0  mg d 'MP p u r i f i é s  

par  é l ec t rophorèse  prépara t ive ,  s e l o n  l e  procédé d é c r i t  p a r  Kerckaert  

(76), son t  couplés  avec 25 m l  de Sepharose 4B préa lab lement ' ac t ivée  

se lon  l e  procédé de March e t  a l  (101). Le sérum anti-AFP de  Lapin 

e s t  appl iqué  s u r  c e t t e  colonne qui  e s t  l avée  dans un premier temps 

avec un tampon Tris-HCL 0 ,1  M de pH 8,O contenant  0,5 M de ch lo ru re  

de sodium e t  0 ,02 % d 'azoture  de sodium. Les an t i co rps  anti-AFP 

f i x é s  s u r  l a  colonne sont  déplacés avec  l e  tampon g lyc ine  0 ,2  M-HCL, 

pH 2,8 contenant  du ch lo ru re  de sodium 0,5 M. La so lu t ion  d ' an t i co rps  

e s t  e n s u i t e  n e u t r a l i s é e ,  d i a l y s é e  e t  l yoph i l i s ée .  

Isolement de l'AFP 

Les a n t i c o r p s  (100 mg) s o n t  e n s u i t e  couplés avec  50 m l  

de Sepharose a c t i v é e  par  l e  CNBr.  Les mi l ieux  de c u l t u r e  (100 m l  , 
s o i t  l e  contenu de 10 f l acons )  sont  chromatographiés s u r  c e t t e  

colonne e t  l'AFP e s t  é luée  avec l e s  mêmes tampons que ceux précédem- 

ment d é c r i t s .  



LIQUIDE AMNI OTIQUE 
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1.2. Chromatographie d'affinité sur colonne de lectine de 

Ri cinus communi s 

* 
Préparation et couplage de la lectine 

L'agglutinine RCAI est préparée en associant la chromato- 

graphie d'affinité à la chromatographie de gel filtration. Tout 

d'abord, les extraits de graine de Ricinus sont soumis à la chroma- 

tographie d'affinité sur une colonne de Sepharose-N-&-amino-caproyl- 

6-D-galactopyranosylamine préparée selon le ~rocédé de Gordon (59) .  

Deux lectines (RUI et RCATI) sont éluées avec le D-galactose 0,1 M 

et séparées sur une colonne de Sephadex G-150'équilibrée dans un 

tampon phosphate de pH 7,2. 

La lectine RC+ est ensuite couplée sur une Sepharose 4B 

activée avec du bromure de cyanogène selon le procédé de March 

Chromatographie d'affinité sur la colonne de 

RC%-Sepharose (22 ) 

Les différents variants de l'AFP sonf appliqués au sommet 

de la RC%-colonne qui est lavée dans un premier temps avec un 

tampon phosphate salin 20 mM pH 7,2-0,15 M chlprure de sodium. Le 

matériel fixé sur la colonne est ensuite élué ,avec le même tampon 

contenant en plus du galactose O, 1. M. Le galactose commercial, 

obtenu chez "The Nutritional Biochemicals Corporation", est préala- 

blement purifié sur colonne de charbon-Celite. 

1.3. Chromatographie d'affinité sur colonne de Concanavaline A (23) 

La Concanavaline A (Con A), provenant de chez "Pharmacia 

Fine Chemicalsv et 1' frLndustrie Biologique Françaiserf est couplée 

à une Sepharose 4B activée au CNBr. L'AFP (2 à 3 mg) est chromato- 

graphiée sur cette colonne de Concanavaline A (l,2 r 10 cm) équili- 

brée avec le tampon Tris-HCL 0,05 M (PH 7,6) contenant du NaCl O , l  M, 

* Cette lectine a été préparée et nous a &te aimablement fournie par 
H, DEBRAY que nous remercions vivement, 



MnC12 ImM, MgCl* 1mM et CaC12 1mM. Le matériel ne réagissant pas 

ou peu avec la Con A est élue par lavage avec le tampon, alors 

que le matériel réagissant avec la Con A est déplacé avec le mAeme 

tampon contenant en outre du O-méthyl-a-D-glucoside 0,l M. 

1.4. Immuno-affino-électrophorèse bidimensionnelle 

La méthode d'immune-affino-électrophorèse bidimensionnelle 

a été introduite par Bbg-Hansen et a1 (34). Elle fait intervenir, 

dans un premier temps, l'affinité de l'AFP pour la lectine puis 

l'affinité immunologique antigène-anticorps. Lectines et anticorps 

sont incorporés dans l'agarose 1 % dans du tampon Tris-Véronal, 

pH 8,6 (Tris 37 rnM, Véronal 24,5 mM, lactate de calcium O, 36 rnM 

et azoturq de sodium 0,2 mM) à 50°C. Dans la première dimension 

de l'électrophorèse, des échantillons de 1 à 5 ~1 contenant 10 à 

100 Vg d'AFP/ml migrent pendant 2 heures à 10 volts/cm dans un 

gel contenant une concentration déterminée de lectine. La seconde 

dimension est effectuée à 2 volts/cm pendant 18 heures dans un 

gel dtagarose contenant l'anti-AFP. 

2 - CULTURES PRIMAIRES DtHEPATOCYTES FOETAUX DE RAT 

2.1. Mise en culture des hépatocytes 

Les cultures primaires d'hépatocytes foetaux de Rat ont 

été réalisées selon le protocole proposé par Leffert et Sel1 (92) 

avec quelques modifications, illustré par la figure 2 (page 33). 

Les foies foetaux de Rat de 17 à 20 jours de gestation, excisés 

sous conditions stériles, sont dissociés par un traitement à la 

collagénase. Les cellules libres sont lavées quatre fois avec le 

milieu de culture et trois fois avec le chlorure d'anrmonium, afin 

d'éliminer les érythrocytes qui contaminent la préparation. Environ 
6 

10 cellules sont placées dans 10 ml de milieu de Dulbecco conte- 

nant 10 % de çérum de veau (milieu 1). 24 heures plus tard, ce milieu 



f o i e s  foe t aux  O 

Milieu 1 
m i l i e u  Dulbecco 
+ 10 % de sérum de veau 

L e  m i l i e u  1 est 
remplacé p a r  un 
m i l i e u  f r a i s  

Milieu frais Fr [ i d e n t i q u e  au m i l i e u  1 

1 1 t = O  Nombre de 

Fig. 2 -  C u l t u r e  I pr imai re  d t h ' Q p a t o c y t e s  f o e t a u x  de r a t .  



est remplacé par un milieu frais (milieu 2). Cette opération permet 

d'éliminer les derniers érythrocytes ainsi que les protéines hépa- 

tiques sflthétisées in vivo et excrétées dans le milieu de culture, 

Ce changement de milieu constitue dans toute notre expérimentation 

le temps zéro. Au cours des 96 heures suivantes et à intervalles 

de 24 heures, les cellules vivantes formant une monocouche sont 

comptées et les quantités d'albumine et dtAFP sécrétées dans le 

milieu sont estimées à l'aide de lrélectroimunodosage. Les drogues 

ou le cancérogène sont ajoutés au temps zéro, au moment du change- 

ment de milieu. Dans certaines expériences, le milieu est change 

stérilement toutes les 24 heures et recueilli. 

2.2. Détermination du nombre de cellules 

La prolifération cellulaire est estimée en comptant le 

nombre de cellules prézlablement dissociées par la trypsin~, Les 

cellules sont ensuite c,iluées 169 fois et dosées au Coulterl counter 

(Modèle F, Coultronics France, S, A.). 

Dosage de l'AFP et de l'albumine 

Principe du dosage 

Le principe de l~électroirnmunodosage de Laurel1 (90) 

repose su? le déplacement électro~lhorétique de l'antigène dans 

un gel dlagarose contenant une quintité définie d'anticorps. La 

rencontre de l'antigèqe et de llar,ticorps constitue une ligne de 

précipitation qui possède la forme drune fusée et dont la hauteur 

est direçpement proportionnelle à la quantité d'antigène. 

Préparation des imunsérums monospécifiques 

Les antisérums monospécifiques contre l'AFP et contre 
- l'albumine sont préparés en immunisant des Lapins avec 4mg d'AFP 



ou d'albumine préparés  pa r  é l ec t rophorèse  p r é p a r a t i v e  (76).  

Chaque i n j e c t i o n  con t i en t  1 mg d 'an t igène  d issous  dans 0,5 m l  de 

c h l o r u r e  de sodium 0,15 M e t  émul s i f i é  dans 0,5 m l  d i  adjuvant  de 

Freund (Dif CO). 

Immunoélectrophorèse 

Les mi l ieux  de c u l t u r e  contenant  l'AFP e t  l 'albumine 

s o n t  déposés s u r  une immunoplaque d t agorose  contenant l ' a n t i c o r p s  

approprié .  L a  grande s e n s i b i l i t é  du dosage qu i  e s t  de l ' o r d r e  de 

i à 25 ug p a r  m l  ne n é c e s s i t e  pas  p l u s  de 4 à 5 u 1  du m i l i e u  de 

c u l t u r e  qui  e s t  directement  p ré l evé  e t  déposé dans l e s  a lvéo le s  

sans  aucune concent ra t ion  p réa l ab le .  ~ i é l e c t r o p h o r è s e  e s t  r é a l i s g e  

dans l e  tampon Tris-Véronal pH 8,D pendant 2 heures  à 2 0  $r/cm. 

Les immunoplaques sont  e n s u i t e  séchées e t  co lorées  au  Bleu de 

Coomassie. 



RESULTATS 

1 - ETUDE BIOCHIMIQUE DES ISO-AFP SYNTHETISEES ICN VIVO ET ICN VI.T,90 - 

Hétérogénéité protéique 

L'électrophorèse en gel de polyacrylamide a permis de révéler 

l'hétérogénéité moléculaire de l'AFP provenant de plusieurs espèces (Rat, 

Souris, Homme) ( 7 2 ) .  Cette différence de migration électrophorétique est due 

à m e  différence de composition en acides aminés. La forme électrophorétique 

lente possède une vingtaine d'acides aminés supplémentaires, ce qu,i se traduit 

par une différence de 2000 da1 tons observée en gel SDS (77 ) . Nous avons com- 
paré le comportement électrophorétique de l'AFP de k t  isolée : a) du liquide 

amniotique, b) du sérum de Rat hépatomateux, c) de milieux de culture primaire 

d'hépatocytes foetaux. 

Dans les trois cas, nous observons que les deux formes électrophoré- 

tiqueslente (AFP* ) et rapide* (AFP ) coexistent mais h des taux variables B 
selon 1 ' origine  a able au V) . 

TABLEAU V. - Variations du rapport A/B des formes électrophoré tiques 

lente et rapide de l'AFP selon son origine. 

Pour expliquer ces variations, on peut souligner a 

1 Q) que l'AFP isolée du sérum do Rat hépatomateux ou des milieux de culture est 

synthétisée par des hépatocytes -transformés ou foetaux-, alors que pour l'AFP 

du liquide amniotique : le sac amniotique et, pour une faible part, le tractus 

gastro-intestinal participent en plus du foie foetal à la synthèse ; 

20) que les variants ont probablement un métabolisme différent in vivo et in vitro 



1 .2. Hétérogénéité glycannique 

a) Etude des iso-AFP par chromatographie d'affinité sur colo~ne de 

lectines immobilisées. 

Le polymorphisme moléculaire de l'AFP est dû, en partie, à une 

hétérogénéité peptidique comme nous venons de le voir, mais aussi et surtout 

à une très large hétérogénéité des copules glucidiques comme l'a révélé l'uti- 

lisation des lectines. 

Les lectines sont des substances naturelles isolées des plantes ou 

des animaux et qui ont la propriété de se lier spécifiquement avec certaines 

structures glycanniques à la manière d'une réaction antigène-anticorps ou 

enzyme-substrat. La spécificité de certaines de ces lectines comme celle isolée 

de Ricinus communis et la Concanavaline A comence à être trèsbien connues. 

Les différents degres d'interaction que l'on observe entre les copules 

glucidiquep des iso-AFP avec les lectines comme la Concanavaline A (con A) ou 

celles isolées de Lens culinaris (KA ) ou Ricinus communis (RCA~), ont permis 
d ' isoler, par chromatographie d ' affinité sur colonne de lectine, chaque iso-AFP 
dans un état de pureté satisfaisant (75 1. 

Ainsi, nous avons pu étudier et comparer le comportement des iso-AFP 

provenant de milieu de culture, d'origine foetale ou tumorale avec la Con A. 

Les résultats, illustrés par le tableau VI, font apparaître trois types 

d'interaction qui correspondent auxtrois populations suivantes a 

1 )une fracttion non retenue n'ayant aucune affinité pour la lectine, 

2)une fraction retardée possédant une légère affinité pour la Con A, 

3)une fraction retenue sur la colonne et éluée grâce à l'addition du 

a-méthyl glucoside 0,ISM ari tampon d'élution. 

Il est à remarquer que les pourcentages de ces fractions varient 

sensiblement selon l'origine de l'AFP. Plus précisément, la fraction Con A 

réactive ge l'AFP de milieu de culturereprésente 4% des iso-AFP totaux , 
alors que le sérum embryonnaire, n'en contient que 19 %. On sait, à présent, 

(~trecker, Bayard, Kerckaert : communication personnelle) , que les deux 
glycannes de l'AFP Con A-non réactive,possèdent chacun un résidu de N-acétyl 

glucosamine supplémentaire branché sur l'hydroxyle 4 du l3 mannose, 

Par contre, les glycannes de l'AFP Con A-réactive sont dépourvus de ce résidu 

de N-acévl glucosamine qui semble empêcher l'interaction de l'AFP avec 

cette lectine. 



TABLEAU VI .- . F r a c t i o n n e m e n t  s u r  c o l o n n e  de  Con A - S e p h a r o s e  d e  l 'AFP  i s o l é e  d e  d i f f é r e n t s  

m i l i e u x  : s é r u m  de  r a t  e m b r y o n n a i r e ,  s é r u m  de r a t  h é p a t o m a t e u x  e t  m i l i e u  d e  

c u l t u r e  d ' h é p a t o c y t e s  f o e t a u x .  

O r i g i n e  de l * A F P  

S é r u m  de r a t  e m b r y o n n a i r e  

M i l i e u  de c u l t u r e  

( h é p a t o c y t e ç  f o e t a u x )  

S é r u m  de  r a t  a d u l t e  
h é p a t o m a t e u x  

F r a c t i o n n e m e n t  d e  ~ ' A F P  s u r  Con A - S e p h a r o s e  

F r a c t i o n  n o n  r e t e n u e  

4 3 , 6  % 

. . 

F r a c t i o n  r e t a r d é e  

3 7 , 5  % 

3 7 , 8  % 

4 5 , 6  % 

F r a c t i o n  r e t e n u e  

1 8 , 9  % 



De ce point de vue, l'AFP synthetisée in vitro n'a pas la même 

qualité que l'AFP produite in vivo. 

De la même manière, la lectine de Lens culinaris permet d'isoler 

trois fractions à partir l'AFP isolée des trois ~ilieux étudi.és. Nous 

obtenons : 

1 )  une fraction non retenue sur la colonne et sans affinité pour la lectine, 

2) une fraction retardée et donc peu réactive, 

3) une fraction retenue sur la colonne et ayant une forte affinité pour la 

lectine. 

b ) E tude des iso-AFP en immuno-af f ino-élec trophorése bidimensionnelle 

La chromatographie des iso-AFP de différentes origines sur chacune 

de ces colonnes de lectines couplées à la Sepharose, nous donrie un profil 

d'élution caractéristique de l'origine de ces iso-AFP. Nous avons aînsi 

développé cette observation en étudiant les profils des iso-AFP dbriigine 

foetale, tumorale ou de milieu de culture. Toutefois, cette méthodologie 

nécessite des quantités appréciables d'AFP et se prête mal à une étude en série 

ou à une étude fine. C'est la raison pour laquelle, au laborâtoire, les iso-AFP 

sont dénombrées et quantifiées par irnm-ino-âffino-électrophorèse. 

Il s'agit d'une technique dlélectrophorèse bidimensionneile initiale- 

ment décrite par Bdg Hansen (34) et appliquée aux iso-AFP (73,74). La première 

migration est une aff ino-é1ectropho;- qui sépare les iso-AFP en fonction 

du nombre de sites interagissantavec la lectine libre contenue dans le support ; 

la seconde migration est une Mmwic:-électrophorèse réalisée dans un gel con- 

tenant l'anticorps anti-AFP. Dans CA? cas, les profils apparaissent sous la for- 

me d'une succession de pics dont :La hauteur est propor-cionnelle à la quan- 

tité d'iso-AFP. Cette méthode qualikative et semi-quantitative se prkte bien 

à l'analyse d'échantillons de milieu de culture qui contiennent de Pt@P en 

très faible quantité. 

Nous avons voulu, dans un premier temps, vérifier qu'il y avait 

parfaite correspondance entre les deux techniques, à savoir, que les profils 

d'élution de colonnes correspondaient aux profils éLectrophorétiques, 

Comme le montre la figure 3, 1' iso-_AFP n' ayat aucune affini1~6 pour 
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les lectines, se trouve dans le pic exclu par la colonne en chromatographie 

d'affinité et ce variant migre le plus loin en immuno- affino-électrophorbse 

(pic 1). 

Le variant réagissant faiblement avec la Con A ou la LCA se trouve 

dans le pic retardé (pic II) en chromatographie sur colonne de lectine ainsi 

qu'en électrophorèse. 

Quant au composé Con A ou LCA-réactif, il se trouve dans le pic 

retenu par la colonne (pic III) et dans celui migrant le moins loin en immwno- 

aff ino-électrophorèse . 

Les résultats obtenus avec cette technique d'immwio-affino-électro- 

phorèse reproduisent donc fidèlement ceux de la chromatographie d'affinité sur 

colonne de lectine-Sepharose. L'électrophorèse est plus rapide à mettre en 

oeuvre et permet d'utiliser des quantités moindres d'AFP : quelques ncino- 

grammes eq immuno-af'fino-électrophorèse contre 500 à 1000 micrograies pour 

la chromatographie d'affinité. C ' est donc à l'aide de cette méthode que nous 

caractériserons les iso-AFP de différentes origines. 

NOLS avons donc pu comparer les interactions de la Con -4 et de la 

LCA avec Bes iso-AFP provenant du liquide amniotique, de milieu de culture 

d'hépatocytes foetaux et de sérum de Rat hépatornateux. 

Comme l'illuqtre la figure4, des différences significatives sont 

observées dans les profils électrophorètiques obtenus avec les deux lectines 

(con A et LCA). Pour 11UP isolée de milieu de culture, nous constatons que 

l'iso-AFP Con A-réactive (pic III) est la plus faible chez l'AFP syx-thétisée 

in vivo e t  provenant du liquide amniotique ou du sérum de Rat h4patoxâteux. 

Inversemept, le variant Con A-non réactif est en quantité très faible lorsque 

l'AFP es; synthétisée in vitro par rapport aux taux observés pour lsAFP pro- 

duite in vivo ( figure 4). 

Avec la lectine de Lens culinüris, les profils obtenus sont à rap- 

procher de ceux observés avec la Con A. Le variant LCA-non réactif (pic 1) 

est en quantité fa ib le  chez l'AFP synthétiisé in vitro et ltiso-AFP LCA-réac- 

tive est, proportionnellement, plus importante que lorsque l'AFP est produite 

in vivo. 



Figure 4.- E t u S e  cornparGe par immuno-affino-6Pectrophorèse 
bidimensionnelle d e  I ' h 6 r 6 r o g 5 n i ? k t 6  glyrnnnique vis-9-vis 
d e  la Con A et d e  l a  ECA de I f A F P  de R n c  provenant du liquide 
amniotique ( A F P  foetale], de ~ i l i e u x  de culture (AFP d e  MC) 
e t  Ge sérum de rat hégatomateux (AFP dyh6patome). 

1 : Pic correspondant arax iaoAFP sans a f f i n i t Z  pcur les lectines.  
If : P i c  corrrispoadant aux lsoAIP ayant une f a i b l e  affinitg pour les kectines. 
III : BLc correspopdané aux iso,aFB rgagissant fortement avec les Pectines. 



In vivo, les iso-AFP circulant dans le sérm ou dans le liquide 

amniotique résultent des synthèses combinées des hépatocytes et des cellules 

du sac amniotique. Or, en culture, in vitro, seuls les hépatocytes synthétisent 

les iso-AFP ; en conséquence, les profils différents que nous venons d70bserver 

entre l'AFP produite in vivo et in vitro, pourraient s'expliquer par la double 

origine de l'AFP circulant. 

c) Origine tissulaire des iso-AFP 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons tenté d'isoler l'AFP 

produite par les cellules du sac amniotique. En outre, nous avons recherché 

une éventuelle modification enzymatique de l'AFP d'origine hépatocytaire par 

les cellules du sac amniotique. 

Les sacs amniotiques sont prélevés sur des embryons de 18 jours, ils 

sont broyés après plusieurs lavages dans un tampon Phosphate salin (PBS). Après 

centrifugation, l'AFP contenue dans le surnageant est analysée par immuno-affi- 

no-électrophorèse, alors que le culot de membranes est incubé à 37%, une heure, 

avec llAFPsynthétisée in vitro par les hépatocytes. 

En fait, comme le montre la figure 5, les profils électrophorétiques 

résultant de l'interaction de l'AFP du sac amniotique avec la Con A et la LCA 

(figure S C )  s'apparentent à ceux observés précédemment avec l'AFP du liquide 

amniotique (figure 5 A ) .  On peut néanmoins déceler une légère diminution de la 

production du variant Con A-non réactif produit par le sac amniotique. De ce 

fait, nous pouvons confirmer que le sac amniotique et le foie produisent in vivo, 

dans des proportions sensiblement identiques, toutes les iso-AFP. 

La qualit: des iso-AFP produites par le sac amniotique est identique 

à celle des iso-AFP synthétisées par 1 ' hépatocyte. 
D'autre part, comme 1' illustre la figure 5D, 1' incubation d'AFP isolée 

des milieux de culture, avec des extraits de sac amniotique, ne modifie en rien 

les profils électrophorétiques desiso-AFP obtenus avec la Con A ou la LCA. 

Comme nous l'avons observé précédemment, notons que ces profils d'AFP produite 

in vitro restent toutefois très différents de ceux obtenus à partir de l'AFP 

produite in vivo. 



Figure 5,- Ekude de X.'lnfli.ience dr: s a c  amniotique sur les groIi.1~ 
d7affini+e vis-a-vis de La Con A et d e  la L C A ,  d e  I'AFF synthétis6e 
i.n vitro p a ~  les hepatocytes feetaux. -........- 
A - AFP f o e t a l e .  
B - AFP de milieu de culcura (AFP Qe MC) 
C - AFP de sac amniotique 
D - AFP de milieu d e  culture incubee à 37°C 1 heure avec des 

extraits membranaires d e  s a c  amniotique. 



d )  Recherche de modifications biochimiques de l'AFP produite 

in vivo et in vitro 

LtAFP synthétisée in vitro que nous étudions, provient d'une culture 

primaire d'hépatocytes foetaux de Rat. Afin de maintenir de bonnes conditions 

de développement de la culture, nous a joutons, au milieu de culture, 1 C$ de 

sérum de veau. Ce sérum favorise la fixation ainsi que la croissance cellulaire, 

Nous avons envisagé l'éventualité suivante: à savoir que le s é m  

de veau peut, soit par la présence des nombreuses protéines qu'il contient, 

soit par une action enzymatique quelconque modifier les taux des diverses iso- 

AFP produites par les hépatocytes in vitro. De ce fait, l'incubation d'AFP 

purifiée,dtorigine foetale,provenant du liquide amniotique a été effectuée en 

présence de 1% de sénun de veau à 37QC, durant une heure. 

A la vue des résultats illustrés par la figure 6,cette hypothèse d'une 

modification enzymatique des iso-AFP par des enzymes du sérum de veau n'a pas 

été retenue, étant donné que les pr~fils d'affinité avec la Con A et la WA 

ne sont absolument pas modifiés et :;mt superposables aux profils témoins. 

Nous pouvons conclure qu' rr.1 n'y a pss de modification des cha2nes 

plycanniques des iso-AFP au cours dy leur séjour dans le milieu de culture à 

37K!,par le sérum de veau. 

De la même manière, nous alrons vérifié qu'il n'y avait pas de modi- 

fication des chaînes glycanniques $ 3  l'AFP circutant par les glycosidases ou 

les glycosyltransférases sériques. Linsi, comme eri témoigne la figure 7, au 

cours de l'incubation de l'AFP syntktisée in vito,par les hépatocytes, avec 
5 

le sérum embryonnaire ou le liquide anniotique débarrassé de son AFP, nous 

nt avons observé aucune modification les prof ils é:!-ectrophorétiques obtenus soit 

avec la Con A soit avec la lectine d~ Lens culinaris. 

Nous pouvons conclure que Les milieux biologiques dans lesquels sont 

sécrétés les ~SO-AFP n'ont pas pouvoir de modifier enzymatiquament les chaînes 



Figure 6 .  - ïnf luence  du sérum de  :leau sur Les p r c i f i l s  
d'affinit6 de 1QAFP foetale d e  R a t  p r o d u i t e  p..-.- i n  v i v u  
vis-à-vis de L a  Con A et d e  la L C A .  
AFP foetale i solez  du liquide amniotique. 
AR? foetale LricubGe une heure B 37'~. - * 
AFP f~etain IncubCe une heure à 37°C avec du sérum de Veau dans 
l n  proport ion de 10 %. 
AFP isoX5e de milieu de culture (MC). 
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F i  ure 3 . -  Profils d'affinitc v i s - a - v i s  de 12 C o n  A et d e  la 
L C ~  de l'AFP de milieu de culture produite i n  v i t r o  ( A )  5 
ayrës incubation avec du sarum foetal e t  d u " - ' l i q u i d e  enniotique , 
G'embryons de Kat ae  1 9  jours, donc o n  a G î i m i n 6  l'AFP par 
p a s s a + @  sur qolonne de Sepharose anti-AFP ( 3 )  ; AFP isolee de 
sérum et d e  liquide amniotique d ' e m b r y o n s  de 19 Joürs (Cl, 

* LiLLE 
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En e f f e t ,  l e  p r o f i l  obtenu avec l a  Con k e s t  déjà  totalement d i f f é -  

r en t  de ce lu i  observé pour l'AFP du l iqu ide  amniotique. Le v a r i ? n t  Con A-réactif 

prédomine déjà dès l e s  premières heures de l a  cu l tu re .  Par contre,  l e  p r o f i l  

LCA des iso-AFP de milieu de cu l ture  ressemble encore à c e l u i  des AFP du l iqu i -  

de amniotique. Le va r i an t  LCA-non r éac t i f  é t a n t  toujours prédominant dans c e t t e  

première période, l e  p r o f i l  ne s e ra  modifié qu'ultérieurement,  au moment du 

changement de milieu. En conséquence, au cours de ce passage de l a  v ie  des  hé- 

patocytes foetaux invivo à une surv ie  i n  v i t r o ,  au moins deux modifications 

s t ruc tu ra l e s  des chaînes glycanniques interviennent  à d e 7 a  moments d i f f é r en t s .  

La première, révélée par l a  Con A, a f f e c t e  l e  branchement d'un residu de N-ac4- 

t y l  glucosamine en pos i t ion  4 su r  l e  P mannose ; l a  seconde modification, 

révélée par l a  LCA,ntintervient que beaucoup plus tardivement. La s p é c i f i c i t é  

de l a  LCA é tan t  encore mal déf in ie ,  il nous e s t  imposs ib le  actuellement, de 

préc iser  l a  nature de c e t t e  va r i a t i on  s t ruc tu ra l e .  

Nous considérons c e t t e  première phase de la  cu l ture  comme une phase 

t r a n s i t o i r e .  De manière à él iminer  l e s  protéines i n i t i é e s  i n  vivo e t  excrétées  

i n  v i t r o ,  nous changeons e t  remplaçons l e s  milieux de cu l ture  au bout de  24 

heures après  l a  mise en cu l ture .  Ce changement de milieu cons t i tue  pour l a  

cu l ture  l e  temps zéro. 

Comme l e  montre l a  f i gu re  9 ,  l e s  p r o f i l s  d ' a f f i n i t é  avec l a  Con A 

e t  la LCA, des iso-AFP produites en cu l ture  à i n t e r v a l l e s  de  temps de 24 heures 

sont superposables e t  ident iques aux p r o f i l s  obtenus avec l e s  iso-AFP produites 

en t re  O e t  96 heures. La superpos'ition des p r o f i l s  montre q u ' i l  ex i s t e  une 

p a r f a i t e  s t a b i l i t é  des iso-AFP produites tou t  au long de l a  cu l ture .  RUS 
t l l ~ i  O 



F i g u r e  9.- P r o 2 i . l ~  d ' a f f i n i t é  vis-Z-vis de la Con A 
et de l a  LCA de X P A f P  de RaC p r o d u i t e  in vitro .--- dans 
les milieux Je culture durant diff6rents Inte~valLeç 
d e  ter?s au cours de la culture primaire d'hépaçacyees kL.i/ 
foetaux. 



2 - ETUDE DE L'INFLUENCE DE CERTAINS FACTEURS SUR LA PRODUCTION ET LA 

QUALITE DES ISO-AFP SECRETEES DJ VITRO EN CULTURE PRIMAIRE DtHEPATOCYTES 

FOETAUX. 

La croissance cellulaire est suivie tout au long de la culture par 

numération des cellules toutes les 24 heures. L'AFP et l'albumine sont dosées 

par immuno-électrophorèse et la production de protéine peut être ramenée à 

la quantité de protéine synthétisée par cellule. 

Les études in vivo ne permettent pas de relier la production d'AFP 

à la prolifération cellulaire alors que la culture primaire in vitro permet 

de quantifier le nombre de cellules ainsi que l'AFP synthétisée par ces 

cellules et présente dans les milieux de culture. 

Les protéines synthétisées in vivo et sécrétées durant les 24 pre- 

mières heures de la culture sont éliminées et le milieu est remplacé par un 

milieu neuf, identique au précédent. Ce temps,24 heures aprés la mise en 

culture, constitue le temps zéro de notrè étude.La courbe de prolifération 

cellulaire (figure 1 0 )  d'une culture d'hépatocytes foetaux peut être divisée 

en trois étapes. 

1 g )  Au cows des 24 heures qui suivent le changement de milieu, la culture 

s'adapte : la division cellulaire est nulle ou très faible : c'est la 

lag phase non représentée sur la figure. 

20) Durant la phase suivante de croissance, la prolifération cellulaire est 

pratiquement linéaire et les cellules se divisent rapidement. 

3" Au-delà de 1 2 0  heures, les cellules ne se divisent plus, elles deviennent 

confluentes, c'est la phase stationnaire ; puis elles meurent, se détachent 

du fond du flacon et flottent dans le milieu. Les-études de prolifération 

cellulaire et de production protéique seront donc limitées aux 1 2 0  premières 

heures de culture. 



Figure  10.- A) Courbe de p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  des  hépa tocytes  foe taux  en c u l t u r e  pr imai re .  
B) Courbes de product ion d'AFP (Bl) e t  d'albumine (B2) dans l e s  mi l ieux  de  c u l t u r e  en f o n c t i o n  
du temps. C)  C iné t ique  de l a  p roduct ion  d'AFP (Cl) e ;  dl-aihimine (C2) des c e l l u l e s .  D )  Evolu t ion  
du rappor t  AFPIalbumine en f o n c t i o n  du temps. - 



L i  AFP e t  l 'albumine présentes dans l e s  milieux de cu l ture  sont  dosées, 

sans concentration préalable  des milieux, par l a  méthode d'immune-électrophorèse 

de Laurel1 (89). Ces dosages permettent d ' é t a b l i r  l e s  courbes de production 

de ces deux pro té ines  en fonction du temps comme l e  montre l a  f igure  10. 

D'autre par t ,  nous pouvons observer l e s  va r i a t i ons  au cours du temps de l a  

production protéique par ce l lu l e .  Nous constatons que ce l le -c i  s e  s t a b i l i s e  

rapidement après l e  début de l a  cu l ture .  Nous pouvons noter ,  en outre ,  que l a  

production d'AFP e s t  nettement i n fé r i eu re  à l a  production d'albumine (20 à 30 

pg/cellule pour l'AFP, e m i r o n  100 à 200 pg/cellule pour 1 ' a lb~~mine )  . 
Nous traçons, d ' a u t r e  par t ,  l a  courbe du rapport  AF~/a lbmine  en fonction du 

temps qu i  se ra  u t i l e  pour é tudier  l ' i n f luence  de drogues s u r  l a  production 

protéique . 

2.1 . Etude de l ' a c t i o n  d'agents chimiques modifiant l e  cycle c e l l u l a i r e  

Nous pouvons,grâce à notre système de cu l ture  p r i a a i r e , f a i r e  une 

approche d u p r & l & ~ e  de l a  synthèse de l'AFP au  cours du cycle c e l l u l a i r e .  

Durant la  cu l ture ,  la  pro l i fé ra t ion  c e l l u l a i r e  e s t  su iv ie  parallèlement à l a  

synthèse protéique. 

L'action des  agents chimiques, méthotrexate, bléornycine e t  colcF-icine, 

e s t  su iv ie  facilement par une observation du comportement des c e l l u l e s  poussant 

en l e u r  présence e t  par une étude de l'AFP e t  de lîalbumine synthé t i sées  par 

ces ce l lu les .  

Le méthotrexate e t  l a  bléomycine inhibent  l a  p ro l i f é r a t ion  c e l l u l a i r e  

aux f a ib l ea  concentrations u t i l i s é e s  (2,5 ug/ml pour l e  méthotrexate e t  1,S 

l-ig/ml pour l a  bléorn~cine).  En présence de ces agents,  l e s  ce l lu l e s  survivent  

sans s e  d iv iser  ( f igure  1 1 ) . 
m a n t  à la  colchicine, e l l e  r e s t e  t r è s  toxique à des doses extrême- 

ment f a i b l e s  (0,2 pg/ml) e t  provoque une mort c e l l u l a i r e  t r è s  importante. 

Notre étude s e  l i m i t e r a  donc au méthotrexate e t  à l a  bléomycine qui  sont  connus 

pour bloquer,respectivement,les c e l l u l e s  en f i n  de phase G1 e t  en phase G 2  du 

cycle ce l lu l a i r e .  

Comme l ' i l l u s t r e  l a  f igure  1 1  A , les ce l lu l e s  t r a i t é e s  au métho- 

t rexa te  e t  à la  bléomycine voient l e u r  p ro l i f é r a t ion  c e l l u l a i r e  bloquée e t  

s t a b i l i s é e  à Io6 ce l lu l e s  par bo i t e  de cu l ture  a l o r s  que l e s  c e l l u l e s  non 

t r a i t é e s  ont une p ro l i f é r a t ion  c e l l u l a i r e  normale, qu i  t r i p l e  toutes  l e s  100 

heures. 





Malgré c e t  a r r ê t  de l a  p r o l i f g s a t i o ~  c e l l u l a i r e ,  nous n'avens pas observé, 

dans l e s  l o t s  de c e l l u l e s  t r a i t h e s ,  de diminution concomitante de l a  produc- 

t i on  des iso-AFP e t  de l 'albumine comme 1' on pouvait s ' y  a t t end re  (f igure 1 1  B,C). 

Nous avons v é r i f i é  , par a i l l e u r s ,  en Upmuno-af f ino-élec trophorèse , l a  

qua l i t é  de ces  iso-AFP sécrétées  par l e s  c e l l u l e s  traitées.A c e t  égard, l e s  

études d'hvnuno-affino-électrophorèse avec l e s  l ec t ines ,  comme l a  Con A ou l a  . 

U A ,  nous montre ( f i gu re  1 2 )  que l e s  va r i an t s  produits par l e s  l o t s  de ce l lu l e s  

t r a i t é e s  au  méthotrexate ou à l a  bléomycine sont  rigoureusement identiques aux 

iso-AFP produites par  l e s  l o t s  de c e l l u l e s  témoins non t r a i t é e s .  

Par  contre ,  l e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  à l a  colchicine produisent des iso- 

AFP dont l e s  p r o f i l s  sont sensiblement modifiés. Comme l e  montre la f igure  12, 

ce t  AFP semble avoi r  plus d ' a f f i ~ i t é  pour la Con A,  en e f f e t ,  nous observons 

que l e s  va r i an t s  ne réagissant  pas ou peu avec c e t t e  l ec t ine ,  sont  quant i ta t i -  

vement plus f a ib l e s  comparés à ceux obtenus avec l e s  ce l lu l e s  non t r a i t ée s .  

2.2 Influence de 1'AMPc e t  de l a  Théophylline s u r  l a  production d'AFP 

Dans tous l e s  cas, l e s  agents  chimiques étudiés  sont  cytotoxiques ; 

l e s  doses employées sont donc t r è s  f a i b l e s .  Pour de f a i b l e s  concentrations 

( 1 0 - ~  à 1oV6 M )  ltAMPc a c t i v e r a i t  l a  d iv is ion  c e l l u l a i r e ,  a l o r s  que des con- 
-6 cent ra t ions  supérieures  à 10 M l ' i n h i b e r a i t  (100).Nous u t i l i s o n s  des concen- 

t r a t i ons ,  en AMPc, de 0,5.1 o - ~  M,  c e t t e  même concentration e s t  employée pour l a  

théophylline. 

NQUS observons, pour ces deux agents,  l a  courbe de p ro l i f é r a t ion  cel- 

l u l a i r e  en fonct ion du temps -numérations c e l l u l a i r e s  e f fec tuées  toutes  l e s  

24 heures-; nous dosons en même temps dans l e s  milieux, l'AFP e t  ltalbumLqe. 

La courbe du rapport AF~/albumine permet de savoi r  s i  l a  drogue a une ac t ion  

sé l ec t ive  Sur l 'une  ou l ' a u t r e  de ces  protéines.  L'AFP e s t  i s o l é e  des milieux 

de cu l tu re  r e c u e i l l i s ,  e l l e  e s t  ensui te  analysée en irnmuno-affino-électrophorèse. 

L'AMPc e t  l a  théophylline sont  a joutées  directement au  milieu, au temps 

zéro, à la concentration de 0,5mM ( f igure  13 ) . A c e t t e  concentration, ltA!!iPc 

r a l e n t i t  sensiblement l a  p ro l i f é r a t ion  c e l l u l a i r e  ; par  contre ,  l ' e f f e t  e s t  

beaucoup plus  v i s i b l e  avec l a  théophylline qui  bloque t r è s  sélectivement l a  

p ro l i f  ératgon ce l lu l a i r e .  

Nous avons, d ' au t r e  par t ,  u t i l i s é  l e  dibutyryl  AMPc qu i  grâce à son 

groupernent dibutyry1,a une ac t ion  plus  rapide e t  plus e f f i cace  que 1'AMPc. 

Cependant, l a  t r è s  grande cy to tox ic i t é  de ce produit  ne permet pas une étude 



Figure 1 2 . -  P r o f i l s  d Y a f f i 3 i t 6  vis-$-vis d e  la Con A et 
d e  La L C A  de l'AFP produite in vitro dans les milieux de 
c u l t u r e  par les h é p a t o c y t e s  en c u l t u r e  en milieu ternoin 
( T E M O L N ) ,  pn p r s s e n r e  d e  méthotuexate (METHO) ,  d e  b i e o -  
mycine (BLEO) ou J e  colchicine ( C O L ) ,  





précise; nous nous sommes donc limitée à 1'AMPc. 

En présence dlAMPc, la production globale d'AFP est légèrement aug- 

mentée (figure 13 BI ) alors que la production totale d ' albumine est inférieure 
à celle observée dans la culture témoin (figure 13 C 1 ) La synthèse d '  AFP, rame- 

née à la production par cellule,est donc stimulée par lfMIPc,alors que celle de 

lt albumine n'est pas modifiée (figure 14). Le rapport ~ ~ / a l b m i n e  est donc su- 

périeur pour les cellules se divisant en présence d'ANPc p2r rapport à la culture 

témoin, ( figure 1 5) . 
La théophylline a un effet de stimulation sur la syfithSse et la sécré- 

tion protéique (figure 13), cette stimulation est sensiblement la même pour 

1 'AFP et pour 1 albumine. 

En présence dtAMPc ou de théophylline, les profils inmuno-Slectropno- 

rétiques des iso-AFP,sécrétées par les cellules, se trouvent légèrement modl- 

fiés . L' étude comparée des prof ils d ' affinité avec les lectines , nous indiquent 
que 1'AMPc et la théophylline diminuent l'affinité des iso-AT'P pour la Con A 

ou la LCA. En effet, nous observons (figure 16) que les iso-Al1P faiblement réac- 

tives vis à vis de la Con A (pic II ) sont, en proportion, plus élevées que 

la famille dl iso-AFP fortement réactive (pic III) . 

2.3. Influence d' un cancdrogène : 1' acétylaminof luorène sur la prod.uction 

L1 acé tylaminof luorène (M ) est un hépatocancérogène puissant ; c ' est 
le cancérogène précurseur du N-acétoxy-acétylaininofluorène, compose que lson 

pense être l'un des cancérogènes ultimes majeurs dans le foie (107)- 

Nous avons donc pensé qu'il serait intéressant d'observer les efIets 

de 1'AAF sur les cellules en culture, 

Le cancérogène est ajouté au mi lie^ de culture dissout dans U r i  mélange 

DMFA/DMSO (1-1 ). Trois séries de culture sont utilisées au cours de notre exp6- 

rimentation : une série témoin de cellules se développant er_ milieu complet, 

une série de contrôle de cellules qui prolifèrent daris ufi milieu additionné 

~ e ç  lPaction de de solvant DMFA/DMSO, une troisième série de cellules soumi- 

~'acétylaminofluorène ajouté au milieu de culture, La co3centration en -LU' 
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Figure  14.- Ciné t ique  de product ion pro té ique  des c e l l u l e s  en presence ~ ' A M P C  

(0,5 mM). A) Product ion  ~ ' A F P  ; B) Product ion  d'albumine. + Courbes obtenues en  
mi l i eu  témoin. A Courbes obtenues avec l e s  c e l l u l e s  traitees avec L'AMP c y c l i q u e  

F igure  15.- Evolu t ion  des r appor t s  AFPIalbumine en  fonc t ion  du temps lorsque  l e s  
c e l l u l e s  s o n t  en  c o n t a c t  avec llAMPc (0 ,5  mM) e t  l a  théophyl l ine  (0,5 mM), 
+ Courbes obtenues e n  mi l i eu  témoin. A Courbes obtenues avec l e s  c e l l u l e s  r r a i t é e s  
avec 1'AMF cycl ique .  A Courbes obtenues avec l e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  à la rhGopilyllhne. 



F i g u r e  16.- P r o f i l s  d t a f f i n i t Z i  vis-5-vis d e  la Con h e t  
d e  l a  LCA d e  l . ? A F P  p r o d u i t e  --.. f n  v i t r o  p a r  Xes h é l a ë o c y t e s  
en m i l i e u  t e m u i n  (TENOIN), en p r é s e n c e  d P A M P @  (b.KPc) su 
d e  theolhylllne ( T M E O ) .  



utilisée (5 ug/ml) permet une cl-oissance cellulaire procne de celle observée 

pour la culture témoin. 

Copme le montre la figure î7, la présence d'AAF mais aussi de DMFA/ 

DMSO dans le milieu de culture, stimule la synthèse d'AFP tout en ne modifiant 

pas la production d'albumine. 

D'autre part, cette augmentation de la production d'AFP par lq_4AF et 

le solvant ne modifie pas la qualité des iso-AFP sScréties, @orne on peut 

l'observer sur la figure 18,les profils d'immune-affino-électrophorèse sont 

identiques à ceux des AFP produites par les cellules non soumises à l'influence 

de ces composés. 
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F i g u r e  17. - In£ luence  s u r  l e  comportement des  c e l l u l e s  e n  c u l t u r e ,  du s o l v a n t  DMFA-DMSO (O-O) e t  de 1'AAF (+-+je 
A) Courbes de  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  ; B) Courbes  d e  p r o d u c t i o n  d'AFP (BI) e t  d 'albumine (B2) dans l e s  m i l i e u x  de  c u l t u r e  
e n  f o n c t i o n  du t c m p s  ; C) C i n é t i q u e  de l a  p r o d u c t i o n  d'AFP (Cl)  e t  d 'albumine (C2) des c e l l u l e s  ; D )  E v o l u t i o n  du r a p p o r t  
AFP/albumine en f o n c t i o n  du temps. + Courbes témoins .  

1:--1 

A F P  e n  pg par  cellule cl 
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- 
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AFP/Albumine 
Albumine en pg par c e l l u l e  

- 

Heures 
9 

24 4 8 7 2 9 6 120 

D 

0.4 

0.3 

0.2 

- 

- 

- 

Heures 
1 9 
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L?;f?ut-e - ta 1 8 . -  P r o f i l s  d r  i f f i t r i t 6  vis-&-vis lie 1.a Con h 
e t  d e  Xa L C A  Se I'AFP , , r o d u i t e  in v i t r o  p a r  les h é p a r n -  
cyireç foetai.rx e n  rniiisi~ cle culture addi r ; i .onn& d e  s c l v a n t  
DMFA-Dp!SO ou d g A A F .  



DISCUSSION 

L'hétérogénéité des iso-AFP e s t  maitenant bien é t ab l i e  chez diverses  

espèces (Rat, Sour is ,  ~omme) e t  cec i  grâce à l ' é lec t rophorèse  en g e l  de poly- 

acrylamide (hétérogénéité pro té iquu)  e t  à l a  chromatographie d '  a f f i n i t é  v i s  

à v i s  des  l ec t ines ,  comme l a  Concanavaline A e t  l a  l e c t i n e  de &ens cu l ina r i s  

(1riétéro~éné1,té glycannique). 

Cette rricrohétérogénéité e s t  carac té r i sée ,  s o i t  par l ' u t i l i s a t i o n  de 

l a  l e c t i n e  immobilisée su r  un support en chromatographie d r a f Î i n i t é  s u r  colorme, 

s o i t  par  l ' u t i l i s a t i o n  de l a  l e c t i n e  l i b r e  en immuno-affino-élect~ophorèse 

bidimensionnelle. Cet t e  dernière  teckmique devra i t  connaître de nonibreuses 

appl icat ions ca r  e l l e  s ' e s t  révélée comme une méthode sensible ,  reproductible 

e t  ne nécessi tant  que peu de produit  ; e l l e  s e  prê te  donc bierL, corne l e  montre 

notre <tude, au dosage e t  à 1.a carac té r i sa t ion  des iso-AFP produites en t r è s  

f a i b l e  quantité dans l e s  miliewr de cul ture .  C ' e s t  une méthode q u a l i t a t i v e  e t  

senii-quantitative dont lez  p r o f i l s  r e f l è t e n t  l e s  d i f f é r en t s  degrés d ' i n t e r ac t ion  

de ces  isq-AFP avec l e s  lec t ines .  

La s p é c i f i c i t é  de l a  Con A avec l e s  glycannes a f a i t  l Y o b j e t  de 

nombreux travaux (21 , 58, 78, 83, a-, 1 1 2 )qu i  s e  trouvent résumés dars l a  f i -  

gure l 9.LtAFP de mi l ieu  de cu l ture  présente avec l a  Con A t r o i s  types d' inter-- 

ac t ion  : 

1 ) une f rac t ion  mineure n t  in te rag issant  pas avec c e t t e  l ec t ine  ; 

2)  une f rac t ion  réagissant  faiblemext e t  qu i  r é su l t e ,  probablemerAt, dsune 

in te rac t ion  hydrophobe ; 

3) une f rac t ion  majeure réagissant  -:orterrient avec la  lec t ine .  

Les r6centes analyses  s t ruc tu ra l e s  icomparées des f r ac t ions  1 e t  3 ( S treckes,  

Bayard, Kerckaert) , démontrent que seu le ,  l a  présence d'une N-acétgl gloco- 

samine addi t ionnel le  subs t i tuant  l e  P mannose en C4 s u f f i t  pour a b o l i r  toute  
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Figure 19.- Structures des groupements glycanniques plus ou moins 
fixés par la Con A selon Narasimhan et al. (1 12). 

A : Structure glycannique non fixée par la Con A. 

B : Structure glycannique ayant une faible affinité pour la Con A. 

C : Structure glycannique fortement fixée par la Con A. 



i n t e r cc t ion  avec l a  l ec t ine  ( f igu re  20 ) . Cet te  observation a é t é  rgcemment 

dCcrite par Baenziger e t  F i e t e  (21 ) à propos de l a  s t s u c b  des chaînes gly- 

tanniques des immunoglobulines G bovines. Le var ian t  majeur produit  dans l e s  

milie- de cu l tu re  e t  réagissant  avec l a  Con A posskde deux glycannes iden- 

t iques  d o ~ t  l e s  s t ruc tu re s  s 'apparentent  à ce l l e s  des glycannes de l a  trans- 

f e r r i n e  humaine ( 1 65). 

Toutefois, notre 6 tude démontre clairenieilt, que d ' importantes nodi- 

f i c a t i o n s  s t ruc tu ra l e s  des chaînes glycanniques interviennent  l o r s  de l a  mise 

en cu l tu re  des hépatocytes foetaux. En e f f e t ,  l ' é tude  comparée des p r o f i l s  

d ' i n t e r ac t ion  avec l e s  l ec t ines  des AFP de milieu de cu l tu re  e t  de liriijide 

amniotique s o r t  inversés,  l e  va r i an t  ne réagissant  pas avec l a  Con A e s t  l e  

composé ma j e w  dans l e  l iqu ide  amniotique. Ayant démontré, 1' absence d'  a c t i v i -  

t é  N-acétylglucosaminidasique dans l e s  milieux de cu l ture ,  nous pocvons 

souscr i re  à 1' idée que in v i t r o ,  l a  N-acé tylglucosaminyl t ransférase  e s t ,  en 

grande pa r t i e ,  inac t ive  ou inhibée lorsque l e s  hépatocytes survivent en cu l ture  

de ce l lu l e s .  Cet te  cor,clusion dev ra i t  amener l e s  auteurs  à analg-sel, l e s  r6sul- 

t a t s  des études s t ruc tu ra l e s  des glycannes vyr~thét isés  en cu l tu re  avec beaucoup 

de prudence. 

Les s p é c i f i c i t é s  d ' inter-act ion des glycannes avec la  l e c t i n e  de 

culinaris+(LC~) sont  moins bien connues ( 1  80, 201 ) e t  l e s  s t ruc tu re s  glycan- 

niques des var ian ts  obtenus avec l a  LCA n '  ont,  à ce jour, pas encore é t é  pré- 

c isées .  Toutefois, comme pour l a  Con A, nous avons obtenu de profondes modi- 

f i ca t ions  des p r o f i l s  d ' a f f i n i t é  des AFP produites par l e s  hépatocytes l o r s  

de l a  mise en cul ture .  

Donc, au moins deux modifications s t ruc tu ra l e s  interviennent  l o r s  

de l a  mise en cu l ture  des ce l lu l e s :  1 )  l ' une  caractérLsée par l ' u t i l i s a t i o n  

de l a  Con A ; 2 )  l ' a u t r e  mise en évidence par l a  LCA.En out re ,  nous avons dé- 

montré à l ' a i d e  d'une étude cinét ique de l a  production des iso-AFP en cul ture ,  

que l a  modification s t ruc tu ra l e  décelée avec l a  Con A -à savoi r  l ' i rdhibi t ion 

de l a  N-acétylglucosaminyl t ransférase-  in te rv ien t  dès l e s  premières heures 

qu i  suivent  l e  début de l a  cu l ture .  Par contre, l ' a u t r e  modification struc- 

t u r a l e  des glycannes décelée avec l a  LCA, n 'apparai t  qu'après l e s  24 premiè- 

r e s  heures de l a  cul ture .  Dès que ces modifications sont  apparues, l e s  p r o f i l s  

obtenus avec l a  Con A comme avec l a  LCA, sont s t a b i l i s é s  t o u t  au long de l a  

cu l ture .  
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F igure  20.- S t r u c t u r e  des  chaînes glycanniques po r t ées  p a r  l e s  isoAFP 
réag i s san t  (A) ou non ( B )  avec l a  Con A (G .  Çtrecker ,  B. Bayard ec  
J . P .  Kerckaert)  . 

A : S t r u c t u r e  glycannique ayant ilne f o r t e  a f f i n i t é  p u r  l a  Con A ,  
mineure dans l e  l i q u i d e  amniotique e t  majeure dans l e s  mi l ieux  
de c u l t u r e .  

B : St ruc tu re  glycannique sans a f f i n i t é  p o r i ~  1,1 Con A ,  majeure dans 
l e  l i q u i d e  amniotique e t  mineure dans l e s  mii.beux de c u l t u r e .  



Chez la Souris, Ruoslahti et al (1 42) orit montré que le sac amniotique pro- 

duisait des iso-AFP. La synthèse des iso-AFP par différents organes foetaux 

a été étudiée par incorporation d'acides aminés marqués dans les glycopro- 

téines, en culture de tissu avec une recherche des AFP marqués à l'aide 

d'anticorps. La synthèse d'AFP chez l'Homme est d'abord localisée dans le sac 

amniotique et le foie puis, ensuite, uniqaement daris le foie.En outre, Ruos- 

lahti et al (142) suggèrent, chez la Souris, que l'AFP du sac amiotique ne 

possède pas les mêmes propriétés vis à vis de la Con A que l'AFP prod-dite par 

l'hépatocyte. Notre étude s'est appliquée à comparer, grâce à la Con A et à 

la I C A ,  les qualités des iso-AFP produites par le sac amniotique chez le Rat. 

Les profils obtenus avec les lectines en immuno-affino-électrophorèse demon- 

trent que la qualité des iso-AFP produites par le sac amniotique sont, en tous 

points, comparables à celles prodilites par l'hépatocyte in vivo. De ce fait, 

nous pouvons conclure, que cette molécule est glycosylée de la même manière 

dans les deux tissus. 

2 - ETUDE DE LA PRODUCTION D'AFP PAR DES CULTUFLES PRPAIRES 

D ' KEPATOCYTES FOETAUX 

Les études in vivo ne permettent pas de relier la production d'AFP 

à la prolifération cellulaire, alors que la culture primaire in vitro permet 

de quantifier le nom-bre de cellules ainsi que l'AFP synthétisée par ces cel- 

lules et présente dans les milieux de culture. 

2.1. Action d'agents chimiaues modifiant le cvcle cellulaire 

Le méthotrexate et la bléomycine sont des agents chimiques utilises 

en chimiothérapie anticancéreuse. 

Le méthotrexate se fixe sur une enzyme de la chaîne métabolique de 

l'acide folique dont il est un analogue.11 provoque un arrêt de la synthèse 

du DIVA, bloque les cellules au passage des phases G1 à S et provoque une 

mort cellulaire en G2 (36, 104, 174) (figure 21). 

Quant à la bléomycine, elle agit sur le DNA double hélice et bloque 

les cellules en phase G2 (85, 185) (figure 21 ). 

Certains auteurs (1 51 , 182, 183) pensent que l'AFP est synthétisée 

durant les phases G1 et S du cycle cellulaire. L'albwiine serait synthétisée 

du milieu de S jusqu'en phase G2 ( 151 ). 



Méthotrexate . 

Colchicine 

F i g u r e  21.- P h a s e s  du cycle cellulaire et' points 
d'impact des différents agents chimiques utilisés : 
méthotrexate, b l é o m y c i n e  et colchicine. 



Les hépatocytes foetaux de Rat en culture primaire ne sont pas 

synchrones. Au moment de l'addition de la drogue, *(au temps t=O), ils se 

trouvent dans les différentes phases du cycle cellulaire. Les cellules doivent 

donc, si elles ne sont pas en G1 ou en G2, terminer le cycle engagé avant 

d'être sensibilisées par la drogue, méthotrexate ou bléomycine, C'est donc 

avant ce blocage que doit avoir lieu la synthèse protéique que nous mesurons 

et qui est souvent, avec ces agents, supérieure à celle des cultures témoins. 

L'action cytotoxique du méthotrexate se fait ressentir dès les 24 

premières heures de la culture. Cependant, un certain nombre cie cellules échap- 

pe à son action, car la division cellulaire reprend légèrement après 72 heures. 

La bléomycine est moins toxique pour les hépatocytes à la concentra- 

tion utilisée. Jusqu'à 72 heures, certaines cellules se divisent, ce sord les 

hépatocytes effectuant une dernière mitose avant d'être bloqués en phase G2 

par la bléomycine. 

Si l'on admet que la bléomycine bloque les cellules en phase G 2 ,  

nous pouvons penser que l'AFP est synthétisée durant cet te phase. Ceci expli- 

querait la stimulation préférentielle de la synthèse d'AFP lorsque les cellules 

trditées à la bléomycine. 

2.2. Influence de l1AM?c et de la Théophylline sur lâ production 

d'AFP 

L'action de 1'MIPc exogène, sur les cellules est encore très con- 

troversée. Il semble qu'il affecte la synthèse du DNA et qu'il joue un rôle 

dans la croissance cellulaire (6). Short et al (153), travaillant in vivo 

confirment un rôle de stimulation sur la synthèse du DFJA d a - ~ s  le Tale. 

Taylor-Papadimitriou (175) suggère un blocage des cellules au passage de S 

à G2 ; la croissance cellulaire est donc inhibée, mais la concentration uti- 

lisée da~s ce cas est très élevée (1 O-' M). 
-6 

La concentration dlAMPc que nous utilisons (0,5.10 M) ne permet pas 

une stimulation de la prolifération cellulaire mais active la production pro- 

téique. Isaka et al (71) ont des résultats parallèles sur des cultures de 

cellules ascitiques ; 1'AMPc serait d'autre part, responsable de la différen- 

ciation cellulaire. 



Quant à l a  théophylline, e l l e  inhibe l a  phosphodiestérase, enzyme 

qui  dégrade 1'AMPc en LYP. La concentration i n t r a c e l l u l a i r e  en LYPC e s t  

donc augmentée par  addi t ion de thiophylline. 

Les r é s u l t a t s  que nous obtenons viennent appuyer ceux d ' au t r e s  auteurs 

t r a v a i l l a n t  également i n  v i t r o  (5 ,  71 , 1 53) mais aus s i  i n  vivo ( 1  53). Ils ne 

permettent cependant pas d 'é luc ider  l e  rô l e  de l'AJ2Pc ; rious pouvorls sinple- 

ment confirmer son rô l e  dans l a  régulat ion de l a  croissance c e l l u l a i r e .  11 

pourra i t ,  en out re ,  a g i r  au niveau de l a  synthèse des glycoprot6ines p u i s q u t i l  

a c t ive  l a  production de l'AFP sans toucher à l a  synthèse de l ' a l b m ~ i n e .  

2 . y .  Influence d '  un can,:érogè~e : 1' acétylaminof luorène s u r  I a  pro- 

duction pro téique 

Chez l'anima! , m e  admi i i s t ra t ion  ora le  e t  continue de 200 à 300 ppm 

(82)  ou de 0 ~ 0 5 %  ( 1  84) à 1$ (25) 1'acétylaminof'luorène (AU) incorporé à l a  

nourr i ture  des Rats prc.ivoque w e  3,ynthèse d'AFI'. 

De nombreux -;ravaux (52,  79, 106) ont, permis de mon-trer que L'Ab! 

s e  f i x a i t  su r  l e s  macromolécules c r l l u l a i r e s  e t  en particuliea: sur  l e  DNA. 

Nous avons donc pensé q u ' i l  s e r a i t  in té ressant  dtob:5erver l e s  e f f e t s  

de 1 'AAF su r  l e s  cellu::.es en culture.  

Des concentrc,~tions f a ib l e s  en AAF n 'on t  pas d ' e f f e t  su r  la  p r o l i  

f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  e t  l a  production protéique, Il semble, en eEfet, que l a  

f a i b l e  diminution du nombre de ce l lu l e s  e t  l 'augmentation des productions 

d'AFP e t  d'albumine, so ien t  dues à l ' a c t i o n  du solvant a jouté  au milieu. 

Cependant, des taux plus élevés en AAF de l ' o r d r e  de 20 à 50 g / m l ,  b ien  que 

t r è s  toxiques pour l e s  hépatocytes, stimulent l a  sécré t ion  d'AFP e t  d s  albumine 

(50).  Nous ne pouvons pas, i c i ,  a t t r i b u e r  l ' e f f e t  de s t imulat ion de l a  produc- 

t i o n  protéique, pour de f a i b l e s  doses, à l'M. 
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